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1 Einleitung

1.1 Malaria

Malaria ist auch noch heutzutage, iiber 100 Jahre nach der Entdeckung des verursachenden
Erregers Plasmodium, eine der bedeutendsten und schwerwiegendsten Infektionskrank-
heiten weltweit. Besonders betroffen von dieser Krankheit sind Lander in den tropischen
und subtropischen Gebieten. Nach aktuellen Schitzungen der WHO verstarben dort 2009
781.000 Kinder und Erwachsene an den Folgen ihrer Infektion mit Parasiten der Gattung
Plasmodium. Insgesamt infizierten sich ca. 225 Millionen Menschen mit Malaria, wobei der

iiberwiegende Anteil der Fille (80 - 90 %) in Afrika gezdhlt wurde [114]. Besonders Klein-

L
| %) v

| - /

‘\ x‘f) I Countries or areas where malaria transmission occurs w %l

[ Countries or areas with limited risk of malaria transmission 2
‘This map is intended as a visual aid only and not as a definitive source of information about malaria endemicity. Source: ©WHO 2010.All righes reserved.

Abbildung 1.1: Weltweite Verbreitung von Malaria (© WHO 2010).

kinder im Alter bis zu fiinf Jahren sind von dieser seit mehreren Jahrhunderten bekannten
Krankheit betroffen. Bereits in der Antike gab es Berichte von Patienten mit den fiir Malaria
charakteristischen Fieberschiiben, die vorwiegend in Sumpfgebieten lebten. Uber 2500
Jahre lang herrschte die Idee vor, dass diese Krankheit von den giftigen Ausdiinstungen (ital.
mal’aria = schlechte Luft) aus den sumpfigen Boden verursacht wird. Nach der Entdeckung

von Mikroorganismen als Ursache fiir Infektionskrankheiten im spéten 19.]Jahrhundert
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verabschiedete man sich von dieser Theorie und es begann eine intensive Suche nach
dem entsprechenden Erreger. 1880 gelang Alphonse Laveran die Entdeckung des Parasiten
Plasmodium im Blut von an Malaria erkrankten Patienten. Kurz darauf folgte ein weiterer
Durchbruch mit der Erkenntnis, dass weibliche Stechmiicken der Gattung Anopheles fiir die

Ubertragung von Mensch zu Mensch verantwortlich sind [29].

1.1.1 Erreger der Malaria

Malaria wird von einzelligen, eukaryotischen Parasiten der Gattung Plasmodium hervorge-
rufen. Von den iiber 100 bekannten Arten werden nur vier fiir die Erkrankung des Menschen
in Betracht gezogen: Plasmodium falciparum, Plasmodium vivax, Plasmodium ovale und
Plasmodium malariae [58,101,109]. Vor kurzem wurde iiber die Entdeckung einer fiinf-
ten humanpathogenen Art, Plasmodium knowlesi, diskutiert. Obwohl diese Art primaér fiir
die Erkrankung von Affen verantwortlich ist, kommt es in Stidostasien vermehrt zu einer
Erkrankung von Menschen [30,58,109].

Erkrankung Erreger Eigenschaften und Symptomatik
Malaria Plasmodium hohe Lethaliit, schwere Andmie, asynchrones Fieber, Blutstadi-
tropica falciparum  en erscheinen nach 8 - 25 Tagen, infizierte Erythrozyten konnen

kleine Blutgefilie verschlieffen und zerebrale Malaria auslosen

Malaria Plasmodium weiteste geographische Verbreitung, dormante Leberstadien,
tertiana vivax leichte (bis schwere) Andmie, synchrones Fieber alle 48 h, Blut-
stadien erscheinen nach 8 - 27 Tagen

Plasmodium Vorkommen vor allem in Westafrika, dormante Leberstadien,

ovale synchrones Fieber alle 48 h, Blutstadien erscheinen nach 9 - 17
Tagen
Malaria Plasmodium weltweites, aber seltenes Vorkommen, synchrones Fieber alle
quartana malariae 72 h, Blutstadien erscheinen nach 15 - 30 Tagen

Tabelle 1.1: Malariaerreger des Menschen. Zusammenfassung aus [101,109,112]

Plasmodien durchlaufen einen komplizierten Lebenszyklus (Abb. 1.2), der in verschiedene
Phasen eingeteilt werden kann: Nach dem Stich einer Anopheles-Miicke gelangen bis zu
hundert Sporozoiten [58] mit dem Speichel des Insekts in subkutanes Gewebe. Von dort
wandern sie iiber die menschliche Blutbahn in die Leber und befallen Hepatozyten, in denen

sie fiir 9 - 16 Tage verbleiben. In dieser Zeit werden mittels asexueller Replikation mehrere
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Abbildung 1.2: Lebenszyklus von Plasmodium. Dabei liegt ein haplohomophasischer Generations-
wechsel [108] vor, bei dem alle Stadien aul3er der Zygote haploid sind.

Fa

hunderttausend Merozoiten gebildet, die nach dem Platzen der Leberzelle in den Blutstrom
freigesetzt werden (exo-erythrozytdiire Schizogonie) [58,78,101]. Bei P vivax und P, ovale kann
es vorkommen, dass sich dormante Leberstadien (Hypnozoiten) ausbilden, die mehrere
Wochen bis Jahre unbemerkt vom Immunsystem in der Leberzelle iberleben, und spontan
eine erneute Erkrankung mit Malaria auslésen kénnen [78,101,110].

Die freigesetzten Merozoiten dringen in Erythrozyten ein und nisten sich innerhalb des
Wirtszellplasmas in einer Vakuole ein. In einem Rhythmus von 48 - 72h wachsen und
vermehren sich die Parasiten asexuell in dieser parasitophoren Vakuole, bis die roten Blut-
korperchen platzen, neu gebildete Merozoiten freigelassen werden und diese erneut Ery-
throzyten infizieren (intra-erythrozytdre Schizogonie) [58,66,101]. Wahrend dieses Zyklus
durchlaufen die Parasiten verschiedene Stadien: Nach der Invasion flacht der Parasit zu
einer bikonkaven Scheibe ab, beginnt mit der Ndhrstoffaufnahme aus dem Erythrozyten
sowie mit der Umstrukturierung der Wirtszelle [11]. Das Ring-Stadium wéchst weiter zum
Trophozoiten, ein Stadium, das durch einen hohen Stoffwechselumsatz gekennzeichnet
ist. So steigt z.B. die Aufnahme von Glucose und die Glykolyserate stark an und der Parasit
baut gro8e Mengen an Himoglobin in die einzelnen Aminosdurebestandteile ab. Das dabei
entstehende toxische Him wird zu Hdmozoin polymerisiert und in der Nahrungsvakuole ge-

lagert [11,101]. Zusdtzlich werden bei P, falciparum spezielle Proteine iiber die Maurerschen
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Abbildung 1.3: Umstrukturierung des Erythrozyten durch P, falciparum [66]. Merozoiten dringen
in den Erythrozyten ein und entwickeln sich innerhalb der parasitophoren Vakuole iiber das Ring-
Stadium (0 - 12 h) zum Trophozoiten (nach ca. 24 h) und spédter zum Schizonten (40 - 48 h). Nach ca.
24 h werden membrangebundene Strukturen im Zytoplasma des Erythrozyten sichtbar und es bilden
sich knopfdhnliche Verformungen auf der Membran. PfEMP1: Plasmodium falciparum erythrocyte
membrane protein 1.

Spalten in die Ndhe oder an die Oberfldche des Erythrozyten exportiert [11,66]. Eines dieser
Proteine ist PFEMP1, das fiir das Anheften an die Endothelmembran von BlutgefdRen verant-
wortlich ist und so den Parasiten vor einer Inmunantwort in der Milz schiitzt (Abb. 1.3). Das
letzte Stadium, der Schizont, entsteht durch multiple Zellkernteilung. Am Ende enthélt der
reife Schizont 16 - 32 Merozoiten, die nach Lyse des Erythrozyten freigesetzt werden [11,66].

Ein kleiner Teil der Merozoiten differenziert sich nach einigen Runden intra-erythrozytéirer
Schizogonie zu Mikro- und Makrogametozyten. Bei einer Blutmahlzeit werden 10 bis 1000
Gametozyten [58] von der Stechmiicke aufgenommen und formen sich im Mitteldarm
zu Mikro- und Makrogameten um. Die Gameten fusionieren zur Zygote, die als Ookinete
die Darmwand durchbricht. Auf der Epithelinnenseite entwickelt sich anschliellend die
Oozyste, in der durch Meiose und anschliefende asexuelle Replikation eine gro8e Anzahl
an Sporozoiten ausgebildet werden (Sporogonie). Nach dem Platzen der Oozysten wandern
die Sporozoiten iiber die Himolymphe zur Speicheldriise und gelangen durch einen Stich
erneut in den Wirt [29,101].

1.1.2 Behandlung und Resistenzentwicklung

Fiir die klinischen Symptome sind ausschlieBlich die intra-erythrozytdren Stadien verant-
wortlich, da mit der Lyse der Erythrozyten Zellbestandteile in die Blutbahn gelangen und
das charakteristische Fieber auslésen. Erschwerend kommt bei P, falciparum hinzu, dass
die Anheftung infizierter Erythrozyten an privendse Kapillarwdnde eine Verengung von
Mikrogefi3en hervorruft. Die Obstruktion von BlutgefdBen im Gehirn fiihrt zur zerebralen
Malaria, die ohne unverziigliche Behandlung tédlich endet. Grundsétzlich ist Malaria bei

einer raschen und addquaten Behandlung heilbar [101,112].
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Eines der ersten weitverbreiteten Medikamente gegen Malaria war Chloroquin, ein synthe-
tisches Derivat von Chinin. Chloroquin und andere 4-Aminoquinoline beeintrdchtigen die
Entgiftung von freiem, toxischen Him zu unldslichem, nicht-toxischen Himozoinkristallen.
Im Gegensatz zu P, falciparum, bei dem sich eine weltweite Resistenz gebildet hat, kann
P vivax noch mit Chloroquin behandelt werden. Inzwischen wurden aber auch die ers-
ten resistenten P vivax Parasiten in Stidostasien entdeckt. Da die gestorte Entgiftung sehr
effektiv zum Absterben der Parasiten fiihrt, bleibt die Himpolymeristation ein aussichts-
reiches Ziel bei der Entwicklung neuer Antimalaria-Wirkstoffe [58,109,112]. Das einzige
breit angewandte Medikament, das gegen dormante Hypnozoiten von P, vivax wirkt, ist
das 8-Aminoquinolin Primaquin. Die wesentlichen Nachteile dieses Wirkstoffes liegen zum
einen darin, dass dieser téglich fiir 14 Tage eingenommen werden muss und zum anderen,
dass in Glucose-6-phosphat-Dehydrogenase defizienten Patienten eine Hamolyse ausgelost
wird. In endemischen Gebieten weisen jedoch bis zu 20 % der Bevolkerung diese Defizienz
auf [109,110].

Derzeit sind Artemisin und dessen Derivate mit die wichtigsten Medikamente gegen
Malaria. Die Artemisinderivate schlagen schneller auf Blutstadien an als andere Antimalaria-
Wirkstoffe und besitzen auRerdem Wirkung gegen Gametozyten, wodurch die Ubertragung
verringert wird. Der Wirkmechanismus der Artemisin-Derivate beruht vermutlich auf der
Aktivierung der Endoperoxid-Stuktur durch Fe?*, das ebenfalls beim Hdmoglobinabbau
anféllt. Um eine Resistenzentwicklung zu vermeiden, werden diese Wirkstoffe im Rah-
men einer Kombinationstherapie verabreicht. Trotzdem gibt es erste Warnungen, dass sich
entlang der Grenze zwischen Thailand und Kambodscha resistente Parasiten entwickeln
konnten [109,112].

1.1.3 Der Apikoplast

In Kombination mit Antimalaria-Wirkstoffen werden gelegentlich auch Antibiotika einge-
setzt, die ihre Wirkung im Apikoplasten entfalten. Dieses Organell bakteriellen Ursprungs
ist durch sekundire Endosymbiose entstanden und hat somit typischerweise drei bis vier

Membranen [64,107]. Im Laufe der Evolution verlor dieses Plastid seine Fahigkeit zur Photo-
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Abbildung 1.4: Entstehung des Apikoplasten durch sekundire Endosymbiose (nach [64].
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synthese, behielt aber eine eigene Ausstattung fiir DNA-Replikation, Transkription und
Translation [58,112]. An diese Mechanismen setzen Antibiotika wie Clindamycin (Replikati-
on) oder Rifampicin (Transkription) an. Charakteristisch fiir die Gabe dieser Medikamente
ist, dass das Wachstum der Parasiten erst im ndchsten Zyklus der asexuellen Vermehrung
gestoppt wird. Eine weitere Funktion des Apikoplasten ist die Fettsdure- und Isoprenoid-
biosynthese. Medikamente wie Fosmidomycin greifen in letzteren Stoffwechsel ein und
sorgen fiir ein sofortiges Absterben der Parasiten. Da der Apikoplast wihrend des gesamten
Lebenszyklus des Erregers erhalten bleibt, konnten sich diese Wirkstoffe sowohl gegen Leber-
als auch Blutstadien richten [58,64,112].

1.2 Das Glyoxalasesystem

Malariaparasiten bendétigen fiir ihre schnelle Entwicklung, Zellteilung und Vermehrung
im Erythrozyt eine erhohte Menge an Energie in Form von ATP. Infolge der gestiegenen
Glykolyserate nahm der Glucoseverbrauch in infizierten roten Blutkorperchen um das bis
zu 75-fache zu [88]. Messungen der L-Lactatkonzentration in infizierten und uninfizierten
Erythrozyten bestétigten dieses Bild. In der ersten Hélfte des intra-erythrozytidren Vermeh-
rungszyklus erhohte sich die Produktion von L-Lactat um das 24-fache, wéahrend der zweiten
Halfte sogar um das 37-fache. AuBerdem wiesen alle glykolytischen Enzyme aus dem Pa-
rasiten eine hohere spezifische Aktivitit als die Enzyme aus dem Erythrozyten auf [103].
Wihrend der Glykolyse entsteht aber auch das toxische Nebenprodukt Methylglyoxal auf-
grund der spontanen Eliminierung des Phosphats von Dihydroxyacetonphosphat oder
Glycerinaldehyd-3-phosphat (Abb. 1.5). Wahrend der Triosephosphatisomerase-Reaktion
werden ca. 0.1 - 0.4 % der Triosen in Methylglyoxal umgewandelt (Abb. 1.5) [92,94]. Wei-
terhin entstehen Methylglyoxal und andere elektrophile 2-Oxoaldehyde wie Glyoxal beim
Ketonkorpermetabolismus, beim Abbau von Threonin, bei der Lipidperoxidation und bei
der Fragmentierung glykierter Proteine [93]. 2-Oxoaldehyde sind bereits in niedrigen Kon-
zentration hochreaktiv und modifizieren unter anderem den Guanylrest in DNA und RNA.
Dadurch kommt es zu Mutationen im Erbgut oder sogar bis zum Auslosen der Apoptose.
2-Oxoaldehyde reagieren ebenfalls mit Cystein-, Lysin- und Arginin-Seitenketten in Protei-
nen (Abb. 1.5). Diese modifizierten Proteine fiihrten z.B. in Monozyten und Makrophagen
zur rezeptorvermittelten Endozytose und zum lysosomalen Proteinabbau [94,95].

Die Umwandlung von Methylglyoxal (MGO) iiber das Zwischenprodukt S-D-Lactoyl-
glutathion (SDL) in D-Lactat wird von zwei aufeinanderfolgenden Enzymen, Glyoxalase I
und II, und Glutathion als Coenzym bewaltigt (Abb. 1.5) [38,93,95]. Zum ersten Mal wurde



1 EINLEITUNG

o 0
p-. + o P-OH N /
H OJ‘;’_QH H* o o H3C N /N N
HO’I\rH B - ‘0/\/| ° /\g Hov L2
>99% N >99% 97 <, N N
0 OH HO Ho I

N
j f-elimination
O
MG K

i — + o 4€—N\/\/\R
0= CH, _ oz\n, 3 H,N H3C
OH (o]

proteins HN

GS;\FOH Glo1l GS__o0 Glo2 HO_ o

paain e SHb
: GSH 0™ CH, HO™ 1 iCH; HO" CH,

Glyoxalase system

Abbildung 1.5: Bildung, Reaktivitdt und Abbau von Methylglyoxal in infizierten Erythrozyten (aus
[V.3]). Weitere Details siehe Text. E: Erythrozyt, P: Parasit, GSH: Glutathion, Glo1: Glyoxalase I, Glo2:
Glyoxalase II.

die Umwandlung von Methylglyoxal in Lactat 1913 von Dakin & Dudley sowie von Neuberg
beschrieben [35,75], die davon ausgingen, dass diese Reaktion von einem einzelnen Enzym
durchgefiihrt wird. Erst 1951 konnte Racker zeigen, dass zwei unterschiedliche Enzyme an
der Umwandlung von Methylglyoxal beteiligt sind [79]. Inzwischen ist bekannt, dass das fiir
die Entgiftung so wichtige Glyoxalasesystem bis auf wenige Ausnahmen (z. B. Trypanosoma
brucei) in allen Organismen vorhanden ist [48,95]. Auch der Malariaparasit ist aufgrund
seiner hohen Glykolyserate stark auf das Glyoxalasesystem angewiesen, um das vermehrt
gebildete Methylglyoxal in harmloses D-Lactat umzuwandeln. Im Vergleich zu uninfizierten
Erythrozyten stieg in der ersten Hélfte des Vermehrungszyklus die Produktion von D-Lactat
um das 18-fache und wédhrend der zweiten Hilfte sogar um das 30-fache. Zudem stieg die
spezifische Aktivitit von Glyoxalase I bzw. Glyoxalase Il aus P, falciparum um das 2 - 3-fache
im Vergleich zu den Enzymen aus dem Erythrozyt. Die Inhibition dieses Systems (Abb. 1.5)
konnte sich somit als vielversprechendes therapeutisches Ziel fiir die Entwicklung neuer
Antimalaria-Wirkstoffe eignen [103].

In P, falciparum wurden drei Glyoxalasen identifiziert: eine Glyoxalase I [56] und eine
Glyoxalase II im Zytosol des Parasiten sowie eine weitere Glyoxalase II, die aufgrund ihrer

N-terminalen Signalsequenz vermutlich in den Apikoplasten transportiert wird [1].
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1.2.1 Glyoxalase |

Glyoxalase I (E.C. 4.4.1.5) ist eine glutathionabhédngige Isomerase. Methylglyoxal oder an-
dere 2-Oxoaldehyde reagieren spontan mit reduziertem Glutathion und bilden dabei ein
Hemithioacetal. Glyoxalase I katalysiert die Umwandlung beider diastereomeren Hemithio-
acetale zu einem Glutathionthioester (siehe Abb. 1.5) und beugt somit einer Anreicherung
von Methylglyoxal in der Zelle vor [38,94,96].

Struktur und Funktion der Glyoxalase |

Glyoxalase I (Glol) aus verschiedenen Organismen kann in zwei Untergruppen aufgeteilt
werden: kleinere homodimere Isoenzyme wie in Mensch [22] oder E. coli [51] und grof3ere
monomere Isoenzyme wie in P falciparum [56] oder Hefe [46] (Abb. 1.6 links). Die Kristall-
struktur humaner GloI (hGlol) zeigt, dass jedes Monomer aus zwei Doménen besteht, die
vermutlich das Ergebnis einer Genduplikation sind. Dabei interagiert die N-terminale Do-
maéne einer Untereinheit mit der C-terminalen Doméne der anderen Untereinheit und bildet

demzufolge zwei strukturell identische aktive Zentren (A und A’) [22]. Im Gegensatz dazu
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Abbildung 1.6: Struktur von Glol (aus [V.3]). Humane, homodimere Glol besitzt zwei strukturell
identische aktive Zentren, wihrend die monomere Glol aus P, falciparum tiber zwei verschiedene
aktive Zentren verfiigt. Beide aktiven Zentren weisen eine unterschiedliche Substrataffinitdt auf und
liegen in Abhéngigkeit von der Substratkonzentration in unterschiedlichen Konformationen vor.

weist das monomere Isoenzym aus P, falciparum zwei unterschiedliche aktive Zentren auf
(A und B) [38]. Mehrere Studien in Hefe und P, falciparum unterstiitzen dabei die Hypothese,
dass die grofSen monomeren Glol durch eine zweite Genduplikation und anschliefende
Fusion entstanden sind [46,56]. Gegenwadrtig liegt keine Kristallstruktur von P, falciparum
Glol (PfGlol) vor. Sequenzalignments und daraus entstandene molekulare Modelle deuten
jedoch darauf hin, dass sich die Struktur dieser monomeren Glyoxalase erheblich von den
bekannten Strukturen homodimerer Glyoxalasen unterscheidet. So fehlen z. B. bei PfGlolI die

entsprechenden ersten 24 Aminosdurereste der humanen Glol [1]. Zudem besitzt PfGlol auf-
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grund seiner monomeren Struktur eine Linkersequenz zwischen den beiden Untereinheiten,
die im homodimeren Enzym nicht vorkommt.

Die Besonderheit der monomeren PfGlol besteht in der allosterischen Kopplung ihrer
zwei unterschiedlichen aktiven Zentren [38]. Obwohl die Wechselzahl (k.a¢) beider aktiven
Zentren bei gesdttigter Substratkonzentration sehr dhnlich ist, weist das aktive Zentrum A
eine hohe Substrataffinidt und das aktive Zentrum B eine niedrige Substrataffinitit auf. Au-
Berdem agieren beide aktive Zentren nicht unabhéngig voneinander, da die Substratbindung
an ein aktives Zentrum auch die Konformation des anderen Zentrums beeinflusst (allosteri-
scher Effekt). Aufgrunddessen liegt das Enzym bei niedrigen Substratkonzentrationen in
einer hochaffinen Konformation vor und wechselt bei einem Anstieg der Substratkonzen-

tration in eine hochaktive Konformation (Abb. 1.6 rechts). Ein méglicher physiologischer
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Abbildung 1.7: Mogliche Funktionen der unterschiedlichen Konformationen von PfGlol (aus [V.3]).

Vorteil monomerer Glol ist ein breiteres Substratspektrum (Abb. 1.7 a). Wahrend ein aktives
Zentrum seine urspriingliche Funktion beibehilt, kann sich das andere Zentrum an neue
Substratbedingungen anpassen. Auflerdem konnte ein Substrat(analogon) oder ein regu-
latorisches Molekiil an das zweite Zentrum binden und dadurch die Aktivitdt des Enzyms
beeinflussen (Abb. 1.7 b). Andererseits konnte eine der beiden Konformationen eine Interak-
tion mit einem weiteren Protein veranlassen und somit die Signaltransduktion beeinflussen
(Abb. 1.7 ¢). Dariiberhinaus konnte die allosterische Kopplung eine Anpassung an die ver-
schiedenen Umweltbedingungen wéhrend des Lebenszyklus von P, falciparum erlauben
(Abb. 1.7 d). Stadien, z.B. im Moskito, die geringen 2-Oxoaldehydkonzentrationen ausge-
setzt sind, benotigen eine hohe Affinitét fiir ein effektives Arbeiten des Enzyms. Dagegen
profitieren Stadien mit hoheren 2-Oxoaldehydkonzentrationen, z.B. im Erythrozyt, von der

gesteigerten Enzymaktivitat [38].
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Katalysemechanismus der Glyoxalase |

Glyoxalase I gehort der Superfamilie der VOC (vicinal oxygen chelate) Metalloenzyme an.
Gemeinsames Merkmal dieser Familie ist, dass sie gepaarte Bof33[3-Motive aufweisen, die
fiir die Metallkoordination zustindig sind [7]. Im Falle der homodimeren hGloI wird Zn?*
im aktiven Zentrum von den Aminosduren GIn33 und Glu99 der N-terminalen Doméne
der ersten Untereinheit und von den Aminosduren His126’ und Glul72’ der C-terminalen
Domine der zweiten Untereinheit koordiniert [22]. Analog dazu erfolgt die Zn?*-Bindung in
der monomeren PfGlol in den beiden Zentren durch die Aminosduren GIn18, Glu91, His299
und Glu345 bzw. GIn182, Glu 272, His115 und Glul61 [56]. Das Metallion ist an der Sub-
stratbindung beteiligt und stabilisiert den Endiol-Ubergangszustand. Die Substratbindung
wird zusitzlich durch die Wechselwirkung weiterer Aminosduren mit dem Glutathionrest
erleichtert. Dabei interagieren bei hGlol Arg37 und Argl22 mit der Carboxygruppe des
v-Glutamat [22] (Arg22/Arg295 bzw. Arg186/Argl11 in PfGlol [38]). AuBerdem besitzt hGlol
eine flexible Schleife, die nach Substratbindung das aktive Zentrum verschlief$t [23]. Diese
Ergebnisse stiitzen die allgemeine Auffassung, dass der katalytische Reaktionsmechanis-
mus iiber geschiitzten Protonentransfer von C-1 zu C-2 und ein Endiol-Intermediat ablduft.
Basierend auf den Kristallstrukturen der humanen Glol [22,23], wurde ein theoretisches
Modell des Katalysemechansimus aufgestellt (Abb. 1.8): Wie bereits erwidhnt, kann Glol

beide diastereomere S- und R-Hemithioacetale umwandeln, dabei entsteht aber nur ein
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Abbildung 1.8: Katalysemechanismus hGloI (modifiziert aus [54]).
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stereoisomerer R-Thioester. Zwei unabhingige theoretische Studien [54,82] kamen zu dem
Schluss, dass beim S-Diastereomer Glu172 und beim R-Diastereomer Glu99 fiir die Deproto-
nierung von C-1 zustidndig sind. In beiden Fillen entsteht dasselbe cis-Endiol-Intermediat.
Der anschlielende Protonentransfer auf C-2 wird von Glu172 durchgefiihrt und resultiert in

der Bildung des Thioesters R-S-2-Hydroxyacylglutathion .

1.2.2 Glyoxalase Il

Glyoxalase II (EC 3.2.1.6) ist eine Thioesterase. Sie katalysiert die Hydrolyse von S-2-Hydroxy-
acylglutathionen wie S-D-Lactoylglutathion zu den entsprechenden 2-Hydroxycarbonsduren
wie D-Lactat (siehe Abb. 1.5). Gleichzeitig wird Glutathion, das wihrend der Glyoxalase I
Reaktion verbraucht wurde, wieder freigesetzt und somit regeneriert [1,95]. Glyoxalase II
weist eine breite Substratspezifitdt fiir Glutathionthioester auf, zeigt dabei aber eine hohe
Spezifitat fiir den Glutathionanteil, wohingegen die Hydroxygruppe am C2-Atom eine unter-
geordnete Rolle spielt. Andere Thioester oder Carbonsdureester konnen hingegen von der
Glyoxalase II nicht gespalten werden [93,102].

Glyoxalase II findet man vorwiegend im Zytosol der Zelle, jedoch gibt es auch Berichte
iiber Gloll in anderen Organellen wie Mitochondrien [17,28,68,93]. Bislang ist die genaue
Funktion dieser zusitzlichen Isoenzyme unklar. In P, falciparum wurden ebenfalls zwei
Isoenzyme gefunden: das erste befindet sich im Zytosol (PfcGloll), wihrend das zweite

Isoenzym eine mdgliche Signalsequenz fiir den Apikoplasten tragt (PftGloll) [1].

Struktur der Glyoxalase Il

Glyoxalase II (GlolI) ist Mitglied der Superfamilie der Metallohydrolasen, die eine (3-Lacta-
mase-Faltung aufweisen. Dieses Faltungsmotiv besteht aus einem vierlagigen [3-Sandwich
und befindet sich in der N-terminalen Doméne von Gloll. Die C-terminale Doméne hinge-
gen ist fiir GlolI einzigartig und besteht aus fiinf «-Helices [24]. Ein weiteres gemeinsames
Merkmal ist das hochkonservierte Zinkbindungsmotif THXHXD [70], das auch bei den
Glyoxalasen Il aus P, falciparum gefunden wurde [1]. Die Kristallstruktur der humanen GlolI
(hGloll) [24] zeigte, dass die beiden Zinkbindestellen am Rand des 3-Sandwich angeord-
net sind und das erste Zinkion von den Aminosduren His54, His56 sowie His110 und das
zweite Zinkion von Asp58, His59 sowie His173 koordiniert wird. Zusétzlich interagiert ein
Wassermolekiil mit den beiden Zinkionen. Neben diesem katalytischen Zentrum gab es
noch die Substratbindungsstelle, die vorwiegend aus Aminosduren in der C-terminalen
Domaine gebildet wird. Der Glutathionanteil wurde dabei iiber seinen Glycin- und Cystein-

rest fest an das Enzym gebunden, wahrend das y-Glutamat keine spezifische Interaktion

11
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mit dem Protein aufwies [24]. Bereits eine frithere Studie lie§ darauf schliel3en, dass das
v-Glutamat nicht fiir die Bindung bendétigt wiirde [2]. In unmittelbarer Ndhe zum Glycin-
und Cysteinrest befanden sich drei basische Aminosduren (Arg249, Lys252 und Lys143) und
zwei aromatische Aminosduren (Tyr145 und Tyr175) [24]. Fiir die Aminosdure Tyr175 wurde
bereits gezeigt, dass diese ausschlieflich fiir die Substratbindung zustidndig ist und nicht,

wie zuvor vermutet, zusdtzlich an der Hydrolyse beteiligt ist [83].

Katalysemechanismus der Glyoxalase Il
Der erste Katalysemechanismus, der fiir GlolI postuliert wurde, involvierte einen nukleo-

philen Angriff der Imidazolgruppe eines Histidins auf das C1-Atom des Thioesters [10]. Erst
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Abbildung 1.9: Katalysemechanismus hGlolI (aus [24]).

mit Erscheinen der Kristallstruktur von hGlolI [24] wurde die Theorie aufgestellt, dass der
nukleophile Angriff durch ein Zn?*-aktiviertes Hydroxidion ausgefiihrt wird. Die Interaktion
des Wassermolekiils mit den beiden Zinkionen senkt vermutlich den pK, soweit, das ein
Hydroxidion ausgebildet wird. Dieses greift das C1-Atom an und dabei bildet sich ein negativ
geladenes, tetraedrisches Intermediat. Da keine Aminosduren in der Ndhe sind, um diesen
Ubergangszustand zu stabilisieren, iibernimmt diese Aufgabe wahrscheinlich das erste
Zinkion, indem es beide Sauerstoffatome koordiniert. Um die Reaktion zu vervollstdndi-
gen, muss die Thioesterbindung gel6st und das Glutathion protoniert werden. Dabei ist es
moglich, dass das Glutathion bis zur Protonierung vom zweiten Zinkion stabilisiert wird
(Abb. 1.9) [24].
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Vergleich der aktiven Zentren der humanen Gloll und der PfGloll Isoenzyme

Anhand der Kristallstruktur von hGloIl und Sequenzvergleich wurden Strukturmodelle der
PfGloll Isoenzyme angefertigt (Abb. 1.10). Dabei konnte gezeigt werden, dass die Amino-
sduren, die fiir die Koordination der Zinkionen zustidndig sind, hochkonserviert sind und

die Zinkbindestellen eine hohe strukturelle Ahnlichkeit aufweisen. Jedoch scheinen sich

Abbildung 1.10: Aktives Zentrum von GlolI (aus [1]). A: humane GlolI B: PftGlolI C: PfcGloll

die Aminosduren, die fiir die Bindung des Glutathionanteils verantwortlich sind, bei den
drei GlolI-Enzymen zu unterscheiden. Im Vergleich zu hGlolI und PfcGloll ist bei PftGlolI
vermutlich ein Aspartat- und Glutaminrest an der Substratbindung beteiligt. Weiterhin ist
bei PfcGloll an Position 154 der Lysinrest durch einen Argininrest ersetzt worden (Position
143 bei hGloll) [1]. In Arabidopsis thaliana fiihrte der Austausch dieses Lysinrestes zu Alanin
zu einem Aktivititsverlust von 55% [115], wihrend PfcGloll eine vier- bis sechsfach hohere
katalytische Effizienz als PftGlolI oder hGlolI aufweist [1].

1.3 Inhibition des Glyoxalasesystems

Die toxische Wirkung von Methylglyoxal fiihrte schon friih zu der vielversprechenden Idee,
dass die Inhibition des Glyoxalase-Systems einen geeigneten therapeutischen Ansatz zur
Behandlung von Krebs oder Malaria darstellen konnte. Aufgrund des anti-proliferativen
Effekts von Methylglyoxal auf Tumorzellen schlugen Vince und Wadd bereits 1969 vor, dass
sich Inhibitoren der Glyoxalase I fiir die Therapie von Krebs eigenen kénnten [106]. Die
Entdeckung, dass mit P falciparum infizierte Erythrozyten vermehrt D-Lactat produzierten
und Parasitenextrakt eine erhohte spezifische Aktivitdt beider Glyoxalasen aufwies, fiihrte
zu der Hypothese, dass die Inhibition des Glyoxalase-Systems auch einen Einfluss auf das

Wachstum von Parasiten nehmen konnte [103].
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1.3.1 Inhibition der Glyoxalase |

Die ersten Inhibitoren, die von Vince ef al. entwickelt und getestet wurden, waren verschie-
dene S-Alkyl- und S-Arylglutathionderivate. Die hochste Wirksamkeit gegen Glol (aus Hefe)
zeigte dabei S-p-Bromobenzylglutathion [105,106]. Der Nachteil von S-p-Bromobenzyl-
glutathion besteht allerdings darin, dass dieses wie Glutathion und viele seiner Derivate
nur schwer die Plasmamembran durchdringt und zudem von y-Glutamyltranspeptidase
gespalten und inaktiviert wird. Anderson et al. [6] untersuchten den Monoethylester von
Glutathion und konnten zeigen, dass dieser Glutathionester resistent gegen die Spaltung
von y-Glutamyltranspeptidase ist, die Plasmamembran leichter passiert und im Zytosol
rasch in Glutathion umgewandelt wurde. Deswegen wurde ein Diethylester von S-p-Bromo-
benzylglutathion erstellt. Dieser hemmte nun das Wachstum von HL-60 Tumorzellen [65]
und auch von P, falciparum [97](Tab. 1.2).

Weitere Glutathionderivate, die sich als erfolgversprechende Inhibitoren erwiesen haben,
sind S-(N-Aryl- N-hydroxycarbamoyl)glutathionderivate, die das Endiol-Intermediat nach-
ahmen. Ein Vorteil dieser Gruppe ist, dass sie strukturelle Analoga zum S-2-Hydroxyacyl-
glutathion sind, dem Substrat der Gloll, und somit beide Enzyme inhibieren kénnen. Der
effektivste Inhibitor war dabei das S-N-Hydroxy- N-(bromophenyl)carbamoylglutathion [74].
Diethylester der S-(IN-Aryl-N-hydroxycarbamoyl)glutathionderivate zeigten zudem eine
zytostatische und zytotoxische Wirkung auf L1210 und B16 Tumorzellen [59]. Diese Klasse
von Inhibitoren (S- N-Hydroxy-N-(phenyl)carbamoylglutathion, S- N-Hydroxy-N-(chloro-
phenyl)carbamoylglutathion und S-N-Hydroxy-N-(bromophenyl)carbamoylglutathion)
wurde ebenfalls an rekombinanter PfGlol und in Zellkultur getestet [1] (Werte siehe Tab. 1.2).

Wie bereits erwdhnt, liegt der Nachteil aller Glutathionderivate darin, dass sie aufgrund
des Glutathionanteils anfillig fiir eine Spaltung durch y-Glutamyltranspeptidasen sind.
Um diese Inaktivierung zu verhindern, wurden diese Wirkstoffe weiterentwickelt und die
labile y-Glutamylpeptidbindung durch ein robustes Harnstoffisoster ersetzt [104]. Die-
se Modifikation schiitzt sowohl S-Arylglutathionderivate als auch S-(N-Aryl-N-hydroxy-
carbamoyl)glutathionderivate vor der Spaltung, verdndert aber nicht die inhibitorische
Effizienz [72,104]. Weitere chemische Modifikationen fiihrten kiirzlich zu der Entdeckung
der ersten Inhibitoren mit einer starken Bindung im niedrigen nanomolaren Bereich [73].

Eine interessante Alternative zu Glutathionderivaten sind Wirkstoffe, die ebenfalls den En-
dioliibergangszustand nachahmen, aber keine Derivate des Glutathions sind und dadurch
resistent gegen die Spaltung durch y-Glutamyltranspeptidasen sind. Die ersten Substanzen
dieser Art, die getestet wurden, waren Naphtoquinone sowie Cumarine (an hGlol) und Fla-

vone sowie Tropolone (an Glol aus Hefe). Diese Sustanzen hemmten Glol im mittleren und
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P. falciparum andere Organismen

Inhibitor K; (uM) 1Cs0 (uM) Ki (uM) IC50 (uM)
S-p-Bromobenzylglutathion 20!l 51971 0.08 - 0.27 58] 8 651 (HL60)
S-N-Hydroxy- N-bromo- 0.06 ! - 0.014 174 309 (L1210)
phenylcarbamoylglutathion

S-N-Hydroxy- N-chloro- 0.111M 30! 0.046 174 759 (L1210)
phenylcarbamoylglutathion

Curcumin ? 581 /25 134 5 [86] 8 861 (LPS-BC)
Methylgerfelin ? ? 0.23 (60 3601 (MBMM)

Tabelle 1.2: IC59 und Kj-Werte verschiedener GloI-Inhibitoren. Die IC5¢-Werte der Glutathionde-
rivate wurden mit den jeweiligen Diethylestern bestimmt. HL60: human promyelocytic leukemia
cells, L1210: mouse lymphocytic leukemia cells, LPS-BC: lipopolysaccharide-stimulated blood cells,
MBMM: mouse bone marrow-derived macrophages.

niedrigen mikromolaren Bereich [19,40]. Tropolon-Derivate wurden auch in P, falciparum
Zellkultur getestet und zeigten dabei teilweise eine Wirkung im niedrigen mikromolaren
Bereich [12]. Flavone und andere Polyphenole wie Curcumin (aus der Pflanze Curcuma
longa) wurden spéter auf ihre Wirkung auf hGlolI sowie auf verschiedene Tumorzelllinien
untersucht. Dabei stellte sich heraus, dass Curcumin hGlol inhibiert und in vivo die Kon-
zentration von Methylglyoxal erhoht, wahrend die Konzentrationen von Glutathion und
ATP sinken. Infolge dieser Konzentrationsdnderungen kam es zum programmierten Zell-
tod [86]. Curcumin inhibierte ebenfalls das Wachstum von P, falciparum, jedoch wurde
dieser Effekt nicht dem Glyoxalase-System zugeordnet [34,81] (Tab. 1.2). Ein weitere aus-
sichtsreiche Substanz ist Methylgerfelin, ein Derivat des Gerfelins aus dem Pilz Beauveria
felina, das als Inhibitor der Osteoklastogenese entdeckt wurde. Diese Wirkung scheint iiber
die kompetitive Inhibition der Glol vermittelt zu werden [60] (Tab. 1.2).

1.3.2 Inhibition der Glyoxalase Il

In Saccharomyces cerevisiae wurde gezeigt, dass auch GlolI (im Cytosol und in den Mitochon-
drien) benétigt wird, um einen optimalen Schutz vor toxischem Methylglyoxal zu erreichen.
Nach der Zugabe von exogenem Methylglyoxal zu GlolI-defizienten Hefestimmen kam es
zu einem erheblichen Verlangsamung des Wachstums [17].

Auch bei Gloll waren die ersten getesteten Inhibitoren S-Alkyl- und S-Arylglutathion-
derivate. S-Alkylglutathionderivate wie S-Methyl- oder S-Hexlyglutathion zeigten keine
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hemmende Wirkung auf GlolI [102]. Auch die meisten S-Arylglutathionderivate, teilweise
mit Modifikation an der Aminogruppe des Glutamats, wirkten nicht sehr effektiv. S-p-Bromo-
benzylglutathion inhibierte Gloll im hohen mikromolaren Bereich, wiahrend S-Benzoxy-
carbonylglutathion einen Kj im niedrigen mikromolaren Bereich aufwies [2] (Tab. 1.3). Auf
P, falciparum Zellkultur zeigte letztere Substanz kaum Wirkung [12], jedoch kénnte der
Grund dafiir an der labilen y-Glutamylpeptidbindung und/oder der fehlenden Veresterung
liegen. Am besten eignete sich von den S-Arylglutathionderivaten N,S-di-benzoxycarbonyl-

Inhibitor K; (uM)
S-p-Bromobenzylglutathion 658 [2!
S-Benzoxycarbonylglutathion 13 1
N, S-di-benzoxycarbonylglutathion 6.3 @
S-Nitrobenzoxycarbonylglutathion 1.2 4

N, S-bisfluorenylmethoxycarbonylglutathion 0.75 176!

Tabelle 1.3: K;-Werte verschiedener GlolII-Inhibitoren.

glutathion [2] oder S-Nitrobenzoxycarbonylglutathion [4] zur Inhibition von GlolI (Tab. 1.3).
Obwohl diese Substanzen hauptsédchlich als Inhibitoren von GlolI angesehen wurden, konn-
te auch eine dhnliche, teilweise sogar bessere Wirkung gegen GloI nachgewiesen werden [3,4].
Der stédrkste Inhibitor bisher ist N,S-bisfluorenylmethoxycarbonylglutathion (Tab. 1.3). Die-
ser Inhibitor wurde auch als Diester auf C-51 (rat chloroleukaemia) Zellen getestet und
zeigte je nach verwendetem Ester eine IC59-Konzentration von 3 bis 100 uM [76].

S-(N-Aryl- N-hydroxycarbamoyl)glutathionderivate wurden entwickelt, um sowohl Glol
als auch Gloll zu inhibieren. Diese Substanzen wirkten als kompetitive Inhibitoren der GloII
und erreichten Kj-Werte zwischen 1.2 und 11 uM [74]. Bei Messungen mit den Isoenzymen
aus P, falciparum ergab sich ein dhnliches Bild; PfcGloll wurde mit einem Kj im Bereich von
0.5und 6 uM und PftGloll im Bereich von 20 und 185 uM gehemmt [1].

1.4 Zielsetzung dieser Arbeit

Ziel dieser Arbeit war es, die Glyoxalasen aus dem Malariaerreger Plasmodium falciparum

ndher zu charakterisieren. Dabei teilte sich dieses Projekt in mehrere Fragestellungen auf:
(1) Wo sind die einzelnen Enzyme des Glyoxalasesystems von P, falciparum lokalisiert?

Neben der Glyoxalase I wurden zwei Isoenzyme der Glyoxalase II identifiziert. Das erste

Isoenzym wurde zusammen mit Glyoxalase I im Zytosol vermutet, wihrend dem zweiten
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Isoenzym eine mogliche N-terminale Signalsequenz fiir den Transport in den Apikoplasten
zugeordnet wurde. Ein Teil dieser Arbeit befasste sich deshalb mit der Bestimmung der
subzelluldren Lokalisation von GFP-Fusionsproteinen der Glyoxalasen aus P, falciparum.

(2) Welche Proteinstruktur haben die einzelnen Glyoxalasen von P, falciparum? Bislang ist
keine Kristallstruktur der Glyoxalasen von P, falciparum publiziert worden. Besonders die
Struktur der monomeren PfGlol im Vergleich zur homodimeren hGlol ist dabei von Interesse,
da ein Sequenzalignment auf signifikante strukturelle Unterschiede deutet. Die Ermittlung
der optimalen Kristallisationsbedingungen fiir PfGloI und PfcGlolI stellte einen weiteren
Teil dieser Arbeit dar. AuBerdem war unklar, ob GloI mit Gloll interagiert und dadurch
die Umwandlung von toxischem Methylglyoxal erleichtert. Ein weiteres Ziel war somit die
Untersuchung moglicher Protein-Protein-Interaktionen mittels verschiedener Methoden,
unter anderem durch Pull-Down-Experimente oder chemische Proteinquervernetzung.

(3) Wie lauft die Katalyse von cGloll im Detail ab? Welche Aminosdurereste sind an
der Bindung des Glutathionanteils beteiligt und welchen Einfluss hat die Bindung auf die
Katalyse? Was ist die genaue Funktion von Argl154 in PfcGlollI? Ist der Austausch von Lysin
zu Arginin in PfcGloll fiir die vier- bis sechsfach hohere katalytische Effizienz im Vergleich
zu PftGloll oder humane Gloll verantwortlich? Zur Beantwortung dieser Fragen wurden
rekombinante PfcGloll WT und verschiedene Mutanten fiir eine detaillierte Analyse des
Katalysemechanismus enzymkinetisch charakterisiert.

(4) Eignet sich das Glyoxalasesystem aus P, falciparum als Ziel fiir die Entwicklung von
Wirkstoffen gegen Malaria? In letzter Zeit wurden neue, duf3erst wirksame Inhibitoren der
Glol identifiziert. Da PfGlol zwei unterschiedliche aktive Zentren aufweist, war es von
besonderem Interesse, ob diese neuen Inhibitoren an eines oder an beide Zentren binden
konnen und welche Auswirkungen die allosterische Kopplung auf die Inhibition haben
konnte. In einem Teil der Arbeit wurde deshalb die Wirkung dieser neuen Inhibitoren auf
P, falciparum in Zellkultur sowie auf rekombinante PfGlol untersucht. Zudem wurde mit
den Vorarbeiten fiir Knock-Out Studien an P, falciparum begonnen. Hierfiir wurden die

entsprechenden Konstrukte kloniert.
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2 Material und Methoden

2.1 Materialien und Gerate

2.1.1 Gerate

Geriit Geritebezeichnung, Firma
Autoklav Varioclav® 400E, H + P Labortechnik
Geldokumentation E.A.S.Y 440K + UV-Transilluminator UVT-28L, Herolab
Blotapparaturen PerfectBlue Semi-Dry Elektroblotter, Peqlab

Mini Trans-Blot® Electrophoretic Transfer Cell, Bio-Rad
Brutschrédnke Infors AG

Chromatographiesystem
CD-Spektropolarimeter
Elektroporationssystem
Entwicklermaschine
Feinwaagen

Gelkammern

ICP-AES-Spektrometer
Inkubatoren
Inkubator Kristallisation
Kolbenhubpipetten
Magnetriihrer
Multikanalpipetten
Mikroskop
Quantifizierung
Pipettierhilfe
pH-Meter
Peristaltische Pumpe
Reinstwasseranlage
Rotator

Schiittler
Spannungsversorgung

Heraeus, Thermo Scientific

Akta Explorer, GE Healthcare

Jasco J-810 Spektropolarimeter

Gene Pulser, Bio-Rad

Curix 60®, Agfa-Gevaert

Sartorius

Pe-R.Tec Peter Reiser Werkstatt

Mini-PROTEAN Tetra Electrophoresis Cell, Bio-Rad

Varian Vista RL CCD-Simultan AES-ICP Spektrometer und Software ICP expert
Mytron

RUMED

PIPETMAN® P, Gilson

MR-Hei Standard, Heidolph Instruments

Research Pro, Eppendorf

Axiostar Plus, Carl Zeiss

Image Scanner und Software Image Master 1D, Amersham Biosciences
Accu-jet® pro, Brand

Basic meter PB-11, pH-Glasmembranelektrode PY-P10, Sartorius
P-1, GE Healthcare

PureLab Plus, ELGA Labwater

PTR-30, Grant-bio

Duomax 1030, Heidolph Instruments

Power Supply EPS 601, GE Healthcare
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Gerit

Geritebezeichnung, Firma

SPR-Photometer
Sterilbanke

Thermostate
Thermozykler

Tischzentrifuge
Ultraschallgerat

UV/Vis-Photometer

Vortex-Schiittler
Wasserbad
Zentrifugen

Biacore X und Biacore X control software, GE Healthcare
Bakterienzellkultur: gelaire® BSB 3A, Plasmodien-Zellkultur: gelaire® BSB 6,
Flow Laboratories

Thermomixer comfort, Eppendorf

MBT 250, Kleinfeld Labortechnik

Mastercycler gradient, Eppendorf

5417R, Eppendorf

Sonoplus HD 2070, BANDELIN electronic

V-650 Spektrophotometer und Spectra Manager, JASCO
Heidolph Instruments

Julabo 7A, JULABO Labortechnik

Beckman Coulter Instruments

2.1.2 Chemikalien und Verbrauchsmaterialien

Firma Chemikalien (p.A.) und Verbrauchsmaterialien

Applichem Ampicillin, Methanol, Imidazol

BD Kanamycin, Hefeextrakt, Trypton

Bio-Rad anti-mouse HRP Konjugat, APS, Bradfordreagenz, Poly-Prep Chromatography
Columns

Carl Roth Agar, Ethidiumbromid, LB & LB-Agar (Luria/Miller) komplett, Tris

c.c.pro Gentamycin, Hypoxanthin

Corning 48-Well Zellkulturplatte

DAKO anti-rabbit-Cy3

Fermentas dNTPs, MW protein marker unstained, Pfu DNA Polymerase

Fischer-Sehner
GE Healthcare
Gerbu

Gibco

Greiner
Hellma
Invitrogen
Metabion

New England Biolabs

Novagen
Qiagen
Peske
Pierce
Roche

WB Filme Fuji Super RX (13x18)

IgG-Sepharose 6 Fast Flow, HMW und LMW Gelfiltrationsstandard

MOPS

Kanamycin, RPMI 1640

96 well CrystalQuick, R6hrchen (15 und 50 ml), Zellkulturschalen (94 x 16 mm)
Quarzglaskiivetten

Albumax II, Hoechst 33258

Primer

100 bp und 1 kb DNA-Leiter, Crimson-Taq-, Phusion- und Taq-Polymerase,
Restriktionsenzyme, Shuffle T7, T4 DNA Ligase

E. coliBL21 (DE3), E. coli NovaBlue

NeXtal Suites, Penta-His Antikorper, E. coli XL1-Blue, Ni-NTA-Agarose
Kryoréhrchen

DSG, DSS (Lagerung im Exsikkator bei 4°C)

DNase I, Proteinase K
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Firma Chemikalien (p.A.) und Verbrauchsmaterialien
Sarstedt ReaktionsgefdRe, Serologische Pipetten, Halbmikrokiivetten, Petrischalen
Serva Acrylamid/Bisacrylamid 37,5:1 30%(w/v), Agarose, BSA Fraktion V, IPTG,

Lysozym, Ponceau S, SDS, TEMED

[3-Mercaptoethanol, Bromphenolblau, Curcumin, Ethanol (absolut), Glut-
araldehyd, Glycerin, GSH, Luminol, MES, Methylglyoxal, RbCl, RNase A,
p-Cumarinséure, S-Hexylglutathion, S-Hexylglutathion-Agarose, S-D-

Sigma-Aldrich

Lactoylglutathion, Tween-20

Steinbrenner Pipettenspitzen

Alle tibrigen Chemikalien wurden in analysenreiner Qualitidt von der Firma Merck bezo-

gen. Ethanol, Isopropanol und Methanol wurden von der Chemikalienausgabe der LMU

Miinchen bezogen.

2.1.3 Bakterienstamme

Folgende E. coli Stamme wurden zur Klonierung oder Proteinexpression verwendet:

Name Beschreibung

NovaBlue endAl hsdR17 (rx12” mxy2") supE44 thi-1 recAl gyrA96 relAl lac F'[proA* B*
laclZAM15::Tn10] (Tet®)

XL1-Blue recAl endAl hsdR17 supE44 thi-1 recAl gyrA96 relAl lac [F’ proAB lacl?ZAM15 Tn10] (Tet®)

Shuffle T7 F’ lac, pro, lacI? / A (ara-leu) 7697 araD139 fhuA2 lacZ::T7 genel A (phoA)Pvull phoR ahpC*
galE (or U) galK Aatt::;pNEB3-r1-cDsbC (SpecR, lacI?) AtrxB rpsL150(Str®) Agor A(malF)3
BL21 (DE3) F ompT hsdSg(r' g m”p) gal dcm (DE3)

2.1.4 Primer

Folgende Primer wurden zur Klonierung oder ortsgerichteten Mutagenese verwendet:

Name und Schnittstelle Sequenz
ProtA-His-s 5’-GGATCCGAATTCGAGCTCGACGTCGACAAGCTTGC-3’
ProtA-His-as 5’-GCAAGCTTGTCGACGTCGAGCTCGAATTCGGATCC-3’

pET28-ProtA-Ncol-s
pET28-ProtA-BamHI-as

5’-CATGCCATGGTGGACAACAAATTCAAC-3’
5’-CTAGGGATCCGGTTGACTTCCCCG-3’

pet28-PfGloI-s-Ncol
pet28-PfGloI-as-Xhol
PfGloI-110-277-Ncol-s
PfGloI-110-277-Xhol-s
PfGloI-111-277-BamHI-s
PfGloI-111-277-HindIII-as
PfGloI-3-s-KO-Ncol
PfGloI-3-as-KO-AvrIl

5’-CATGCCATGGCACAAGAAATATCAAATTTAGTAAAG-3’
5’-CCCGCTCGAGTTTTGCAATAAATGAAGTGTCCC-3’
5’-CATGCCATGGATAGAGGATTTGGACATATTGC-3’
5’-CCCGCTCGAGATGATTGTGTGTTAATTCTAGAACG-3’
5’-CGCGGATCCAGAGGATTTGGACATATTGCATTTAATTG-3’
5’-CCCCAAGCTTCTAATGATTGTGTGTTAATTCTAGAACGGG-3’
5’-GACTCCATGGCGTTCTAGAATTAACACACAATCATGGTAC-3’
5-GACTCCTAGGTTATTTTGCAATAAATGAAGTGTCCCGTTG-3’
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Name und Schnittstelle

Sequenz

PfGloI-5-s-KO-Spel
PfGloI-5-as-KO-BamHI
PfGloI-GFP-s-BamHI
PfGloI-GFP-as-AvrlIl + Linker

5’-GACTACTAGTATTGCACAAGAAATATCAAATTTAGTAAAGAAG-3’
5-GACTGGATCCGACTATTATGATTATATGTAAGTTCCAAGC-3’
5’-GACTGGATCCATGGCACAAGAAATATCAAATTTAGTAAAG-3’
5’-GACTCCTAGGacctgctgcTTTTGCAATAAATGAAGTGTCCCGTTG-3’

PfcGlolI-3-s-KO-EcoRI
PfcGlolI-3-as-Avrll
PfcGlolI-5-s-KO-Spel
PfcGlolI-5-as-KO-BamHI
PfcGloII-GFP-s-BamHI
PfcGlolII-GFP-as-Avrll + Linker
PfcGloIl R154K s

PfcGloll R154K as
PfcGloII R154M s
PfcGlolIl R154M as
PfcGloII R257D s
PfcGlolI R257D as
PfcGloll K260Q s

PfcGloII K260Q as
PfcGloII R257Q/K260Q s
PfcGloII R257Q/K260Q as
PfcGloII D62N s

PfcGloII D62N as
PfcGloII H183Q s
PfcGloIl H183Q as

5’ -GACTGAATTCTGGGTGTGGAAGATTTTTTGAAGGAAGTGC-3’

5 -GACTCCTAGGTTAAAAATTATTTTTTAATTGTCTTAATTTATC-3’
5’-CGCAACTAGTATTAAGGTATTGTATTTATATAAATAAATG-3’

5’ -GACTGGATCCTACTTTATCTGGTTCTACTGGGTCTATAGAAGC-3’

5" -GACTGGATCCATGAAGCCATGCGCACAAGTACTTGTAGTGC-3’
5’-GACTCCTAGGacctgctgcAAAATTATTTTTTAATTGTCTTAATTTATC-3’

5 -GTTTATAGCTGGGTGTGGAAAATTTTTTGAAGGAAGTGC-3’
5’-GCACTTCCTTCAAAAAATTTTCCACACCCAGCTATAAAC-3’

5 -GTTTATAGCTGGGTGTGGAATGTTTTTTGAAGGAAGTGCAAAGG-3’

5 -CCTTTGCACTTCCTTCAAAAAACATTCCACACCCAGCTATAAAC-3’
5’-GAAATAAAAATATTAGATAAATTAGATCAATTAAAAAATAATTTTTAAGAGC-3’
5 -GCTCTTAAAAATTATTTTTTAATTGATCTAATTTATCTAATATTTTTATTTC-3’

5’-GATAAATTAAGACAATTACAAAATAATTTTTAAGAGCTCGG-3’
5-CCGAGCTCTTAAAAATTATTTTGTAATTGTCTTAATTTATC-3’
5’-GATAAATTACAACAATTACAAAATAATTTTTAAGAGCTCGG-3’
5-CCGAGCTCTTAAAAATTATTTTGTAATTGTTGTAATTTATC-3’
5’-GCACACATCATCATTATAATCATTCAGGTGGAAATATTCG-3’
5’-CGAATATTTCCACCTGAATGATTATAATGATGATGTGTGC-3’
5 -GGAAACATTAATATATTGCGGACAAGAGTATACCC-3’

5 -GGGTATACTCTTGTCCGCAATATATTAATGTTTCC-3’

PftGlolII-5-s-KO-Spel
PftGlolI-5-as-BamHI
PftGlolI-3-s-KO-EcoRI
PftGlolI-3-as-Avrll
PftGloII-GFP-s-BamHI
PftGlolI-GFP-as-Avrll + Linker

5’-GACTACTAGTATTAGATTTCTTAAAACATTATTTTCTTTAAATTGTC-3’

5’-GACTGGATCCATCAACAACAATACCTTCCTCTTTATCATC-3’
5 -GACTGAATTCGATAATTTAAAATTTGCTTTAACTGTTGATAG-3’
5’-GACTCCTAGGTTATGAGGCTTTAAAATTATCCTTCATTAATC-3’

5’-GACTGGATCCATGAGATTTCTTAAAACATTATTTTCTTTAAATTGTC-3’

5’-GACTCCTAGGacctgetgcTGAGGCTTTAAAATTATCCTTCATTAATCTTAATATG-3’

2.1.5 Plasmide und Konstrukte

Plasmid/Konstrukt Beschreibung Herkunft
pQE30 AmpR, N-terminaler MRGSHgGS(His)-Tag, T5-Promoter Qiagen
pET-28 KanR, N- und C-terminaler Hisg-Tag, T7-Tag, T7-Promoter Novagen
pET-28-ProtA Kan®, N-terminaler ProtA-Tag, T7-Promoter diese Arbeit
pET-28-ProtAy;s KanR, ProtA mit C-terminalem Hisg-Tag, T7-Promoter diese Arbeit
pQE30 GLOI PfGlol (BamHI/ HindIII), N-terminaler His-Tag [56]

pET-28 GLOI PfGlol (Ncol/ Xhol), C-terminaler His-Tag diese Arbeit
PQE30 GLOI11-277 PfGlol AS 111-277 (BamHI/ HindIIl), N-terminaler His-Tag diese Arbeit
pET-28 GLOI119-277 PfGloI AS 110-277 (Ncol/ Xhol), C-terminaler His-Tag diese Arbeit
pET-28-ProtA GLOI PfGlol (BamHI/ HindlIIl), N-terminaler ProtA-Tag diese Arbeit
pQE30 cGLOII PfcGloll (BamHI/Sacl), N-terminaler His-Tag [1]
pET-28-ProtA cGLOII PfcGloll (BamHI/ Sacl), N-terminaler ProtA-Tag diese Arbeit
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Plasmid/Konstrukt Beschreibung Herkunft
pQE30 tGLOII-N PftGloll A AS 1-56 (BamH]1/ HindIIl), N-terminaler His-Tag (1]
pET-28-ProtA tGLOII-N  PftGloll A AS 1-56 (BamHI/ HindIIl), N-terminaler ProtA-Tag diese Arbeit
PARL-1a hdhfr zur positiven Selektion, crt-Promoter 311"

pHH, hdhfr zur positiven Selektion, GFP, hsp86-Promoter 107"
pHTK hdhfr zur positiven Selektion, tk zur negativen Selektion [41]"

pARL GLOI-GFP Expression von PfGlol (Xhol), C-terminales GFP diese Arbeit
PARL cGLOII-GFP Expression von PfcGloll (Xhol), C-terminales GFP diese Arbeit
PARL tGLOII-GFP Expression von PftGloll (Xhol), C-terminales GFP diese Arbeit
pHH, GLOI-GFP Expression von PfGlol (BamHI1/Avrl) mit C-terminalem GFP diese Arbeit
pHH, cGLOII-GFP Expression von PfcGloll (BamHI/Avrl) mit C-terminalem GFP diese Arbeit
pHH; tGLOII-GFP Expression von PftGloll (BamHI/Avrl) mit C-terminalem GFP diese Arbeit
pHTK-Glol Einfiihrung eines PfGLOI knock-out diese Arbeit
pHTK-cGloll Einfiihrung eines PfcGLOII knock-out diese Arbeit
pHTK-tGloll Einfithrung eines PftGLOII knock-out diese Arbeit

" freundlicherweise von Prof. Alan Cowman zur Verfiigung gestellt.

2.2 Molekularbiologische Methoden

2.2.1 DNA-Praparation aus Escherichia coli

Die Isolierung von Plasmid-DNA aus E. coli erfolgte im kleinen Maf3stab (Miniprdparation)
mittels Alkalischer Lyse (nach Birnboim und Doly [15]). Dazu wurden 2 ml einer E. coli
Ubernachtkultur abzentrifugiert (16000 x g, 1 min) und das Pellet in 100 pl P1-Puffer resus-
pendiert. Nach Zugabe von 200 ul P2-Puffer wurde das Reaktionsgefal vorsichtig fiinfmal
invertiert und bis zur erfolgreichen Lyse der Bakterien bei RT inkubiert (maximal 5 min).
Danach wurde das Lysat mit 150 pul eiskaltem P3-Puffer versetzt, vorsichtig durch Invertieren
gemischt und der entstandene Niederschlag durch Zentrifugation (16000 x g, 10 min, 4 °C)
abgetrennt. Der klare Uberstand wurde in ein frisches ReaktionsgefiR iiberfiihrt und die
DNA mit Hilfe von 600 pl Isopropanol gefdllt. Nach erneuter Zentrifugation (16000 x g, 5 min,
4 °C) wurde das DNA-Pellet mit 600 pl eiskaltem 70 % (v/v) Ethanol (bei -20 °C gelagert) ge-
waschen, wie zuvor abzentrifugiert und unter Rotlicht vollstdndig getrocknet. AnschlieBend
wurde die DNA in 50 pl sterilem H,O044 gelost. Im groBen MaRstab (Maxiprdparation) wur-
de die Plasmid-DNA mit Hilfe des Promega PureYield" Plasmid Midiprep System nach
Angaben des Herstellers isoliert.
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P1-Puffer 50mM Tris, 10 mM EDTA, pH 8.0, 0.1 mg/ml RNase A (Lagerung 4 °C)
P2-Puffer 200 mM NaOH, 1% (w/v) SDS
P3-Puffer 3 M Kaliumacetat/HAc, pH 5.2 (Lagerung 4 °C)

2.2.2 Polymerasekettenreaktion und ortsgerichtete Mutagenese

Die Polymerasekettenreaktion (PCR) wurde fiir die Amplifikation spezifischer DNA-Frag-
mente oder die Einfiihrung von Punktmutationen (= ortsgerichtete Mutagenese) verwendet.
In ein Gesamtvolumen von 50 pl wurden DNA-Template, Primer, dNTPs, Puffer und Poly-
merase nach den Konzentrationsangaben des Herstellers zusammenpipettiert. Um uner-
wiinschte Effekte wie Fehlhybridisierung der Primer zu verhindern, wurde der PCR-Ansatz
bis zum Start der PCR auf Eis gehalten und erst in den Thermozykler gegeben, sobald die

Starttemperatur von 95 °C erreicht wurde. Die PCR wurde tiblicherweise nach folgendem

Schema durchgefiihrt:
Temperatur Zeit Zyklenzahl
95°C 2min
Denaturierung 95°C 30sec
Annealing primerbedingt 30 - 60 sec 20 - 25x
Elongation 68 °C polymerasebedingt
68°C 5min

Zur Bestimmung der optimalen Annealingtemperatur wurde mit dem Programm OligoCalc
(auf http://www.justbio.com) die Schmelztemperatur Ty, der verwendeten Primer ermittelt
und bei der ersten PCR wurden drei Ansdtze mit einer Annealingtemperatur von T, +5°C
getestet. Die Elongationsdauer der PCR berechnete sich nach der Linge des zu amplifizieren-
den Fragments und der verwendeten Polymerase. Bei Verwendung einer Polymerase ohne
proofreading-Aktivitdt wurden ca. 0.5 - 1 min/kb und bei Verwendung einer Polymerase mit
proofreading-Aktivitét ca. 1 - 2 min/kb kalkuliert (die genauen Werte wurden jeweils aus

den Angaben des Herstellers entnommen).

2.2.3 DNA-Gelelektrophorese

Zur Analyse und Aufreinigung wurden DNA-Fragmente durch horizontale Agarosegelelektro-
phorese in Abhéngigkeit ihrer Grol3e aufgetrennt. Je nach Fragmentgrofe wurden Gele einer
Konzentration von 1 - 2 % (w/v) Agarose in TAE-Puffer unter Zusatz von 1 pg/ml Ethidium-

bromid verwendet. Die Proben wurden mit 6x Ladepuffer versetzt und zusammen mit
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Groenstandards (1 kb DNA-Leiter oder 100 bp DNA Leiter) auf das Agarosegel aufgetragen.
Die Trennung wurde bei einer angelegten Feldstdrke von 5 - 10 V/cm (bezogen auf den Ab-
stand der Elektroden) durchgefiihrt. Der Nachweis der DNA-Banden im Agarosegel erfolgte
mittels UV-Detektion. Zur Aufreinigung priparativ verdauter DNA-Fragmente bzw. ampli-
fizierter DNA wurde diese aus dem Agarosegel ausgeschnitten und mit Hilfe des Promega
Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System nach den Angaben des Herstellers gereinigt.

1x TAE 40 mM Tris/HAc, 1 mM EDTA, pH 7.6
6x Ladepuffer 0.25% (w/v) Bromphenolblau, 0.25 % (w/v) Orange G, 40 % (v/v) Glycerin

2.2.4 DNA-Restriktionsverdau

Der DNA-Restriktionsverdau wurde mit den Restriktionsenzymen und den entsprechenden
Puffern und Zusétzen der Firma New England Biolabs durchgefiihrt. Bei einem analytischen
Restriktionsverdau wurden in einem Gesamtvolumen von 20 pl entweder 15 ul gereinigte
PCR oder 0.2 -1 pg Plasmid-DNA und 4 - 20 U der entsprechenden Restriktionsenzyme
eingesetzt. Fiir einen préparativen Ansatz wurden entweder 40 pl gereinigte PCR oder 1 -
5 ug Plasmid-DNA in einem Gesamtvolumen von 50 pl verdaut. Bei einem Einfachverdau
(1 Enzym) wurde der Ansatz 1 - 2h lang bei 37 °C inkubiert, bei einem Doppelverdau (2
Enzyme) wurde der optimale Puffer fiir beide Enzyme ermittelt (NEB Double Digest Fin-
der, http://www.neb.com) und 2 - 4 h bei 37 °C inkubiert. Die Inkubationszeit wurde beim
praparativen Verdau entsprechend der eingesetzten DNA-Menge verldngert. Der Restrik-
tionsverdau wurde anschliefend entweder auf einem Agarosegel analysiert oder mit dem

Promega Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System von den Restriktionsenzymen gereinigt.

2.2.5 Ligation

Die Ligation von DNA erfolgte in einem Gesamtvolumen von 20 pl entweder mit Hilfe der T4
DNA Ligase oder der Quick Ligase nach dem entsprechenden Protokoll des Herstellers. Fiir
die Ligation wurden 50 - 100 ng Vektor mit dem 10-fachen molaren Uberschuss an Insert

eingesetzt. Der 10-fache molare Uberschuss wurde mit folgender Formel berechnet:

10 x Masse vektor [Ng] x Lange Fragment [bp]
LéngeVektor [bp]

Masse pragment [Ngl =
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2.2.6 Herstellung kompetenter Escherichia coli

Alle Losungen zur Herstellung kompetenter Bakterienzellen wurden vor Gebrauch entwe-
der steril filtriert oder autoklaviert. E. coli XL1-Blue wurde in Anwesenheit von 10 ng/ml

Tetrazyklin angezogen, wiahrend E. coli BL-21 ohne Antibiotikum inkubiert wurde.

Elektrokompetente E. coli Zellen

Fiir die Herstellung elektrokompetenter E. coli wurden bei -80 °C aufbewahrte Zellen aufge-
taut, in 100 ml LB iiberfiihrt und bei 37 °C unter Schiitteln inkubiert. Bei einer ODgy von
0.5 wurden die Zellen 5 min auf Eis abgekiihlt, in einen gekiihlten, sterilen Zentrifugen-
becher umgefiillt und anschlielend abzentrifugiert (2600 x g, 5min, 4 °C). Danach wurde
das Pellet in 100 ml eiskaltem H,O4q4 resuspendiert und erneut zentrifugiert. Dieser Schritt
wurde zweimal wiederholt. AnschliefRend wurde das Pellet in 100 ml eiskaltem 10 % (v/v)
Glycerin resuspendiert und wiederum abzentrifugiert. Im letzten Schritt wurde das Pellet
in 1 ml eiskaltem 10 % (v/v) Glycerin resuspendiert, in 50 ul Aliquots in fliissigen Stickstoff

schockgefroren und bei -80 °C gelagert.

Chemisch kompetente E. coli Zellen

Chemisch kompetente E. coli wurde nach der Rubidiumchlorid-Methode hergestellt. Dazu
wurden bei -80 °C aufbewahrte Zellen aufgetaut, in 250 ml LB iiberfiihrt und bei 37 °C unter
Schiitteln inkubiert. Bei einer ODggg von 0.5 wurden die Zellen 5 min auf Eis abgekiihlt, in
einen gekiihlten, sterilen Zentrifugenbecher umgefiillt und anschlielfend abzentrifugiert
(2600 x g, 5min, 4 °C). Das Bakterienpellet wurde in 75 ml eiskaltem TFBI resuspendiert und
fiir 5 min auf Eis inkubiert. Danach wurde die Bakteriensuspension erneut abzentrifugiert,
das Pellet in 10 ml eiskaltem TFBII resuspendiert und diesmal fiir 15 min auf Eis inkubiert.
Zur Aufbewahrung wurden die kompetenten Bakterienzellen in 50 pl Aliquots in fliissigen

Stickstoff schockgefroren und bei -80 °C gelagert.

TFBI 30 mM Kaliumacetat/HAc pH 5.8, 10mM CaCl,, 100 mM RbCl, 50 mM MnCl,,
15 % (v/v) Glycerin
TFBII 10mM Hepes/KOH pH 6.5, 10 mM RbCl, 15mM CacCl,, 15 % (v/v) Glycerin

2.2.7 Transformation kompetenter Escherichia coli
Transformation elektrokompetenter E. coli Zellen

Fiir die Elektroporation von E. coli Bakterien wurde ein Aliquot elektrisch kompetenter
Zellen auf Eis aufgetaut, mit 0.5 - 5 ul DNA (Plasmid oder Ligationsansatz) gemischt und fiir
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5 min inkubiert. Der Ansatz wurde luftblasenfrei in eine sterile, gekiihlte Elektroporations-
kiivette (0.2 cm Elektrodenabstand) pipettiert und einem elektrischen Puls von 2,5 kV bei
einem Widerstand von 400 Q und einer Kapazitdt von 25 uF ausgesetzt. AnschlieBend wurde
die Zellsuspension sofort mit 500 ul SOC-Medium versetzt, in ein 1,5 ml Reaktionsgefaf
iiberfiihrt und 30 bis 45 min bei 37 °C geschiittelt.

Transformation chemisch kompetenter E. coli Zellen

Chemisch kompetente E. coli wurden auf Eis aufgetaut, mit 1 - 3 ul Plasmid-DNA oder 10 pl
Ligationsansatz gemischt und 30 min auf Eis inkubiert. AnschlieSend wurden die Zellen
hitzeschockbehandelt (40 sec bei 42 °C) und 5 min auf Eis inkubiert. Dann wurden 250 ul
SOC-Medium zu den Zellen gegeben und 45 - 60 min bei 37 °C unter Schiitteln inkubiert.

Selektion positiver Transformanden

Nach Ablauf der Inkubationszeit wurde die Zellsuspension kurz abzentrifugiert, der Uber-
stand bis auf ca. 100 pl verworfen und die Zellen im verbliebenen Medium resuspendiert. Zur
Selektion wurden die Zellen auf LB-Platten mit entsprechendem Antibiotikum ausgestrichen
und tiber Nacht bei 37 °C inkubiert.

2.3 Zellbiologische Methoden

2.3.1 Kultivierung von Plasmodium falciparum

Plasmodium falciparum (Stamm 3D7) wurde in RPMI-Medium bei einem Hamatokrit von
3.5% in Zellkulturschalen bis zu einer maximalen Parasitdmie von 10 % kultiviert (nach
Trager und Jensen [100]). Es wurde Erythrozytenkonzentrat der Blutgruppe A verwendet
und die Kultur bei 5% CO», 5% O, 90 % N, 80 % Feuchte inkubiert. Das RPMI-Medium
wurde tdglich gewechselt bzw. bei hoher Parasitdmie wurde die Kultur auf die gewiinschte
Parasitdmie verdiinnt. Sofern nur ein Wechsel des RPMI-Mediums notig war, wurde das
alte Medium vorsichtig tiber den sedimentierten Erythrozyten abgenommen, das gleiche
Volumen frisches, auf 37 °C temperiertes Medium zugegeben und die Erythrozyten vorsichtig
resuspendiert. Zum Verdiinnen einer hohen Parasitdmie wurde frisches, vorgewdrmtes
RPMI-Medium in einer neuen Kulturschale vorgelegt, das der Verdiinnung entsprechende
Volumen der alten Kultur zugefiigt und mit frischen Erythrozyten versetzt, um wieder einen

Hamotokrit von 3.5 % zu erhalten.

RPMI-Medium RPMI 1640 + 0.2 mM Hypoxanthin, 2.7 ng/ul Gentamycin,
0.45 % (w/v) Albumax II (Lagerung bei 4 °C)
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2.3.2 Bestimmung der Parasitamie und Morphologie

Zur Bestimmung der Parasitdmie und zur Unterscheidung der einzelnen Parasitenstadien
wurden Blutaustriche angefertigt. Dafiir wurde eine 1 ml Pipette schrdag abgeflammt, die
Kulturschale leicht gekippt und vom Erythrozytenbelag ein Tropfen mit Hilfe der Pipette
abgenommen. Dieser Tropfen wurde auf einen Objekttrager (mit geschliffenem Rand) iiber-
tragen und mit einem weiteren Objekttréger, der im Winkel von 30 - 45° angelegt wurde,
ausgestrichen. Der Ausstrich wurde anschlieBend fiir 1 min in Methanol fixiert, an der Luft
getrocknet und in 5 % (v/v) Giemsa-Losung fiir 30 min angefarbt. Danach wurde der ange-
farbte Ausstrich kriftig mit entionisiertem H,O gespiilt, trocken getupft und bei 100-facher
VergréRerung mit einem Ol-Immersionsobjektiv unter dem Lichtmikroskop betrachtet.
Zur Bestimmung der Parasitimie wurde innerhalb des Zadhlrasters die Anzahl der (einlagi-
gen) Erythrozyten sowie die Anzahl der infizierten Erythrozyten ermittelt und an mehreren

Stellen im Ausstrich wiederholt, bis insgesamt ca. 600 bis 900 Erythrozyten gezahlt wurden.

Parasitdmie (%) = 100 x Anzahl Erythrozyten;yfiiers / Anzahl Erythrozytengesame

2.3.3 Sorbitol-Synchronisation

Parasiten wurden mit leichten Abweichungen [80] nach der Methode von Lambros und
Vanderberg [63] mit Sorbitol synchronisiert. Dafiir wurde zuerst das Sorbitol (5% (w/v),
sterilfiltriert) fiir 5min bei 37 °C im Wasserbad aufgewdrmt. Wahrenddessen wurden die
infizierten Erythrozyten durch Zentrifugation (250 x g, 5 min, RT) geerntet. Anschliefend
wurde das Pellet im zehnfachen Volumen Sorbitol fiir 30 sec kréftig resuspendiert, fiir 8 min
bei 37 °C im Wasserbad inkubiert und danach nochmals fiir 15 sec kréftig gemischt. Die Ery-
throzyten wurden erneut abzentrifugert (250 x g, 5 min, RT), der Uberstand mit den lysierten
Erythrozyten entfernt und das Pellet mit 10 ml RPMI gewaschen. Nach erneuter Zentrifu-
gation wurden die Zellen in 14 ml RPMI resuspendiert und in eine frische Kulturschale

ausgesat.

2.3.4 Saponin-Lyse

Bei der Saponin-Lyse (modifiziert nach Hsiao et al. [55]) wurde die Erythrozytensuspension
abzentrifugiert (250 x g, 5min, RT) und das Pellet in 4.5 ml eiskaltem PBS resuspendiert.
Nach Zugabe von 0.5ml 0.2 % (w/v) Saponin (in PBS) folgte eine Inkubation von 10 min
auf Eis. Eine erfolgreiche Lyse wurde durch den Wechsel von triib zu klar sichtbar. Danach

wurden die lysierten Erythrozyten zentrifugiert (570 x g, 3 min, RT) und das Parasitenpellet
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zweimal in 5 ml PBS gewaschen (Zentrifugation 570 x g, 3 min, RT), bis der Uberstand nicht
mehr rotlich erschien. Das Pellet wurde in ein 1,5 ml Reaktionsgefd( tiberfiihrt und nochmals
mit 1 ml PBS gewaschen. Nach der letzten Zentrifugation (2000 x g, 2 min, RT) wurde das
Pellet im entsprechenden Puffer gelost oder direkt in fliissigem Stickstoff eingefroren und

bei -80 °C gelagert.

1xPBS 1.84 mM KH,PO,4, 10 mM Na,HPO,4, 137 mM NaCl, 2.7 mM KCI, pH 7.4

2.3.5 Einfrieren von Parasiten

Zum Einfrieren [80] von P, falciparum wurden synchronisierte Parasiten im Ringstadium bei
einer Parasitimie von mindestens 5 % verwendet. Die infizierten Erythrozyten wurden durch
Zentrifugation (250 x g, 5min, RT) geerntet und das Pellet wurde tropfenweise im gleichen
Volumen Einfrierl6sung resuspendiert. Je 500 - 600 nl wurden ziigig in ein Kyror6hrchen

tiberfiihrt und sofort in fliissigem Stickstoff gelagert.

Einfrierlosung 28 % (v/v) Glycerin, 0.65 % (w/v) NaCl, 3 % (w/v) Sorbitol, sterilfiltiert
(Lagerung bei -20 °C)

2.3.6 Auftauen von Parasiten

Fiir das Auftauen der Parasiten [80] wurden zuerst die bei -20°C gelagerten Losungen
A - C und RPMI im Wasserbad auf 37 °C vorgewdrmt. Danach wurde das Kryoréhrchen
mit den infizierten Erythrozyten aus dem Stickstofftank entnommen und fiir 2 - 3 min im
Wasserbad (RT) aufgetaut. AnschlieBend wurde der Inhalt in ein 50 ml R6hrchen tiberfiihrt
und tropfenweise mit 0.2 ml Losung A versetzt. Danach wurde tropfenweise und unter
vorsichtigem Schiitteln das neunfache Volumen an Losung B zugefiigt. Die Zellen wurden
abzentrifugiert (250 x g, 5min, RT) und das Erythrozytenpellet wiederum tropfenweise
mit dem neunfachen Volumen an Losung C resuspendiert. Nach erneuter Zentrifugation
wurde das Zellpellet in 10 ml RPMI-Medium gewaschen, nochmals zentrifugiert, in 14 ml
RPMI-Medium aufgenommen und in eine frische Kulturschale iiberfiihrt. Zudem wurden
0.5 ml frische Erythrozyten der Kultur zugegeben, um eine ausreichende Versorgung mit

Erythrozyten zu gewdhrleisten.

LosungA 12 % (w/v) Na(l, sterilfiltriert
Losung B 1.6 % (w/v) NaCl, sterilfiltriert
Losung C 0.9% (w/v) NaCl, 0.2 % (w/v) Glucose, sterilfiltriert
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2.3.7 Zellkultur-Experimente mit Glyoxalase Inhibitoren

Die Wirkung verschiedener Glyoxalase Inhibitoren auf P falciparum wurde durch Auszih-
len von Giemsa-gefiarbten Blutausstrichen und/oder mittels Lactat-Dehydrogenase-Assay
bestimmt. Dabei wurden sowohl synchronisierte (im Ring-Stadium) als auch asynchrone
Parasiten verwendet.

Zur Bestimmung des IC5o mittels Giemsa-gefarbten Blutausstrichen wurden 48-Well Platten
vorbereitet. Pro Well wurden 150 ul RPMI-Medium vorgelegt und der Inhibitor stufenweise
verdiinnt. AnschlieBend wurden 150 pl infizierte Erythrozyten mit einer Parasitimie von
0.5 % und einem Hadmatokrit von 3 % (= End-Hadmatokrit 1.5 %) hinzupipettiert. Als Kontrolle
dienten infizierte Erythrozyten ohne Inhibitor sowie uninfizierte Erythrozyten mit und ohne
Inhibitor. Nach einer Inkubationszeit von 48 h wurden Blutausstiche angefertigt und die
Parasitdmie bestimmt. Um die Wirkung des Inhibitors auf Erythrozyten zu ermitteln, wur-
den uninfizierte Erythrozyten in einer Neubauer-Kammer ausgezihlt sowie der Uberstand
photometrisch bei 405 nm auf die Freisetzung von Hdmoglobin untersucht.

Fiir den Lactat-Dehydrogenase-Assay (nach Makler et al. [67]) wurden 92-Well Platten vor-
bereitet. Pro Well wurden 100 ul RPMI-Medium vorgelegt und der Inhibitor stufenweise
verdiinnt. Anschlieend wurden 100 pl infizierte Erythrozyten mit einer Parasitimie von
0.4 % und einem Hamatokrit von 4 % (= End-Hadmatokrit 2 %) hinzupipettiert. Als Kontrolle
dienten infizierte Erythrozyten ohne Inhibitor sowie mit einer stufenweisen Verdiinnung
des Dihydrofolatreduktaseinhibitors WR99210 (1 uM bis 0.5 nM). Zusitzlich wurden unbe-
handelte uninfizierte Erythrozyten verwendet, um die Aktivitdt der Lactat-Dehydrogenase
aus Erythrozyten abziehen zu kdnnen. Die Platten wurden dann fiir 72 h inkubiert, da sich

Trophozoiten besser fiir die Messung der Lactat-Dehydrogenase-Aktivitdt eignen.

2.3.8 Transfektion und Selektion

Die Transfektion der pHH,- und der pARL-GFP Konstrukte erfolgte in Zusammenarbeit mit
Jude Przyborski (Marburg) durch Elektroporation infizierter Erythrozyten der Blutgruppe
0 (nach [43]). Anschliefend wurde mit 2.5 nM WR99210 auf positive GFP-Transfektanden
selektioniert.

Die Transfektion der pHTK-Konstrukte erfolgte in Zusammenarbeit mit Cecilia Sanchez
(Heidelberg) durch Elektroporation inizierter Erythrozyten der Blutgruppe A (nach [31]).
Die Selektion auf einen erfolgreichen Knock-out wird derzeit von Romy Alisch (Heidelberg)

weitergefiihrt.
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2.3.9 Immunfluoreszenzanalyse und Live-Cell-lmaging

Fiir die Immunfluoreszenzanalyse wurden die mit GFP-Konstrukten infizierten Erythrozy-
ten leicht abgewandelt nach Tonkin et al. [98] fixiert. Es wurden 20 - 100 pl Erythrozyten
durch Zentrifugation (400 x g, 5 min) geerntet, in 1 ml Fixierl6sung resuspendiert und un-
ter leichtem Schiitteln fiir 30 min bei 37 °C inkubiert. Danach wurden die Zellen erneut
abzentrifugiert (400 x g, 1 min) und in 1 ml Permeabilisierungspuffer resuspendiert. Nach
einer Inkubationszeit von 10 min (RT, Roller) wurden die Zellen abzentrifugiert, in 1 ml
Quenching Puffer resuspendiert und wiederum fiir mindestens 10 min bei RT inkubiert.
Nach Zentrifugation wurden die Erythrozyten in 1 ml Blockierl6sung fiir mindestens 1 h
bei RT inkubiert. Darauf folgte eine Inkubation tiber Nacht in 1 ml Erstantikbrperlésung
(rabbit anti-ACP, 1:500 in Blockierl6sung, bereitgestellt von Prof. McFadden). Am nédchsten
Tag wurden die Zellen abzentrifugiert und 3x 10 min in PBS gewaschen. Danach wurde
fiir mindestens 2 h (RT) in 1 ml Zweitantikorper (anti-rabbit-Cy3, 1:2000 in Blockierlésung)
inkubiert. Die Erythrozyten wurden erneut abzentrifugiert und 3x 10 min in PBS gewaschen.
im letzten Waschschritt wurden 1 pg/pul Hoechst 33258 zugefiigt. AnschlieSend wurden
Bilder von lebenden (bei 37 °C) oder immunfixierten Zellen (bei RT) von Jude Przyborski
mit einem Zeiss Cell Observer aufgenommen, die einzelnen Bilder wurden in Image J64
(version 1.43b, von http://rsb.info.nih.gov/ij) importiert, zu 8-bit Grauskalierung konvertiert,
einer Hintergrundsubtraktion unterzogen und anschlieBend iiberlagert. Zur Erstellung der
Abbildungen wurden die TIF-Dateien von Jude Przyborski in Powerpoint (Microsoft) zusam-
mengestellt und die Folie wieder als TIF-Datei exportiert. Es wurde keine Gammakorrektur
auf die Bilder angewandt und alle Ergebnisse wurden in Ubereinstimmung mit Rossner und

Yamada [84] présentiert.

Fixierlosung 4 % Paraformaldehyd, 0.0075 % Glutaraldehyd in 1x PBS
Permeabilisierungspuffer 0.1 % (v/v) Triton X-100 in 1x PBS

Quenching Puffer 125 mM Glycin in 1x PBS

Blockierlosung 3% (w/v) BSAin 1x PBS

2.4 Proteinbiochemische Methoden

2.4.1 Expression und Reinigung rekombinanter Proteine

Das Kulturmedium wurde je nach verwendetem Plasmid mit folgenden Antibiotika-Kon-

zentrationen (AB) versetzt: Fiir pQE30-Plasmide wurden 100 ng/ml Ampicillin und fiir
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pET-28-Plasmide wurden 25 pg/ml Kanamycin verwendet. Alle verwendeten Puffer wurden

bei 4 °C gelagert. Alle Reinigungsfraktionen wurden auf Eis aufgefangen und gelagert.

Expression in E. coli

Fiir die Expression wurde ein Klon von einer frischen LBag-Platte im entsprechenden LB-
Medium unter der Sterilbank angeimpft (1 Klon/2 L Kultur) und bei 37 °C im Schiittler
(130 rpm) tiber Nacht inkubiert. Am nédchsten Tag wurden die Vorkultur in der jeweiligen
Verdiinnung zu insgesamt 2 L. LB-Medium gegeben und bei der fiir die Expression geeigneten
Temperatur unter Schiitteln inkubiert. Bei einer ODggg von 0.3 wurde ZnSO,4 (Endkonzentra-
tion: 1 mM) zugegeben. Sobald eine ODggg von 0.5 erreicht wurde, wurde mit IPTG in der
gewiinschten Endkonzentration induziert. Nach Ablauf der entsprechenden Expressions-
dauer wurden die Bakterienzellen geerntet (4000 x g, 15 min, 4 °C). Das Zellpellet von 2L
Kultur wurde im entsprechenden eisgekiihlten Puffer resuspendiert, in 50 ml R6hrchen

umgefiillt, erneut abzentrifugiert (4000 x g, 10 min, 4 °C) und bei -20 °C gelagert.

Konstrukt LB-Medium Verdiinnung Induktion Puffer zum

+ Temperatur Vorkultur + Dauer Resuspendieren
pQE30 GLOI LBag-Mg-MOPS, 1:50 - 1:100 0.3 mM IPTG, MOPS Puffer I
pET-28 GLOI 30°C iiber Nacht

PQE30 GLOI11-277
PET-28 GLOI110-277

pET-28-ProtAy;s LBag, 37°C 1:20 - 1:40 0.5 mM IPTG, MOPS-Puffer A
pET-28-ProtA GLOI 4h

pET-28-ProtA cGLOII

pET-28-ProtA tGLOII-N

pQE30 cGLOII

pQE30 tGLOII-N

LB-Mg-MOPS 5g/LTrypton, 10 g/L Hefeextrakt, 8 mM MgSO,4, 10 mM MOPS, pH 7.5
MOPS-PufferI 10mM MOPS, pH7.8
MOPS-Puffer A 50 mM MOPS, 300 mM NaCl, pH 7.8

Zellaufschluss

Das Zellpellet von 2 L Kultur wurde in 10 ml des entsprechenden eisgekiihlten Puffers re-
suspendiert und mit 10 mg Lysozym und einer Spatelspitze DNase versetzt. Nach einer
Inkubation von 1 h auf Eis (unter Rithren) wurde das Zelllysat noch mit Ultraschall behan-
delt und anschliellend abzentrifugiert (30500 x g, 30 min, 4 °C).
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rekombinantes Protein  Puffer zum Resuspendieren  Einstellungen Ultraschall

His-Glol, ProtA-Glol MOPS-Puffer I 3 x 10 sec mit 10 sec Pause,
30 % Leistung, Pulsstufe 3

His-cGloll MOPS-Puffer B1 4 x 10 sec mit 10 sec Pause,
30 % Leistung, Pulsstufe 4

ProtA-cGloll MST-Puffer 4 x 10 sec mit 10 sec Pause,

30 % Leistung, Pulsstufe 4

MOPS-Puffer B1 50 mM MOPS, 300 mM NaCl, 10 mM Imidazol, pH 7.8
MST-Puffer 50 mM MOPS, 300 mM NacCl, 0.05 % (v/v) Tween 20, pH 7.8

Reinigung von His-Glol oder ProtA-Giol

Nach der Zentrifugation wurde das Zelllysat mit 10 M NaOH auf pH 7.8 eingestellt und 2 x

langsam auf mit MOPS-Puffer I vordquillibrierte S-Hexylglutathionagarose aufgetragen,
gefolgt von einem Waschschritt mit 10 Sdulenvolumen MOPS-Puffer II. Eluiert wurde mit
3 x 2ml 5mM S-Hexylglutathion (gelost in MOPS-Puffer II, pH auf 7.8 nachgestellt). ProtA-
GloI wurde weiter mittels Gelfiltration gereinigt. His-GloI wurde anschlieSend 2 x langsam
auf mit MOPS-Puffer III vordquillibrierte Ni-NTA-Agarose aufgetragen, gefolgt von einem
Waschschritt mit 10 Sdulenvolumen MOPS-Puffer III. Eluiert wurde mit 3 x 1.5 ml MOPS-
Puffer IV.

MOPS-Puffer II 10 mM MOPS, 200 mM NaCl, pH 7.8
MOPS-Puffer III 50 mM MOPS, 300 mM NaCl, 10 mM Imidazol, pH 8.0
MOPS-Puffer IV 50 mM MOPS, 300 mM NaCl, 125 mM Imidazol, pH 8.0

Reinigung von His-cGloll oder ProtAy;s

Nach der Zentrifugation wurde das Zelllysat 2 x langsam auf mit MOPS-Puffer B1 vorédquilli-
brierte Ni-NTA-Agarose aufgetragen, gefolgt von einem Waschschritt mit 10 Sdulenvolumen
MOPS-Puffer B2. Eluiert wurde mit 3 x 1.5 ml MOPS-Puffer B3.

MOPS-Puffer B2 50 mM MOPS, 300 mM NaCl, 25 mM Imidazol, pH 7.8
MOPS-Puffer B3 50 mM MOPS, 300 mM NaCl, 125 mM Imidazol, pH 7.8

Reinigung von ProtA-cGioll

Der Uberstand wurde 2 x langsam auf mit MST voréquillibrierte IgG-Sepharose aufgetragen,
gefolgt von einem Waschschritt mit 10 Sdulenvolumen MST-Puffer. Danach wurde die 1gG-
Sepharose fiir 1 h bei 4 °C mit einem Uberschufl an ProtAg;s (in MOPS-Puffer B3) inkubiert,
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um die Glyoxalase kompetitiv zu eluieren. Das Eluat wurde anschlief3end 1:10 verdiinnt und
auf eine mit MOPS-Puffer B1 dquillibrierte Ni-NTA-Agarose aufgetragen, um ProtAg;js Zu
entfernen. Der Durchlauf mit ProtA-cGloll wurde aufgefangen und ProtAy;s konnte nach

Elution mit MOPS-Puffer B3 wiederverwendet werden.

Gelfiltration

Je nach Bedarf wurden die Proteine noch mittels Gelfiltrationschromatographie gereinigt.
Dafiir wurden die jeweiligen Eluate aufkonzentriert, abzentrifugiert (16000 x g, 30 min)
und auf eine mit dem entsprechenden Puffer dquillibrierte HiLoad 16/60 Superdex 200
Gelfiltrationssdule aufgetragen. Die Flussrate betrug 1 ml/min und es wurden Fraktionen

von 3 ml gesammelt.

Glol Gelfiltrationspuffer 10 mM MOPS, pH7.8
cGlolI Gelfiltrationspuffer 50 mM MOPS, 300 mM NaCl, pH 7.2

2.4.2 Proteinkonzentrationsbestimmung nach Bradford

Die Proteinkonzentrationsbestimmung wurde leicht modifiziert nach Bradford [18] durch-
gefiihrt. Anstelle einer Kalibriergerade wurde eine hyperbolische Kalibrierkurve verwendet.
Fiir die Kalibrierkurve wurde eine 1 mg/ml BSA-Stammldsung angesetzt, von der 0 bis 14 ug
(in 2 pug Schritten) in insgesamt 800 pl H,O/Kiivette eingesetzt wurden. Von der zu unter-
suchenden Probe wurden bis zu 50 pl eingesetzt, um eine Absorption zwischen 0.1 und
1.0 zu erreichen. Um die Genauigkeit zu erh6hen, wurde die Probe dreimal bestimmt. Im
Abstand von 15 sec wurden 200 pl Bradfordreagenz in die Kiivetten mit den Kalibrier- und
Probenlésungen pipettiert und gut gemischt. Nach einer Inkubation von exakt 10 min wurde
in den gleichen Zeitabstinden die Absorption bei 595 nm gemessen. Anschlieend wurden
die BSA-Proteinmengen gegen die gemessene Absorption aufgetragen und die Hyperbel-
parameter (y=a*x/(b+x)) mit dem Programm SigmaPlot10 ermittelt. Mit Hilfe der Parameter
wurde aus dem Mittelwert der Absorption des unbekannten Proteins die Proteinmenge bzw.

die Proteinkonzentration bestimmt.

2.4.3 SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese

Proteingemische wurden durch vertikale SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese ihrer Grof3e
nach aufgetrennt [62]. Je nach Probenanzahl wurden dazu Minigele (10 Taschen, 8 cm x
6 cm) oder Standardgele (bis zu 21 Taschen, 14 cm x 9 cm) verwendet. Vor dem Auftragen

wurden die Proben mit Laemmli-Puffer versetzt und 5 min bei 95 °C im Heizblock aufge-
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kocht. Bei Bedarf wurde 5 % (v/v) [3-Mercaptoethanol zum Laemmli-Puffer zugegeben, um
Disulfidbriicken zu spalten oder eine Neubildung zu verhindern. Die Trennung wurde in
SDS-Laufpulffer fiir 1 h (Minigel) bzw. 1.5 - 2.5 h (Standardgel) durchgefiihrt. Pro Gel wurde
eine Stromstdrke von 30 mA angelegt. Nach der Elektrophorese wurden die Proteinbanden
im Gel entweder durch Coomassie-Farbung nachgewiesen oder mittels Western-Blot auf

eine Nitrozellulosemembran tibertragen.

SDS-Laufpuffer 25 mM Tris/HCI, 250 mM Glycin, 0.1 % (w/v) SDS, pH 8.3
2x Laemmli-Puffer 125 mM Tris/HCI pH 6.8, 4 % (w/v) SDS, 20 % (v/v) Glycerin,
0.1 % (w/v) Bromphenolblau

2.4.4 Coomassie-Blau-Farbung

Der Nachweis der elektrophoretisch aufgetrennten Proteine erfolgte durch Farbung mit
Coomassie-Blau (modifiziert nach Fairbanks [42]). Dazu wurde das SDS-Gel in Farbelosung
fiir ca. 45 sec in der Mikrowelle aufgekocht, um den Farbevorgang zu beschleunigen, und fiir
5 - 30 min unter Schiitteln inkubiert. AnschlieSend wurde das SDS-Gel in Entfarbelosung
wiederum fiir ca. 45 sec aufgekocht und bis zum gewliinschten Farbegrad unter Schiitteln
entfirbt.

Féarbelosung 25 % (v/v) Isopropanol, 10 % (v/v) Eisessig, 0.05 % (w/v) Coomassie Blau R
Entfirbelosung 25 % (v/v) Isopropanol, 10 % (v/v) Eisessig

2.4.5 Western-Blot

Fiir den immunologischen Nachweis wurden die zuvor elektrophoretisch aufgetrennten
Proteine auf eine Nitrozellulosemembran tibertragen [99]. Dazu wurden zuerst vier What-
man Filterpapiere und die Nitrozellulosemembran (auf GelgréBe zurechtgeschnitten) sowie
das SDS-Gel fiir 5 min in Transferpuffer dquillibriert. Anschliefend wurden die Filterpapiere,
die Membran und das Gel in der entsprechenden Reihenfolge zusammengelegt. Fiir Mini-
gele wurde das sogenannten Wet-Blot-Verfahren verwendet, bei dem das Gel-Membran
Sandwich in eine Blotkassette eingelegt wird. Der Transfer erfolgte in einem mit Transfer-
puffer gefiillten Tank (Bio-Rad Mini Trans Blot) bei 100V fiir 1 h. Fiir Standardgele wurde
das sogenannte Semi-Dry-Verfahren verwendet. Hier wurde das Gel-Membran Sandwich in
einen Elektroblotter (Peqlab) bei 250 mA (pro Gel) fiir 1.5 h geblottet. Nach dem Transfer
wurden die immobilisierten Proteine mittels Ponceaurotfarbung sichtbar gemacht. Dafiir
wurde die Membran fiir 5 min in Ponceau-Losung gefarbt und anschliellend kurz in Wasser

geschwenkt.
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Transferpuffer (Wet-Blot) 20 % (v/v) Methanol, 150 mM Glycin, 20 mM Tris
Transferpuffer (Semi-Dry-Blot) 20 % (v/v) Methanol, 150 mM Glycin, 20 mM Tris,
0.08 % (w/v) SDS

Ponceau-Losung 0.2 % (w/v) Ponceau S, 3 % (w/v) Trichloressigsdure

2.4.6 Immundetektion von Proteinen

Der Nachweis der rekombinanten Glyoxalase Proteine erfolgte mit dem Penta-His Anti-
korper und dem dazugehorigem Qiagen Protokoll (Protokoll 7 aus ,,QIAexpress Detection
and Assay Handbook 10/2002%). Nach dem Transfer wurde die Membran fiir 1 h bei RT in
Blockierlosung 1 geschwenkt und 2 x 10 min in TBS-TT sowie 1 x 10 min in TBS gewaschen.
AnschlieBend wurde die Membran fiir 1 h bei RT mit Penta-His Antikérper inkubiert (1:3000
in Blockierlosung 1 verdiinnt) und wiederum 2 x 10 min in TBS-TT sowie 1 x 10 min in
TBS gewaschen. Darauf folgte die Inkubation mit anti-Maus HRP Konjugat (1:5000 in Blo-
ckierlésung 2 verdiinnt) fiir 1 h bei RT. Die Membran wurde dann 3 x 10 min in TBS-TT
gewaschen und fiir 1 min in ECL-Lésung inkubiert. Danach wurde die Membran in einer
Kassette zwischen zwei transparente Folien gelegt und ein Fuji-Rontgenfilm zur Detektion

der Chemilumineszent fiir 1 sec bis 10 min aufgelegt.

Blockierlosung1 3% (w/v) BSA in TBS

Blockierlosung2 10 % (w/v) Milchpulver in TBS

TBS 10 mM Tris-HCI, 0.9 % (w/v) NaCl, pH 7,4

TBS-TT 10 mM Tris-HCI, 0.9 % (w/v) NaCl, pH 7,4,
0.05% (v/v) Tween 20, 0.2 % (v/v) Triton X-100

2.4.7 Chemische Proteinquervernetzung (Crosslinking)

Zum Nachweis von Protein-Protein-Interaktionen wurden Crosslinking- Experimente mit
Glutaraldehyd oder Disuccinimidylsuberat (DSS) durchgefiihrt. Fiir alle Versuche wurde
MOPS-Puffer B3 verwendet und es wurden verschiedene Bedingungen untersucht (Kon-
zentration des Crosslinkers, Inkubationsdauer, Temperatur oder Salzkonzentration). Beim
Crosslinking mit Glutaraldehyd wurde in einem Gesamtvolumen von 50 pl rekombinantes
Protein mit Glutaraldehyd gemischt und die Reaktion nach festen Zeitpunkten mit 5 pl
1 M Tris pH 7.8 gestoppt. Beim Crosslinking mit DSS wurde ebenfalls in einem Gesamt-
volumen von 50 pl rekombinantes Protein mit DSS gemischt und die Reaktion nach festen
Zeitpunkten mit 2.5 ul 1 M Tris pH 7.8 gestoppt. Da DSS in 16slicher Form schnell an Ak-

tivitat verliert, wurde es immer erst kurz vor Zugabe zur Reaktion in DMSO gel6st und so
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schnell wie méglich hinzugefiigt. Die Proben mit den chemisch quervernetzten Proteinen
wurden anschlieBend mit 25 pl Laemmli (mit 5 % [3-ME) versetzt und mittels SDS-PAGE und

Western-Blot analysiert.

2.4.8 Pull-Down Experimente

Zellaufschluss

Bakterienzellpellets (von 1 L Kultur) mit His- oder ProtA-getaggter Glyoxalase wurden jeweils
in 5ml des entsprechenden Puffers resuspendiert, mit 5 mg Lysozym und einer Spatelspitze
DNase versetzt und unter Riithren auf Eis inkubiert. Nach einer Inkubationszeit von 1 h
wurde das Zelllysat mit Ultraschall behandelt (4 x 10 sec mit 10 sec Pause, 30 % Leistung,
Pulsstufe 4) und anschliellend abzentrifugiert (30500 x g, 30 min, 4 °C).

Puffer fiir IgG-Sepharose Pull-Down  MST-Puffer
Puffer fiir Ni-NTA Pull-Down MOPS-Puffer Bl

Pull-Down mittels an IgG-Sepharose gebundene Glyoxalase

Zum Nachweis einer Interaktion wurden beiden Uberstinde miteinander vereinigt, fiir
10 min auf Eis inkubiert und 2 x auf mit MST-Puffer dquillibrierte IgG-Sepharose (0.25 ml)
aufgetragen. Die IgG-Sepharose Sdule wurde mit 2.5 ml MST Puffer und mit 0.5 ml IgG-
Waschpuffer gewaschen. Die ProtA-getaggte Glyoxalase wurde mit 5 x 0.5 ml IgG-Elutions-
puffer eluiert und mittels SDS-PAGE wurde untersucht, in welchen Fraktionen sich die

(kleinere) His-getaggte Glyoxalase befand.

IgG-Waschpuffer 5mM Ammoniumacetat pH 5.0
IgG-Elutionspuffer 500mM HAc pH 3.4

Pull-Down mittels an Ni-NTA-Agarose gebundene Glyoxalase

Bei Verwendung von His-Glol als Interaktionspartner musste His-Glol erst iiber S-Hexyl-
glutathionagarose vorgereinigt werden (siehe Reinigung von Glol S. 32). Erst nach dem
Waschen der Ni-NTA-Agarose wurde das Zelllysat mit ProtA-cGloll 2 x auf die Sdule auf-
getragen. Der anschlielende Wasch- und Elutionsschritt erfolgte wie bei der Verwendung
von His-cGloll als Interaktionspartner. Hierbei wurden die beiden Uberstinde miteinander
vereinigt, fiir 10 min auf Eis inkubiert und auf mit MOPS-Puffer B1 dquillibrierte Ni-NTA-
Agarose (0.5 ml) aufgetragen. Die Ni-NTA Sdule wurde mit 5 ml MOPS-Puffer B2 gewaschen
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und die His-getaggte Glyoxalase wurde mit 5 x 0.5 ml MOPS-Puffer B3 eluiert. Mittels SDS-
PAGE wurde untersucht, in welchen Fraktionen sich die (gré8ere) ProtA-getaggte Glyoxalase
befand.

2.4.9 Analytische Gelfiltration

Die apparente molekulare Masse der gereinigten Proteine wurde auf einer Hil.oad 16/60 Su-
perdex 200 Gelfiltrationssdule analysiert. Die Sdule wurde zuvor bei 4 °C mit dem HMW und
LMW Gelfiltrationsstandard kalibriert und anschlieend mit 50 mM MOPS, 300 mM NaCl
pH 7.2 dquillibriert. Vor dem Auftragen wurde die Proteinlosung aufkonzentriert und abzen-
trifugiert (16000 x g, 30 min). Die erhaltenen Chromatogramme wurden mit der Software
UNICORNS3.21 ausgewertet.

2.4.10 Analytische Ultrazentrifugation und CD-Spektroskopie

Analytische Ultrazentrifugation und CD-Spektroskopie wurden von der Microchemistry
Core Facility des Max-Planck-Instituts fiir Biochemie (Martinsried) durchgefiihrt. Die zu
untersuchenden rekombinanten Proteine wurden dafiir wie zuvor beschrieben mittels

Affinitdtschromatographie sowie anschlieender Gelfiltration gereinigt.

2.4.11 SPR-Sektroskopie

Die SPR-Spektroskopie erfolgte in Zusammenarbeit mit Thorsten Pirch (LMU Mikrobio-
logie, Service unit bioanalytics). ProtA-cGlolI und His-cGloIl wurden nach der Reinigung
aufkonzentriert und abzentrifugiert (19600 x g, 30 min, 4 °C), um Aggregate zu entfernen. Als
Laufpuffer wurde MOPS-Puffer A (filtriert und entgast) verwendet. Die Interaktionsversuche

wurden mit verschiedenen Sensorchips (NTA, CM3 und Cl1)durchgefiihrt.

2.4.12 Metallionenanalyse

Die Bestimmung des Metallionengehalts wurde von Helmut Hartl (Zentrale Analytik, Fa-
kultdt fiir Chemie und Pharmazie, LMU) mittels optischer Atomemissionsspektrometrie
mit induktiv gekoppeltem Plasma (ICP-AES) durchgefiihrt. Die zu untersuchenden His-
cGlolI Proteine (WT und Mutanten) wurden dafiir wie zuvor beschrieben (siehe S. 32) {iber

Ni-NTA-Agarose aufgereinigt. Als Negativkontrolle diente Elutionspuffer ohne Protein.

37



2 MATERIAL UND METHODEN

2.4.13 Kiristallisation

Fiir Kristallisationsversuche wurden die zu untersuchenden rekombinanten Proteine mittels
Affinitatschromatographie sowie anschliefender Gelfiltration gereinigt. Nach der Gelfil-
tration wurden die Eluate stark aufkonzentriert und danach ultrazentrifugiert (55000 rpm,
30 min, 4°C), um Aggregate und andere storende Partikel zu entfernen. Zum Testen der
geeigneten Konditionen wurde das sogenannte Sitting Drop Verfahren verwendet. Dazu
wurden in eine 96-Well Platte mit Hilfe eines Masterblocks und einer Multikanalpipette 80 ul
der zu untersuchenden NeXtal Suites in das entsprechende Reservoir-Well pipettiert. An-
schlieffend wurde 1 pl Protein in das Sitting Drop-Well pipettiert und danach mit 1 pl Puffer
aus dem jeweiligen Reservoir-Well vermischt. Danach wurde die Platte mit durchsichtigem
Klebeband verschlossen und bei 20 °C inkubiert. In regelméfigen Abstdnden wurden die
Platten unter dem Mikroskop auf die Bildung von Proteinkristallen untersucht. Folgende
NeXtal Suites wurden getestet: Classics, Classics Lite, pH Clear I und II, AmSO,4 sowie Cations

und Anions.

2.5 Enzymkinetische Messungen

Die graphische Auswertung sowie die Bestimmung der kinetischen Parameter Viax, Kcat,

K und K; wurde mit dem Programm SigmaPlot 10.0 (Systat Software) durchgefiihrt.

2.5.1 Glyoxalase | Assay und Inhibition

Der Glyoxalase I Assay (nach [38]) beruht auf dem photometrischem Nachweis der enzy-
matischen Bildung von S-D-Lactoylglutathion bei 240 nm (e240nm = 3.37 mM~! cm™!). Das
fiir die Reaktion bendotigte Hemithioacetal (HTA) bildet sich nicht-enzymatisch aus Methyl-
glyoxal (MGO) und reduziertem Glutathion (GSH) mit einer Dissoziationskonstante von
3 mM. Da die Konzentration von freiem GSH im Gleichgewicht konstant bei 0.1 mM bleiben

soll, folgt daraus:

MGO] - [GSH]
K= —— =3mM — [MGO] = 30-[HTA]
[HTA]

Damit konnen die Anfangskonzentrationen von MGO und GSH in Abhédngigkeit von der

gewiinschten Substratkonzentration berechnet werden:

[MGO antang = [MGO] + [HTA] = 31-[HTA]

[GSH]anfang = [GSH] + [HTA] = 0.1mM + [HTA]
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Das Photometer und der Assay Puffer wurden vor den Messungen auf 30 °C temperiert.
An jedem Messtag wurden die benotigten Stammlésungen an GSH (10 mM) und MGO
(100 mM) frisch in Assay Puffer angesetzt. Fiir die Messung wurde dann vortemperierter
Assay Puffer in der Kiivette vorgelegt und die entsprechenden Volumina MGO und GSH
zupipettiert. Anschliefend wurde die Kiivette in das temperierte Photometer gestellt und der
Strahlengang mit einem Papier abgedeckt. Nach einer Inkubationszeit von 4:20 min wurde
das Papier aus dem Strahlengang entfernt und ein Nullabgleich durchgefiihrt. Bei 4:30 min
wurde mit dem Aufzeichnen einer 30 sec langen Basislinie begonnen, gefolgt vom Start
des Assays durch Enzymzugabe. Insgesamt erfolgte also die Bildung des Hemithioacetals
wihrend einer Vor-Inkubationszeit von 5 min in einem Gesamtvolumen von 1 ml. Sofern
Messungen mit Inhibitor durchgefiihrt wurden, erfolgte die Zugabe des jeweiligen Inhibitors
bei 4:00 min.

Glol Assay Puffer 50 mM MOPS, pH7.0

2.5.2 Glyoxalase Il Assay

Der Glyoxalase II Assay (modifiziert nach Uotila [102]) beruht auf dem photometrischem
Nachweis des enzymatischen Abbaus von S-D-Lactoylglutathion (€249 nm = 3.1 mM ™! cm™)
bei 240 nm . Das Photometer und der Assay Puffer wurden vor den Messungen auf 25°C
temperiert. Fiir die Messung wurde dann vortemperierter Assay Puffer in der Kiivette vorge-
legt und das Substrat SDL hinzugefiigt. AnschliefSend wurde die Kiivette in das temperierte
Photometer gestellt, nach 10 sec der Nullabgleich durchgefiihrt und nach 15 sec mit dem
Aufzeichnen einer 30 sec langen Basislinie begonnen, gefolgt vom Start des Assays durch
Enzymzugabe (Gesamtvolumen 1 ml). Bei Inhibitionsstudien wurde der jeweilige Inhibitor
nach dem Substrat in die Kiivette pipettiert.

GlolI Assay Puffer 100 mM MOPS, pH 6.8
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3 Ergebnisse

3.1 Lokalisation der Glyoxalasen in Plasmodium
falciparum

Analysen der DNA-Sequenzen von PfGloI und PfcGloll ergaben, dass diese Proteine keiner-
lei Signalsequenz aufweisen und somit voraussichtlich im Zytosol des Parasiten verbleiben.
Dagegen besitzt PftGloll eine N-terminale Signalsequenz, die auf einen Transport in den
Apikoplasten hindeutet [1]. Bei der Abschédtzung der Wahrscheinlichkeit fiir einen Transport
wurde mit verschiedenen Programmen jedoch ein geringer Wert berechnet. So ergab z. B.
die Abschdtzung mit PATS 1.2.1 [116] einen Wert von 0.26 (von 1.0). Um genaue Informa-
tionen tiber die tatsdachliche Lokalisation der Glyoxalasen zu erhalten, wurden C-terminale

Fusionsproteine mit GFP erstellt und in den Blutstadien von P, falciparum exprimiert.

3.1.1 PfGlol und PfcGloll befinden sich im Zytosol des Parasiten

Fluoreszenzaufnahmen lebender Parasiten mit PfGloI-GFP (3D7%°/6) oder PfcGloII-GFP
(3D7¢ClolIG) 7eigten ein GFP-Signal iiber den kompletten Korper der Zelle (mit Ausnahme

der Nahrungsvakuole) und bestétigten die erwartete zytosolische Lokalisation (Abb. 3.1 A).

3.1.2 PftGloll ist im Apikoplasten lokalisiert

Im Gegensatz dazu wiesen Fluoreszenzaufnahmen lebender Zellen (Abb. 3.1 B) mit PftGlolI-
GFP (3D7'¢"°l) ein klar abgegrenztes Signal auf, das eine Lokalisation im Apikoplasten
vermuten lie8. Um die Lokalisation zu bestdtigen, wurden die 3D7tC_7ellen fixiert und
mit einem Antikorper gegen das Acyl-Carrier-Protein (ACP), einem Marker fiir den Api-
koplasten, inkubiert. Immunfluoreszenzaufnahmen zeigten deutlich eine Kolokalisation
des GFP-Signals mit dem ACP-Signal sowohl in Trophozoiten (Abb. 3.1 C obere Reihe) als
auch in Schizonten (Abb. 3.1 C untere Reihe). PftGloll ist somit die erste Glyoxalase, deren

Lokalisation in einem Plastiden experimentell bestitigt wurde.
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A DIC GFP Hoechst Merge Overlay

3p7¢GloliG

B DIC GFP Hoechst Merge Overlay

3p7tGloliG

C DIC GFP anti-ACP Hoechst Merge Overlay

Abbildung 3.1: Lokalisation der Glyoxalasen in P, falciparum [V.2]. A) Lokalisation von PfGloI und
PfcGloll im Zytosol von P, falciparum. B) Live-Cell-Imaging von Erythrozyten, die mit 3D7'6lo!
infiziert wurden. In einigen Erythrozyten wurde ein zusétzliches, schwicheres GFP-Signal um den
Parasiten detektiert. Aufgrund der Uberexpression des GFP-Fusionsproteins kénnte der Import in
den Apikoplasten iiberlastet sein und PftGlollI anstelle dessen iiber die standardm&Rige Sekretion
in das Lumen der parasitophoren Vakuole transportiert werden (weiler Pfeil). C) Immunfixierte
Erythrozyten, die mit 3D7/!°!! infiziert wurden. Eine Kolokalisation des GFP-Signals mit dem ACP-
Signal ist sowohl in Trophozoiten (obere Reihe) als auch in Schizonten (untere Reihe) deutlich
erkennbar.
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3.1.3 Kontrolle der GFP-Fusionsproteine mittels Western-Blot

Zur Kontrolle der Fusionsproteine wurden Proteinextrakte von 3D760IG 3p7¢GlollG 1ng
3D7'GlolG mittels SDS-PAGE aufgetrennt und im Western-Blot mit Antikérpern gegen GFP
detektiert. Die berechnete molekulare Masse der jeweiligen Fusionsproteine stimmte genau
mit den detektierten Signalen iiberein. Bei PftGloll konnte zusétzlich eine etwas kleinere
Bande beobachtet werden, die vermutlich auf eine Prozessierung des Vorlduferproteins im
Laufe des Proteinimports zuriickgefiihrt werden kann. Bei ca. 26 kDa konnte eine weitere
Bande detektiert werden. Diese ist wahrscheinlich das Ergebnis der 6fters beobachteten
Degradation des GFP-Fusionsproteins [107]. Ein vermehrter Abbau des tiberexprimierten
Fusionsproteins liefert ebenfalls eine Erkldrung fiir den Fluoreszenzhintergrund in Abb.
3.1B+C.

R &£ R
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35 — Abbildung 3.2: Kontrolle der GFP-Fusionsproteine
mittels Western-Blot [V.2]. Berechnete molekula-

25 — - GFp re Masse der Fusionsproteine: PfGlol = 69.9 kDa,
PfcGloll = 57.7kDa und PftGloll = 65.5kDa. Die

18— importierte und um die N-terminale Signalsequenz

kDa verkiirzte PftGloll ist mit einem Stern markiert.

3.2 Struktur- und Interaktionsstudien

3.2.1 Kristallisationsversuche mit PfGlol und PfcGioll

Bislang gibt es keine Rontgenkristallstruktur von PfGlol oder PfcGloll. Besonders die Struk-
tur der monomeren PfGlol ist dabei von Bedeutung, da ein Sequenzvergleich mit der homo-
dimeren hGloI auf signifikante Unterschiede deutet. Ein vollstdndiges Modell von PfGlol
basierend auf der Struktur von hGlol konnte nicht erstellt werden, da es einen Abstand von
etwa 2.5 nm zwischen den Resten Met184 und Ser26’ von hGlol gibt, die im Alignment [1]
mit Lys172 und Tyr174 von PfGlol gepaart werden. Aulerdem fehlen in PfGlol zwischen
Lys172 und Asn173 die zu Met1-Pro25 homologen Reste der humanen Glol. Zudem besitzt
die C-terminale Hilfte von PfGlol im mittleren Bereich eine 18 Aminosdure lange Insertion

im Vergleich zum humanen Protein [1].
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Kristallisation von PfcGioll

Die Kristallisationsexperimente von rekombinanter PfcGloIl WT wurden dadurch erschwert,
dass PfcGloll WT wédhrend der Gelfiltration in einem salzfreien bzw. salzarmen Puffer
aggregierte. Auch die Zugabe von 1 mM ZnSO,4 bei 50 mM Nac(l fiihrte lediglich zu weni-
ger Aggregation. Kristallansédtze wurden deshalb nach einem Gelfiltrationslauf mit 50 mM
MOPS, 200 mM NacCl, pH 7.8 angesetzt. Dabei wurde PfcGloll WT in einer Konzentration
von 3 mg/ml eingesetzt und die NeXtal Suites Classics, Classics Lite, pH Clear I und pH
Clear II bei 20 °C getestet, jedoch wuchsen unter keiner Bedingung Kristalle heran. Eine
Proteinprazipitation wurde in unterschiedlichem MaRe bei den untersuchten NeXtal Suites
beobachtet: bei Classics prézipitierte PfcGloll WT bei 42 % der Pufferbedingungen, bei pH
Clear I und II bei 32 % der Bedingungen und bei Classics Lite bei lediglich 17 %.

Kristallisation von PfGilol

Bei der Kristallisation von rekombinanter PfGloI wurden verschiedene Strategien verfolgt, in-
dem unterschiedliche Proteinvarianten exprimiert und kristallisiert werden sollten (Tab. 3.1).
Eine Strategie war die Umklonierung von PfGlol WT in pET-28, um eine hthere Ausbeute

durch die Expression unter dem T7 Promoter zu erzielen. Jedoch fiihrte weder die Expression

Variante Beschreibung

GloI E272Q (pQE30)  Vorteil gegeniiber WT: wesentlich hohere Ausbeute, in An- und Abwesen-
heit von S-Hexylglutathion (Stabilisierung?)
GloI WT (pET-28) T7 Promoter (stirker als T5 Promoter in pQE30), hhere Ausbeute?

GloI WT AS110-277 verkiirztes Protein, nur die beiden inneren Domé&nen, Verbindungsstiick
zum Monomer bleibt erhalten, in pQE30 und pET-28

ProtA-Glol (pET-28) erhohte Ausbeute und Stabilitit durch das Anfiigen eines gro3eren Tags?

Tabelle 3.1: Verschiedene PfGlol-Varianten fiir Kristallisationsexperimente.

von PfGlol WT (pET-28) in BL21 (DE3) (Abb. 3.3 A obere Reihe) noch BL21-CodonPlus (DE3)-
RIL oder in Rosetta-gami 2 (DE3) zu einer hoheren Ausbeute im Vergleich zur Expression
von PfGlol WT (pQE30) in XL1-Blue (Abb. 3.3 A untere Reihe). Die erzielte Proteinmenge
von PfGlol WT (pET-28) war mit 5 bis 20 pug pro Liter Kultur sogar niedriger als von PfGlol
WT (pQE30) mit 75 bis 100 ng pro Liter Kultur.

Eine weitere Uberlegung war die Expression und Kristallisation eines verkleinerten Pro-
teins, um die eventuell zu hohe Flexibilitdt von PfGlol WT zu verringern und dadurch die
Kristallbildung zu erleichtern. Zu diesem Zweck wurden die beiden inneren Doménen II

und III (siehe Abb. 1.6) von PfGlol ausgewdhlt, da bei dieser Variante die Aminosduren
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Abbildung 3.3: SDS-PAGE (15 %) der Reinigungsfraktionen der verschiedenen PfGloI-Varianten.
A) Vergleich der Aufreinigung von PfGlol WT (pET-28) und PfGlol WT (pQE30). SC6: S-Hexyl-
glutathionagarose, Ni-NTA: Ni-NTA-Agarose, M: Marker, FT: Durchlauf, W: Waschfraktion, E: Elution.
B) Loslichkeit der rekombinanten, verkiirzten PfGlol-Proteine. A: Gesamtzellaufschluss, P: Pellet und
U: Uberstand nach Zentrifugation. Es ist deutlich zu erkennen, dass PfGlol vollstindig im Pellet ver-
bleibt. Eine Aufreinigung von léslicher verkiirzter PfGloI war weder {iber S-Hexylglutathionagarose
noch iiber Ni-NTA-Agarose moglich (nicht im Bild) C) Aufreinigung von GloI E272Q und ProtA-Glol.
GF: Gelfiltration.

erhalten bleiben, die fiir die Verbindung zum Monomer zustidndig sind. Nachdem dieser
Strukturanteil beim humanen Homodimer nicht vorhanden ist, sind Informationen dariiber
von besonderem Interesse. Jedoch wurde weder pET-28 Glol;¢.277 noch pQE30 Glol;;;1.277
in BL21(DE3) bzw. XL-Blue in 16slicher Form bei 30 °C oder 37 °C exprimiert (Abb. 3.3 B).
Im Gegensatz dazu wurde GloI E272Q und ProtA-Glol erfolgreich in XL1-Blue bzw. BL21
(DE3) exprimiert und 0.5 bis 3.5 mg (je 6 Liter Kultur) fiir die Kristallisationsexperimente
aufgereinigt (Abb. 3.3 C). Die Vorversuche wurden mit den NeXtal Suites Classics, Classics
Lite, pH Clear I und II, AmSQy4, Cations und Anions im sogenannten ,sitting drop“-Verfahren
durchgefiihrt. Bei Glol E272Q wurde S-Hexylglutathion (SC6) als Additiv verwendet, um
eine hohere Stabilitdt zu erreichen. Fiir die Puffer pH Clear F11, F12, E12, pH Clear HS6,
Classics Lite D6 und Cations F7 wurden zusétzlich Verfeinerungen getestet, indem die
Proteinkonzentration (von 1.0 bis 3.5 mg/ml), die Pufferzusammensetzung und/oder der
pH (von 7.75 bis 9.0) variiert wurde, um gréRere Kristalle zu erhalten. Bislang bildeten sich

jedoch dulierst kleine, meist igelférmige Kristalle (Tab. 3.2).
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Suite Puffer Protein + Additiv mg/ml

pHClearI1F11 0.1 M Tris pH 8.0, 3.2 M Ammoniumsulfat GloI E272Q + 2 mM SC6 2,5
pHClearIE12 0.1 M Bicine pH9.0, 1.6 M Ammoniumsulfat Glol E272Q + 2 mM SC6 2,5
pHClearI1F12 0.1 M Bicine pH9.0, 3.2 M Ammoniumsulfat  GloI E272Q + 2 mM SC6 2,5

pHClearIH6 3.4M Natriummalonat pH 6.0 GloI E272Q + 2mM SC6 2,5

Classics Lite 0.1 M Natriumphosphat, 0.1 M Kaliumphos-  Glol E272Q + 2 mM SC6 2,5

D6 phat, 0.1 M MES pH 6.0, 1 M NaCl

AmSO,4 H8 3 M Ammoniumsulfat, 1% (v/v) MPD GloI E272Q + 2 mM SC6 3.5

Cations B7 0.1 M Tris pH 8.5, 3.5 M Ammoniumchlorid GloI E272Q + 2mM SC6 3.5

Cations F7 0.1 M Tris pH 8.5, 2.2 M Calciumchlorid Glol E272Q + 2 mM SC6 3.5

Classics A10 0.2 M Magnesiumchlorid, 0.1 M Hepes- ProtA-Glol 3
Natriumsalz pH 7.5, 30 % (v/v) Isopropanol

Classics Lite 0.2 M Magnesiumchlorid, 0.1 M Tris pH 8.5, ProtA-Glol 3

A3 1.7M 1,6-Hexanediol

Classics F1 0.2M Magnesiumformiat ProtA-Glol 3

Tabelle 3.2: Ergebnisse der Vorversuche zur Kristallisation von PfGlol. Unter den meisten Puffer-
bedingungen waren die erhaltenen Kristalle igelférmig, bis auf die Puffer Cations B7 und F7, bei
denen die Kristalle eine rechteckige Form annahmen.

3.2.2 PfGlol und PfcGloll scheinen nicht miteinander zu
interagieren

Nachdem die Existenz eines vollstindigen Glyoxalase-Systems im Zytosol von P, falciparum
(siehe 3.1.1) bestdtigt werden konnte, stellte sich die Frage, ob beide Enzyme fiir eine effizien-
te Entgiftung eng zusammenarbeiten (,,substrate shuffling“). Beide Enzyme eluierten zwar
gemeinsam von der Gelfiltrationsséule (Abb. 3.4 A + B), jedoch kénnte die Uberlagerung auch
durch die hohere apparente molekulare Masse von PfcGloll (siehe 3.2.3) bedingt worden
sein. Deswegen wurden Pull-Down Experimente mit Protein A (ProtA) oder His-getaggten
PfGlol- und PfcGloll-Enzymen durchgefiihrt, um herauszufinden, ob beide zytosolische En-
zyme miteinander interagieren. Bei allen Kombinationsmdoglichkeiten war es nicht moglich,
eine Interaktion zwischen PfGlol und PfcGloll nachzuweisen (Abb. 3.4 D). Anschlielend
wurde mit dem neu erstellten ProtA-Glol Fusionsprotein nochmals das Verhalten auf der Gel-
filtrationsédule untersucht. Bei diesem Lauf eluierte das nun vergroferte ProtA-Glol getrennt

von His-cGlolI (Abb. 3.4 C) und unterstiitzt somit das Ergebnis der Pull-Down Experimente.
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Abbildung 3.4: Interaktionsstudien mit PfGloI und PfcGloll. A) Gelfiltrationschromatographie mit
His-Glol und His-cGloll. His-Glol oder His-cGlollI allein auf die Sdule aufgetragen ergaben ein
gleiches Laufverhalten. B) SDS-PAGE (15 %) der gesammelten proteinhaltigen Fraktionen. C) SDS-
PAGE (15 %) der gesammelten proteinhaltigen Fraktionen des Gelfiltrationslauf mit ProtA (pA)-Glol
und His-cGloll. D) Pull-Down Experimente mit N-terminal getaggten GloI oder cGloll Proteinen.
Eine Interaktion zwischen His- und ProtA-getaggten Protein wurde sowohl tiber Ni-NTA-Agarose als
auch iiber IgG-Sepharose untersucht. Zum Vergleich wurden die jeweiligen zu untersuchenden Inter-
aktionspartner mit auf das SDS-Gel (15 %) aufgetragen oder angezeichnet. m: Marker, f: Durchlauf,
w: Waschfraktion, e: Elution.

3.2.3 PfcGloll bildet transiente Homodimere in Losung

Die Analyse der apparenten molekularen Masse von PfcGloll WT und Mutanten mittels
analytischer Gelfiltration zeigte, dass alle Mutanten eine geringere apparente molekula-

re Masse wie WT aufwiesen (Tab. 3.3). Beim Vergleich mit der berechneten molekularen

Enzyme Mpp (kDa) Mpp/31.8 kDa

cGloITWT 453+ 2.0 1.43 £ 0.06

cGloIIR154K 23.2+1.6 0.73 £ 0.05

cGloIIR154M 269+ 8.1 0.85 + 0.26 Tabelle 3.3: Mittelwerte der apparenten

cGloIIR257Q 39.0 + 0.2 123+001  Molekularen Masse von PfcGloIl WT
und Mutanten (je zwei bis vier unab-

cGlolIR257D 26.1+2.1 0.82 +0.07 hingige Gelfiltrationsliufe). Die theoreti-

cGloIIK260Q 32.0+£0.2 1.01 £ 0.01 sche molekulare Masse von rekombinan-

cGlolIK260D 375+2.1 1.18 + 0.07 ten His-cGloII WT und Mutanten betragt
31.8kDa [V.1].
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Masse von PfcGloll WT stellte sich zudem heraus, dass PfcGloll WT mit einer 1.5-fachen
apparenten molekularen Masse eluiert. Eine Missfaltung der mutierten Proteine hétte eine

hohere apparente molekulare Masse zur Folge. Eine geringere molekulare Masse konnte

A

Dimer

B
/
W1 Monomer /
4
Tetramer

Relative Absorbance @ 280 nm

R154K D .
b 6\(: q l:l) ) a0 ’ sed coefficient [S] 1
olume (m|
C
WT R154K WT R154K 100
> +DSS
116 — .“ .- T 116 = ‘® 80
Q
66 -l ‘ 66 B ]
“‘.' .'.‘—D ~ s -D 5 60
45 = 45 - £
2 40
35 = 35 7 s
Q
SRR«  SSeeasees . .
25 - 25 -
kDa kDa 04
0 510 30 60 0 5 10 30 60 min 0 510 30 60 0 5 10 30 60 min 0 5 10 30 60
+ glutaraldehyde +DSS Time (min)
D -GSH +GSH E  175mm 300 mM 500 mM 750 mM  NaCl
166 — 1 NK 5 15 30 NK 5 15 30 NK 5 15 30 NK 5 15 30 min
66 - -D - .. 4
45— -
35— - F pH 7.8 pH 6.8
5 WD ED W v - - - 01 025 05 1 01 025 05 1 uM
s B 5 A0 @ 1 5 10 20 mn MK 530 530530530 NK530 530530530 min
a

- - wa e —D
+ glutaraldehyde e - - -

Abbildung 3.5: Oligomerisierung von PfcGloll. A) Vergleich der Gelfiltration von PfcGloIl WT und
R154K [V.2]. B) Analytische Ultrazentrifugation von PfcGloll WT. C) Crosslinking von PfcGloIl WT
und R154K. 5 - 8 uM PfcGloIl WT und R154K wurden mit Glutaraldehyd (1000x[cGloII]) oder DSS
(130x[cGloll]) bei 4 °C chemisch quervernetzt und mittels SDS-PAGE (12 %) und Western-Blot (Anti-
His Antik6rper) analysiert. M: Monomer, D: Dimer, T: Tetramer. Die Signale aus den Western-Blots
wurden quantifiziert, die relative Intensivitdt der Dimer-Bande von WT (schwarze Balken) und R154K
(weile Balken) berechnet und gegen die Zeit aufgetragen [V.2]. D) Crosslinking-Experiment von
5.5 uM PfcGloll WT mit Glutaraldehyd (1000x[cGloII]) in An- oder Abwesenheit von 5mM GSH (4 °C).
E) Salzabhidngigkeit der chemischen Quervernetzung von 1 pM PfcGloIl WT mit DSS (400x[cGloII])
bei RT. NK: Negativkontrolle mit DMSO. F) Crosslinking unterschiedlicher Proteinkonzentrationen
mit DSS (400x[cGlolI]) bei zwei verschiedenen pH-Werten (RT).
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entweder durch eine gednderte strukturelle Flexibilitdt oder durch ein gedndertes Monomer-
Dimer-Gleichgewicht verursacht werden. Da die Oligomerisierung von der Assoziations-
und Dissoziationskonstante abhéngig ist, kann insbesondere ein schnelles Monomer-Dimer-
Gleichgewicht gelegentlich nicht durch analytische Gelfiltration aufgeklart werden.

Deswegen wurde die Dimerbildung mittels Analytischer Ultrazentrifugation untersucht.
Hierbei konnte eine Oligomerisierung festgestellt werden (Abb. 3.5 B). Infolgedessen wurde
untersucht, ob PfcGloIl WT oder PfcGloII’'*#K durch Glutaraldehyd oder Disuccinimidyl-
suberat (DSS) chemisch quervernetzt werden konnen (Crosslinking). Beide Proteine lief$en
sich erfolgreich durch diese Substanzen quervernetzen, wobei eine ldngere Inkubation mit
Glutaraldehyd auflerdem zur Bildung von Tetrameren fiihrte. Da keine Trimere detektiert
wurden, kann davon ausgegangen werden, dass nur «,-0Oligomere, aber keine o¢3-Oligomere
gebildet werden konnen. Beim Vergleich der Oligomerisierungskinetik von PfcGloIl WT und
PfcGloII’1%K zeigte sich deutlich, dass PfcGloIT”R>#K wesentlich langer fiir die Quervernet-
zung bendtigt (Abb. 3.5 C). Diese langsamere Quervernetzung deutet darauf hin, dass sich
das Gleichgewicht zugunsten der monomeren Form verlagert hat, weshalb die mutierten
PfcGloll-Enzyme bei der Gelfiltration eine geringere apparente molekulare Masse aufwie-
sen. Weitere Versuche mit Glutaraldehyd und DSS unter unterschiedlichen Bedingungen
deuten darauf hin, dass weitere Faktoren die Oligomerisierung beeinflussen. In Anwesen-
heit von reduziertem Glutathion verlief die Oligomerisierung langsamer ab (Abb. 3.5 D),
wobei nicht ausgeschlossen werden kann, dass durch die Zugabe von GSH die effektive
Glutaraldehydkonzentration abgesenkt wurde. Weiterhin wurde gezeigt, dass die chemische
Quervernetzung und somit die Dimerisierung salzabhéngig ist (Abb. 3.5 E). Eine zu niedrige
oder zu hohe Salzkonzentration wirkte sich negativ auf die Dimerisierungsgeschwindigkeit
aus. Die hochste Geschwindigkeit wurde bei einer Salzkonzentration von 300 mM NacCl er-
reicht. Ein weiterer Faktor war die Proteinkonzentration (Abb. 3.5 F). Bei einer Konzentration
unter 250 nM war es unter den gegebenen Versuchsbedingungen nicht mehr méglich, das
Dimer chemisch querzuvernetzen.

Die Dimerisierung wurde auerdem durch Pull-Down Experimente mit zwei unterschied-
lich N-terminal getaggten PfcGloll Konstrukten nachgewiesen. ProtA-cGloll wurde zusam-
men mit His-cGloll von einer Ni-NTA-Agarosesdule eluiert, wahrend ProtA-cGlolI allein
nicht an die Ni-NTA-Sdule binden und aufgereinigt werden konnte. Zudem wurde His-cGloll
zusammen mit ProtA-cGloll von einer IgG-Sepahrosesdule eluiert, wihrend His-cGlolI kei-
nerlei unspezifische Bindung an die IgG-Sepharosesdule zeigte (Abb. 3.6). Als ndchstes wurde
die Dimerisierung von PfcGloll mittels SPR-Spektroskopie untersucht, um die Dissoziations-

konstante zu ermitteln. Dabei interagierte sowohl His- als auch Prot A-cGlollI bereits mit
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Abbildung 3.6: Pull-Down Experimente mit N-terminal getaggter PfcGlolI [V.2]. ProtA-cGlolI wur-
de zusammen mit His-cGlollI iiber eine Ni-NTA-Agarosesdule oder IgG-Sepharosesdule gereinigt
und eine Interaktion (= gemeinsame Elution) mittels SDS-PAGE (15 %) analysiert. Als Negativkon-

trolle diente eine Reinigung ohne entsprechenden Bindungspartner. m: Marker, f: Durchlauf, w:
Waschfraktion, e: Elution.

jedem der verwendeten, noch unbehandelten Sensorchips (NTA, CM3 und C1). Aufgrund
der fehlenden Kontrollreferenz konnte iiber diese Methode die Dissoziationskonstante
K4 nicht bestimmt werden. Deswegen wurde ein K4?PP von ca. 5 uM durch Crosslinking-
Experimente mit verschiedenen Proteinkonzentrationen abgeschitzt (Abb. 3.7). Mit Hilfe
der Gelfiltrationsstudien, Pull-Down-Experimente, der analytischen Ultrazentrifugation
und der chemischen Quervernetzung wurde zum ersten Mal nachgewiesen, dass PfcGloll

in Losung in einem Gleichgewicht aus Monomer und Dimer vorliegt.

+ DSS = 130 pM + D55 = 130x[cGloll]
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Abbildung 3.7: Abschétzung der Dissoziationskonstante von PfcGloll [V.2]. PfcGloIl WT wurde
entweder mit einer festen Konzentration (jeweils links) oder in einem festen Verhiltnis (jeweils
rechts) an DSS fiir 10 min bei 37°C chemisch quervernetzt. Die Proben wurden mittels SDS-PAGE
(12 %) und Western-Blot (Anti-His Antikdrper) analysiert. Die Signale wurden quantifiziert und der
Anteil an Dimer gegen die Gesamtproteinmenge aufgetragen. Nicht-lineare Regression (Hyperbel)
fiihrte zur Abschétzung der Dissoziationskonstante von ca. 5 bis 7 uM.
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3.3 Katalysemechanismus der Glyoxalase Il

3.3.1 Rekombinante PftGloll wird in E. coli nur unzureichend
exprimiert

Bereits bei der initialen Charakterisierung der PftGloll wurde lediglich eine Ausbeute von
0.2 mg Protein pro Liter Kultur erzielt [1]. Ausgehend vom in [1] beschriebenen Protokoll
(Expression eines Konstrukts ohne N-terminale Signalsequenz (A AS 1-56) in E. coli M15
fiir 6 h bei 37°C in modifiziertem LB) wurde versucht, die Expression und Aufreinigung
zu reproduzieren und zu verbessern. Jedoch fiihrte die Expression in M15, XL1-Blue oder
BL21(DE3) nicht zu einer gesteigerten Proteinmenge, unabhéngig davon, ob die Anzucht
in LB- oder LB-Mg-MOPS-Medium mit oder ohne Zugabe von ZnSO4 durchgefiihrt wurde.
Auch die Variation der Temperatur (30°C und 37°C), der IPTG-Konzentration (0.3 bis 1mM)
sowie der Expressionsdauer (6 h bzw. tiber Nacht) brachten keine Verbesserung. Zudem
wurde die Aufreinigung dadurch erschwert, dass PftGloll bereits bei einer Konzentration von
25 mM Imidazol von der Ni-NTA-Agarose eluiert wurde und somit nicht in einer fiir Enzym-
aktivitditsmessungen notwendigen Reinheit vorlag. Die einzigen vielversprechenden Ansétze
waren die Expression des Fusionsproteins ProtA-tGloll in BL21 bzw. die Expression von
His-tGlolI in NEB Shuffle Zellen, die zu einer erhéhten Menge an 16slichem Protein fiihrten.
Fiir die anschliefende Reinigung dieser Proteine miissen die entsprechenden Protokolle

noch optimiert werden.

3.3.2 Optimierung des Expressions- und Reinigungsprotokolls
von PfcGloll fuhrt zu einer Steigerung der Enzymaktivitat

Das bei der initialen Charakterisierung von PfcGloIl WT verwendete Expressions- und Rei-
nigungsprotokoll [1] wurde fiir die ausfiihrliche Studie des Katalysemechanismus verfeinert.
Eine halbe Stunde vor Induktion mit IPTG wurde dem LB-Medium 1 mM (final) ZnSO,4
zugegeben. Zudem wurde die Expression des rekombinanten Proteins mit lediglich 0.5 mM
IPTG induziert. Als Resultat dieser Anderungen verbesserte sich die Séttigung mit Zinkionen.
Statt einem Metallgehalt von 0.05 mol an Zink und 0.26 mol Eisen pro mol Protein [1] waren
die rekombinanten PfcGlolI-Enzyme mit = 2 mol Zink pro mol Protein geséattigt. Weder
Mangan noch Kupfer, Molybddn oder Kobalt und lediglich geringe Spuren an Eisen (ca.
0.1 mol) wurden bei der Metallionenanalyse nachgewiesen. Die verbesserte Sattigung von
PfcGloll WT mit Zinkionen fiihrte zu einer erh6hten Enzymaktivitit (3-facher Anstieg von

kcat®PP mit S-D-Lactoylglutathion). Im Gegensatz dazu stimmte der ermittelte Ky,-Wert mit
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den vorhergehenden Messungen von rekombinanter PfcGloll [1] (Tab. 3.4) oder cGlolI aus
Parasitenextrakt [103] tiberein. Die Bindung von Zink an PfcGloll scheint aulerdem stabil
oder geschiitzt zu sein, da die Inkubation mit einem 1000-fachen Uberschuss an EDTA selbst

tiber Nacht lediglich zu einem Aktivitdtsverlust von ca. 25 % fiihrte.

Enzym kca:™P (s7) KPP (uM) kcat/Km M s7)

cGIloII WT [1] 120 (32%) 100 £ 10 (88%) 1.2 x 108 (36%)
cGloIIWT 375+ 61 (100%) 114 £ 12 (100%) 3.3 x10° (100%)
cGloII R154K 285 + 65 (76%) 116 + 14 (102%) 2.4 %108 (73%)
cGlolIl R154M 222 + 48 (59%) 275+ 34 (241%) 8.1 x10° (25%)
cGloll R257Q 67 + 32 (18%) 12551 + 130 (2238%) 3.0 x 10* (0.9%)
cGloll R257D 60 + 30 (16%) 15782 + 3074 (5072%) 1.1 x 10* (0.3%)
cGloll K260Q 171 + 37 (46%) 14308 + 1200 (3779%) 4.1 x 104 (1.2%)
cGloII K260D 74 + 43 (20%) 12867 + 1409 (2515%) 2.6 x10* (0.8%)

Tabelle 3.4: Kinetische Parameter fiir PfcGloIIl WT und Mutanten. ' Die Genauigkeit der hohen
Km®PP-Werte wird dadurch beeinflusst, dass aufgrund der Eigenabsorption des Substrats bei 240 nm
héchstens 0.7 mM S-D-Lactoylglutathion (SDL) im GlolI-Assay eingesetzt werden kénnen.

Fiir eine ausfiihrliche Studie der Substratbindung und des Katalysemechanismus wurde
zuerst ein molekulares Modell der Glutathionbindungsstelle (Abb. 3.8) erstellt. Ausgehend
von diesem Modell wurden die konservierten Aminosduren Argl54, Arg257 und Lys260
ausgewdhlt (siehe auch Abb. 1.10) und mittels ortsgerichteter Mutagenese jeweils durch
zwei verschiedene Aminosduren ersetzt, die nach ihren strukturellen Eigenschaften und
ihren Konformationsparametern [26] ausgewdhlt wurden (weitere Details siehe 4.3.2). Alle
rekombinanten Enzyme (WT und Mutanten) wurden in 16slicher Form in E. coli exprimiert
und zwischen 25 und 70 nmol (0.8 bis 2.2 mg) an reinem Protein (Abb. 3.9 A) pro Liter Kul-
tur gewonnen. Gelfiltrationschromatographie (Abb. 3.5 A, Tab. 3.3) und CD-Spektroskopie
zeigten (Abb. 3.9 B), dass sowohl WT als auch Mutanten richtig gefaltet sind. Nach der Auf-
reinigung verlor rekombinante PfcGloll innerhalb von 5 Tagen ca. 20 - 50 % an Aktivitét,
wihrend die Mutanten bereits nach 2 Tagen ca. 30 - 50 % an Aktivitit verloren. Ahnliche
Aktividtsverluste wurden bereits bei hGloll beobachtet [102]. Um die Reproduzierbarkeit
der Ergebnisse zu gewdhrleisten, wurde deshalb immer mit frisch aufgereinigtem Enzym ge-
arbeitet. Der Aktivitdtsverlust wurde auch nicht durch die Zugabe von 10 bzw. 20 % Glycerin
(final) in den Puffer verzogert. Stattdessen verlor PfcGloll ca. 50 % an Aktivitdt in der sofort

darauffolgenden Kontrollmessung.
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Abbildung 3.8: Molekulares Modell der Glutathionbindungsstelle von PfcGloll [V.1]. Die Amino-
sduren, die an der Bindung beteiligt sind, sind hervorgehoben. Die Metallionen, die an der Hydrolyse
im katalytischen Zentrum beteiligt sind, sind griin. Glutathion ist im Stdbchenmodell dargestellt.
A) Seitliche Ansicht. B) Vorderansicht. Die drei Aminosduren Argl54, Arg257 und Lys260 werden
zusétzlich durch das Glutathionriickgrat vom katalytischen Zentrum abgetrennt. C) Mogliche Was-
serstoffbriicken zwischen Glutathion und den Heteroatomen der entsprechenden Aminosduren
von PfcGloll. Der Abstand der Heteroatome der Seitenketten von Arg257 und Lys260 untereinander
betrigt mehr als 4.5 A. Die Seitenkette von Argl54 befindet sich 10 A vom katalytischen Zentrum
entfernt, wihrend die Seitenketten von Arg257 und Lys260 ca. 11 A bzw. 13 A entfernt sind. AuRerdem
sind Arg257 und Lys260 durch das Glutathionriickgrat vom Reaktionszentrum abgeschirmt. Das
Modell wurde basierend auf der Struktur von hGlolI (PDB-Eintrag 1QHS5) erstellt [24].

3.3.3 Die Aktivitat von PfcGloll ist salz- und pH-abhéangig

Aktivititsmessungen zeigten, dass sowohl PfcGloll WT als auch die Mutanten im Bereich
der untersuchten Substratkonzentration einer typischen Michaelis-Menten Kinetik folgten
(Abb. 3.9E). Bei Messungen der Enzymaktivitdt von PfcGloll WT mit einer ansteigenden
Salzkonzentration im Assay stellte sich heraus, dass das Enzym mit Anstieg der Salzkonzen-
tration an Aktivitét verliert. Die Aktivitdt sank bei einer Substratkonzentration von 0.4 mM
auf unter 50 %, sobald die Salzkonzentration auf 0.4 M erh6ht wurde (Abb. 3.9 D). Genauere
Untersuchungen enthiillten, dass die katalytische Effizienz bei 0.4 M Salz auf weniger als
ein Viertel der Effizienz in salzfreiem Puffer reduziert wurde, da sowohl K,,?PP anstieg als
auch k.,?PP absank (Abb. 3.9 E). Der Verlust der Aktivitdt wurde nicht durch salzbedingte
Proteinprazipitation bedingt und dhnliches wurde bei hGloll nachgewiesen [102]. Deswe-
gen wurden alle weiteren Untersuchungen in salzfreiem Puffer durchgefiihrt und selbst
beim Einsatz von hohen Enzymkonzentrationen (z.B. fiir PfcGloll R254D) stieg die finale
Salzkonzentration nicht tiber 5 mM.

Zusitzlich wurde das Verhalten von PfcGloll WT bei verschiedenen pH-Werten unter-
sucht. Dabei konnte gezeigt werden, dass die Enzymaktivitdt stark vom verwendeten pH

abhéngig war. Dieses Ergebnis war zu erwarten, da saure und basische Reste im Substrat
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Abbildung 3.9: Die Aktivitdt von PfcGloll ist salz- und pH-abhingig [V.1]. A) Die rekombinanten
PfcGloll-Enzyme wurden mittels SDS-PAGE (15 %) auf ihre Reinheit untersucht. m: Marker, 1: cGloll
WT, 2: cGloll R154K, 3: cGlolIl R154M 4: cGloll R257D, 5: cGloll R257Q, 6: cGloll K260D, 7: cGloll
K260Q. B) CD-Spektrum von 12 uM K260D und WT (offene bzw. geschlossene Kreise). Beide Spektren
lieBen sich iiberlagern und deuten darauf hin, dass die verminderte Aktivitdt der Mutanten nicht
durch Fehlfaltung bedingt ist. Der Sekundarstrukturgehalt (26 % «-Helices und 26 % [3-Faltblatt)
konnte nur abgeschétzt werden, da der verwendete Puffer zu einer starken Absorption bei Wellenlin-
gen unter 210 nm fiihrte. C) Beispiel eines Zeitverlaufs einer einzelnen cGlolII-Aktivitdtsbestimmung
mit 5nM cGloIlI WT und 0.4 mM SDL. Bevor durch die Zugabe von Enzym die Messung gestartet
wurde, wurde eine Basislinie von 30 sec aufgezeichnet. Es wurde ebenfalls kontrolliert, wie sich der
Reaktionsverlauf verhilt, wenn die Messung durch Zugabe von Substrat gestartet wird. Dabei wurde
kein Unterschied festgestellt. D) Verlust der Enzymaktivitét bei steigender Salzkonzentration. Schwar-
ze Balken: KCl, graue Balken: NaCl. E) Die Enzymaktivitit folgte einer Michaelis-Menten Kinetik. Die
Ergebnisse einer reprdsentativen Enzymmessung wurden direkt (links) oder nach Hanes (rechts)
aufgetragen. K, ®PP und k.,*PP lagen in salzfreiem Puffer (geschlossene Kreise) bei 111+3 uM bzw.
374+3s™'. Bei Verwendung von 0.4 M NaCl (offene Kreise) im Puffer stieg K, ?PP auf 402+30 uM und
keat®P sank auf 297+12s°!. F) und G) Ergebnisse eines einzelnen Experiments mit Variation der
SDL-Konzentration sowie des pH in doppelt-reziproker Auftragung.

und im aktiven Zentrum vorhanden sind (siehe Abb. 3.8) und postuliert wurde, dass das fiir
die Hydrolyse benétigte nukleophile Hydroxidion aus dem gebundenen Wasser gebildet
wird [24]. Wenn nun die SDL-Konzentration von 0.1 bis 0.6 mM sowie der pH von 5.5 bis
6.8 (entspricht einer Hydroxidkonzentration von 3 bis 63 nM) variiert und die erhaltene
Reaktionsgeschwindigkeit reziprok gegen die reziproke Hydroxidionenkonzentration aufge-
tragen wurde, ergaben sich gerade Linien. Dabei lag der Schnittpunkt oberhalb der x-Achse
sowie dullert nahe an der y-Achse (Abb. 3.9 F). Auch beim Auftragen der reziproken Reak-

tionsgeschwindigkeit gegen die reziproke SDL-Konzentration ergaben sich gerade Linien,
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die einen Schnittpunkt oberhalb der x-Achse und links der y-Achse hatten (Abb. 3.9G).
Nach Bisswanger [16] bilden sich bei Mehrsubstratreaktionen in der doppelt-reziproken
Darstellung Geraden mit einem gemeinsamen Schnittpunkt links der y-Achse. Die theore-
tischen K,?PP-Werte fiir OH  nahmen bei einem Anstieg der SDL-Konzentration ab und
lagen zwischen 20 und 6 nM. Die theoretischen K,,*PP-Werte fiir SDL nahmen ebenfalls bei
einem Anstieg der OH -Konzentration ab und lagen in einem Bereich von 260 bis 75 uM.
Diese Ergebnisse lassen darauf schliel3en, dass hier ein Bi-Bi Mechanismus vorliegt, bei dem
das Hydroxidion als zweites Substrat beteiligt ist. Eine Unterscheidung, ob ein geordneter
oder zufélliger Mehrsubstratmechanismus vorliegt, ist jedoch nur iiber die Analyse der

Produkthemmung méglich [16].

3.3.4 PfcGloll arbeitet mittels Theorell-Chance-Mechanismus

Bislang wurden nur zwei Produktinhibitionsstudien fiir GlolI aus Arabidopsis [115] und
Mensch [102] durchgefiihrt, die jedoch unterschiedliche Ergebnisse zeigten. Um mehr iiber
die Produktfreisetzung zu erfahren, wurden nun an PfcGloll WT Produktinhibitionsstudien
mit D-Lactat, GSH oder dem Ethylester von GSH (GSH-EE) durchgefiihrt. Bei letzterer Sub-
stanz wurde die Carboxylgruppe von Glycin modifiziert. D-Lactat (in millimolarer Konzen-
tration) inhibierte PfcGloll kompetitiv, wie deutlich anhand der parallelen Linien im Hanes-
Plot (Abb. 3.10 A) sowie dem Schnittpunkt der Geraden auf der y-Achse im Lineweaver-Burk-
Plot (Abb. 3.10 B) zu erkennen ist. Dahingegen wurde eine nicht-kompetitive Inhibition
durch GSH oder GSH-EE festgestellt (in einigen Textbiichern wird dieser Typ Inhibition
auch als gemischte Inhibition bezeichnet) (Abb. 3.10 A + B). Anhand der Daten aus dem
Lineweaver-Burk-Plot wurden Sekundédrdiagramme zur Bestimmung der Inhibitionskon-
stanten K;¥'°P° und K;™ angefertigt (Abb. 3.10 C). In Ubereinstimmung mit dem K;-Wert
aus dem entsprechenden Dixon-Plot (Abb. 3.10 D), konnte fiir D-Lactat ein K;*°P¢-Wert
von 31 mM bestimmt werden. Dieser Wert gibt {iblicherweise an, wie stark die Bindung des
Inhibitors an das freie Enzym ist. Fiir GSH und GSH-EE konnte ein K;*°P®-Wert von 3.5
bzw. 14 mM (Abb. 3.10 C + D) und ein K;™-Wert von 13 bzw. 49 mM (Abb. 3.10 C) bestimmt

slope

werden. Nachdem Kj niedriger ist als K;™* und der Schnittpunkt der Geraden in Abb.
3.10 B sich liber der x-Achse befindet, behindert in diesem Fall das Substrat die Bindung des
Inhibitors an das freie bzw. besetzte Enzym und umgekehrt stort der Hemmstoff auch die
Substratbindung [16]. Da beide Kj-Werte fiir GSH-EE ca. vierfach héher sind als fiir GSH,
lasst sich daraus schliefSen, dass von den beiden Substanzen GSH der starkere Inhibitor ist.

Aktivitdtsmessungen bei verschiedenen pH-Werten (= verschiedene OH -Konzentration)

fithrten zu der Theorie, dass hier ein Bi-Bi Mechanismus mit zwei Substraten, dem Thioester
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Abbildung 3.10: Produktinhibitionsstudien mit D-Lactat (obere Reihe), GSH (mittlere Reihe) und
GSH-EE (untere Reihe) [V.1]. A) Hanes-Plot. B) Lineweaver-Burk-Plot. C) Sekunddrdiagramme mit
der Steigung bzw. dem y-Achsenabschnitt aus dem Lineweaver-Burk Plot. Die verminderte Aktivitédt
(kcat?PP) beim Einsatz von 50 mM Lactat wurde vermutlich durch eine Erhohung des Salzgehalts
durch Inhibitorzugabe ausgelost (offener Kreis). D) Dixon-Plot.

und dem Hydroxidion, stattfindet. Werden die Inhibitionsmuster unter diesem Gesichts-
punkt nach den Angaben in Lehrbiichern zur Enzymkinetik (Segel, pp. 593 - 606 [87] oder
nach Bisswanger, Tab. 2.3 [16]) untersucht, kénnen ein Ping-Pong-Mechanismus, ein geord-
neter und ein iso-geordneter Bi-Bi-Mechanismus ausgeschlossen werden. Stattdessen deu-
ten die Inhibitionsmuster auf einen Theorell-Chance-Mechanismus hin, bei dem D-Lactat
zuerst das aktive Zentrum verldsst, gefolgt von GSH. Diese Reihenfolge lédsst sich auch durch
die gemessenen Kj-Werte bestdtigen. Der Kj-Wert von GSH liegt mit ca. 3.5 mM wesentlich
niedriger als der K;-Wert von D-Lactat mit ca. 31 mM und weist somit auf eine stirkere
Bindung des GSH an PfcGlolI hin.
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3.3.5 Arg257 und Lys260 sind entscheidend fuir die
Substratbindung

Mutationen der Aminosduren Argl54, Arg257 und Lys260 hatten einen negativen Einfluss
auf die katalytischen Fahigkeiten von PfcGloll. Der Austausch von Argl54 zu Lysin hatte
keinen Effekt auf KPP, wiahrend der Austausch gegen das ungeladene Methionin zu einem
2.5-fachen Anstieg von K,?PP fiihrte. Daraus ldsst sich schlieSen, dass die positiv geladene
Seitenkette (unabhingig ob Arginin oder Lysin) an der Substratbindung beteiligt ist. Im
Gegensatz dazu hatten die Mutationen von Arg257 und Lys260 einen drastischen Einfluss
auf K,?PP (Tab. 3.4, Abb. 3.11 C). Der Anstieg von KPP auf das 20- bis 50-fache zeigte
eindrucksvoll, dass diese positiv geladenen Aminosduren dullerst wichtig fiir die Substrat-
bindung sind. Zusitzlich wurde eine Doppelmutante (R257Q/K260Q) erstellt, die bis zu
einer Enzymkonzentration von 0.5 uM getestet wurde und keinerlei Aktivitét zeigte. Dieses
Ergebnis deckt sich auch mit den Produktinhibitionsstudien, bei denen GSH-EE aufgrund
des ungeladenen Ethylesters der ca. vierfach schwichere Inhibitor war. Weiterhin ldsst sich
erkennen, dass die Affinitdt von PfcGloll R257D zum Substrat aufgrund der negativ gelade-
nen Mutation niedriger ist als bei PfcGloII R257Q mit der ungeladenen Mutation. Deswegen

scheinen nicht nur Wasserstoftbriicken, sondern vornehmlich ionische Interaktionen fiir die
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Abbildung 3.11: Enzymkinetische Parameter von cGlolI [V.1]. A) Enzymkonzentrationsabhingigkeit.
Die gewdhlten Enzymkonzentrationen von cGloll WT und Mutanten zur Bestimmung der enzymbki-
netischen Parameter befanden sich alle im linearen Bereich. B) Vergleich von k.,4?PP. C) Vergleich
von K, PP, D) Vergleich der katalytischen Effizienz kcat/ K.
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starke Substratbindung verantwortlich zu sein. Die starke ionische Substratbindung erklért
auch die Salzabhéngigkeit von cGloll, da geladene Protein- und Substratseitenketten bei
hohen Salzkonzentrationen abgeschirmt werden und aufgrund der erniedrigten apparenten

Affinitdt die Reaktionsgeschwindigkeit somit sinkt.

3.3.6 Mutationen der Substratbindungsstelle beeinflussen k.,
und verandern die pH-Abhangigkeit

Jede der sechs Mutationen der Substratbindungsstelle hatte ebenfalls einen negativen Effekt
auf k¢,?PP (Tab. 3.4, Abb. 3.11 B), obwohl das Reaktionszentrum strukturell von der Substrat-
bindungsstelle abgetrennt ist (sieche Abb. 3.8). Dabei hatten Mutationen mit dem stirksten
Einfluss auf K, zugleich die geringste Aktivitdt und deuten darauf hin, dass die Substrat-
bindung ein geschwindigkeitsbestimmender Schritt ist. Aulerdem zeigten sich bei den
mutierten PfcGloll Enzymen leichte bis drastische Anderungen der pH-Abhéngigkeit. Die
groBBte Anderung war in der pH-Abhingigkeit der Mutante PfcGloll K260D zu erkennen, bei
der die pH-Kurve anstelle des breiten asymmetrischen Verlaufs eine vereinfachte Glocken-
form annahm (Abb. 3.12 A). Um der Ursache fiir diese Verdanderung auf den Grund zu gehen,
wurde das molekulare Modell von PfcGloll (Abb. 3.8) auf mogliche strukturelle Anderungen
durch die Mutation untersucht. Dabei konnte festgestellt werden, dass eine neu gebildete
Salzbriicke zwischen Arg257 und Asp260 die wahrscheinlichste Ursache fiir die Verdnderung
ist (Abb. 3.12 B). Durch die Salzbriicke wird die basische Umgebung der Substratbindungs-
stelle neutralisiert. Im Gegensatz dazu fiihrte die Mutation von Arg257 zu Aspartat im Modell
nicht zur Ausbildung einer Salzbriicke. Auch Messungen der pH-Abhdngigkeit von PfcGloll
R257D ergaben keine Anderung des Kurvenverlaufs (Abb. 3.12 A).

Der Vergleich der pH-k¢q: und pH-kcai/ Ky -Profile von PfcGloll WT und PfcGloll K260D
enthiillte zwei wesentliche Ionisierungszustdnde. Die Messdaten wurden an eine glocken-
férmige Kurve angepasst [20] und daraus zwei apparente pK,-Werte ermittelt (Abb. 3.12 C,
Tab. 3.5). Ahnliche Werte wurden auch durch logarithmische Auftragung und graphische Aus-
wertung erhalten (Abb. 3.12 D, Tab. 3.5). Sowohl PfcGloIl WT als auch die Mutante PfcGloll
K260D hatten einen sauren pK,?PP von ca. 6 und einen alkalischen pK,*PP von ca. 8.5 in
den kcai-Auftragungen. Bei den kgqy¢/ Ky -Auftragungen konnte ein leicht erhdhter saurer
pK,?PP von ca. 6 ermittelt werden, wohingegen der alkalische pK,?PP auf ca. 7.5 absank.
Der saure pK,*PP konnte dabei der Bildung des Hydroxidion im katalytischen Zentrum
zugeordnet werden (Details siehe 4.3.4), wahrend der basische pK,*PP-Wert vermutlich der

Substratbindungsstelle zugeordnet werden kann (Details siehe 4.3.3).
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Abbildung 3.12: pH-Profile und pK-Wert-Bestimmung von PfcGloll WT und Mutanten [V.1]. A) pH-
Aktivitdtsabhédngigkeit bei 0.4 mM Substrat bei 25 °C. Drei verschiedene Puffer mit entweder 100 mM
MES (pH 5.5-6.7), 100 mM MOPS (pH 6.5-8.0) oder 100 mM Tris (pH 7.5-9.0) wurden fiir die Messun-
gen verwendet. B) Modell der Ausbildung einer neuen Salzbriicke zwischen Arg257 und Asp260 in der
Mutante PfcGloIl K260D. C) pH-kcar und pH-kcat/ K -Profile fiir PfcGloIIl WT (links) und PfcGloll
K260D (rechts). Die Kurven wurden mittels der Gleichungen kcat’ = kcat/ (1+[H*]/ K1 +K2/[H*]) (obe-
re Diagramme) und kcat/ K = (kcat'/ Km')/ (1+[H*1/ K3+ K4/ [H*]) (untere Diagrame) [20] angepasst
und die Werte fiir die Parameter durch nicht-lineare Regression in SigmaPlot 10.0 bestimmt (siehe
Tab. 3.5). D) pH-log kcat, pH-log Ki,, und pH-log kcai/ Km -Profile fiir PfcGloII WT (links) und PfcGloll
K260D (rechts). Geraden mit einer Steigung von 0 wurden bei log kc,¢’ und log kcat’/ Ky’ anhand
der Werte aus (C) gezogen. Geraden mit einer Steigung von +1 und -1 wurden so angelegt, dass sich
der Schnittpunkt beider Geraden an jener Stelle befindet, an der der Abstand vom Schnittpunkt zu
den Messdaten 0.3 (log2) betrdgt [20]. Die dadurch abgeschitzten pK,?PP-Werte sind jeweils an der
x-Achse angedeutet sowie in Tab. 3.5 aufgelistet.
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cGloII WT cGlolI K260D
Keat' 420+ 175 86+9s!
K, 23+05x107°M (pH5.6) (pK,*®P=5.7) 1.1+05x107°M (pH6.0) (pK,*P =6.0)
K 3.240,7x1079M (pH8.5) (pK,*PP=8.6) 5.1+2.7x107°M (pH8.3) (pK,*PP =8.4)
keat'/ K’ 49+09x105M1s! 41+2.1x10*M 1!
K3 73+33x107'M (pH6.1) (pK,®*?=6.1) 1.9+1.3x107'M (pH6.7) (pK,*PP =6.6)
K,y 29+1.3x1078M (pH7.5) (pK,?**=7.6) 4.8+3.4x10°8M (pH7.3) (pK,?PP =7.4)

Tabelle 3.5: Parameter aus Abb. 3.12 C sowie pK,?PP-Werte (in Klammern) aus Abb. 3.12 D. Die ermit-
telten pK,?PP-Werte stehen dabei in sehr guter Ubereinstimmung mit den ermittelten K;_4-Werten.

Obwohl bei jeder Auswertung jeweils zwei pK,*PP-Werte bestimmt wurden, ist aus den
Kurven dennoch ersichtlich, dass die Anpassung an eine einfache, glockenformige Kurve
nicht optimal ist. Daher ist es gut moglich, dass mehr als zwei relevante Ionisierungszustdnde
vorliegen. Zusdtzlich lassen die unterschiedlich geformten Kurven von PfcGloll WT und
der Mutante PfcGloll K260D, trotz der dhnlichen pK,?PP-Werte, darauf schlieSen, dass
die Mutation einer der basischen Aminosdurereste einen erheblichen Einfluss auf einen
kinetisch bedeutenden pK,-Wert hat.

3.4 Inhibitionsstudien in vitro und in vivo

In letzter Zeit wurden neue Inhibitoren von Glol entdeckt bzw. bekannte Strukturen wurden
fiir eine effektivere Wirkung weiterentwickelt. Dazu gehodrten Methylgerfelin [60], Curcu-
min [86] sowie strukturell verbesserte Glutathionderivate [73]. Um diese Substanzen an
rekombinanter PfGlol und in Zellkultur zu testen, wurden Stocklésungen entweder in Me-
thanol (Curcumin und Methylgerfelin) bzw. DMSO (Compound 5 und 26) angesetzt. Als
Kontrolle wurde der Einfluss von Methanol und DMSO auf die Enzymaktivitdt von PfGlol
untersucht. Dabei zeigten Methanol und DMSO in Konzentrationen bis zu 2 % (v/v) kei-
nen nennenswerten Einfluss auf die Enzymaktivitit. Bei den Enzymassays lag die h6chste
Endkonzentration an Methanol fiir Curcumin bei 1% und fiir Methylgerfelin bei 0.5 %,
wihrend die hochste Endkonzentration an DMSO fiir Compound 5 bei 0.0005 %o und fiir
Compound 26 bei 0.005 %o lag.
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3.4.1 Curcumin ist ein kompetitiver Inhibitor von PfGlol und
bindet bevorzugt an das hochaffine aktive Zentrum

Curcumin wurde in verschiedenen Konzentrationen auf seine Wirkung auf rekombinante
PfGlol bei unterschiedlichen Substratkonzentrationen untersucht. Bei der Auswertung er-
gab sich ein komplexes Inhibitionsmuster: Lineweaver-Burk-Plots (Abb. 3.13 A) deuten auf
eine kompetitive Inhibition durch Curcumin hin, dessen Wirkung bei einer Substratkonzen-
tration iiber 0.25 mM Hemithioacetal aufgehoben wird (Abb. 3.13 B). Zur Bestimmung des
K;?PP-Wertes wurde mit den Steigungen aus dem Lineweaver-Burk-Plot ein Sekundérdia-
gramm angefertigt [87]. Im Gegensatz zu einer einfachen, kompetitiven Inhibition ergab sich
keine einzelne gerade Linie, sondern es konnten zwei Geraden angelegt werden (Abb. 3.13 C).
Somit konnten fiir Curcumin zwei apparente K;-Werte ermittelt werden, die bei ca. 25 uM
und 0.2 mM fiir niedrige bzw. hohe Inhibitorkonzentrationen lagen. Ahnliche Werte wurden

aus den nicht-linearen Dixon-Plots abgelesen (Abb. 3.13 D).
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Abbildung 3.13: Inhibiton der PfGlol durch Curcumin [V.2]. A) Lineweaver-Burk. B) Die inhibitori-
sche Wirkung von Curcumin lésst bei steigenden Substratkonzentrationen nach. Insgesamt wurde
maximal eine 50 %ige Inhibition erreicht. C) Sekunddrdiagramm mit der ermittelten Steigung aus
Lineweaver-Burk. D) Dixon.

Eine Ursache fiir dieses komplexe Inhibitionsmuster konnte in der Ausbildung eines
Curcumin-Glutathionkonjugats [9] liegen, das als zweiter Inhibitor im Enzymassay wirkt.
Deswegen wurde der Inhibitor entweder fiir eine oder fiinf Minuten wéahrend der Vorinku-
bationszeit hinzugefiigt oder direkt nach dem Enzym in den Assay gegeben. AnschlieBend

wurde die Wirkung auf die Enzymaktivitit verglichen und es konnte kein Unterschied fest-
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Abbildung 3.14: Einfluss der unterschiedlichen Vorinkubationsdauer von MGO und GSH sowie Cur-
cumin auf die Enzymaktivitdt [V.2]. A) Die Verldngerung der Vorinkubationszeit von 5 auf 10 min zur
Ausbildung des Hemithioacetals (HTA) hat keinen Einfluss auf die Enzymaktivitédt der rekombinanten
PfGlol. B) Einfluss der Vorinkubationsdauer von Curcumin bei niedrigen, mittleren und hohen Sub-
stratkonzentrationen. Vorinkubationsdauer 1 min (offene Kreise), 5 min (geschlossene Kreise) und
0 min (geschlossene Dreiecke). Wenn ein Curcumin-Glutathionkonjugat fiir das komplexe Muster
verantwortlich wére, sollte die verldngerte Vorinkubationszeit von 5 min fiir die vermehrte Bildung
des Konjugats sorgen und die Enzymaktivitdt verdndern. Im Gegensatz dazu sollte die Zugabe von
Inhibitor zusammen mit dem Enzym die Bildung des Konjugats drastisch senken. In 17 von 18
vergleichenden Messungen konnte kein Unterschied nachgewiesen werden, da die Ausbildung des
Konjugats vermutlich entweder zu langsam ablduft oder keinerlei Einfluss auf die Aktivitdt hat. Es
bleibt jedoch ungeklért, warum bei 0.4 mM Substrat und 50 uM Curcumin die Aktivitit bei direkter
Zugabe von Enzym und Inhibitor wiederholt etwas héher lag.

gestellt werden (Abb. 3.14 B). Die Ausbildung eines Curcumin-Glutathionkonjugats scheint
somit nicht der Grund fuir die beiden K;?PP-Werte zu sein. Aulerdem fiihrte die Inhibition
von hGlol durch Curcumin zu linearen Dixon-Plots [86]. Deswegen ist es wesentlich wahr-
scheinlicher, dass die zwei unterschiedlich aktiven Zentren und Konformationen der PfGlol
fiir dieses Inhibitionsmuster verantwortlich sind (siehe Abb. 1.6). Dementsprechend kénn-
ten die beiden K;?PP-Werte jeweils fiir die Bindung an eines der aktiven Zentren oder an die
zwei unterschiedlichen Konformationen stehen. Die Beobachtung, dass die Enzymaktivitat
selbst bei niedrigen Substratkonzentrationen und hohen Inhibitorkonzentrationen nicht
unter 50 % absank (Abb. 3.13 B), deutet darauf hin, dass eines der aktiven Zentren vollstian-
dig inaktiviert wird, wihrend das andere noch funktionsfdhig bleibt. Infolgedessen wurde
die Wirkung von Curcumin auf die Mutanten PfGlol E345Q (aktives Zentrum A inaktiv)
und PfGlol E272Q (aktives Zentrum B inaktiv) untersucht (Abb. 3.15). Bei den Messungen
wurde ersichtlich, dass Curcumin keinen sofortigen Einfluss auf die anfangliche Reaktions-
geschwindigkeit von PfGlol E345Q zeigt (Abb. 3.15 Mitte). Im Gegensatz dazu wurde die
anfangliche Reaktionsgeschwindigkeit von PfGlol WT (Abb. 3.15 links) und PfGlol E272Q
(Abb. 3.15 rechts) stark reduziert. PfGloI E345Q besitzt ein funktionelles Reaktionszentrum
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Abbildung 3.15: Vergleich der initialen Reaktionsgeschwindigkeit von PfGlol WT, E345Q und E272Q
bei 20 uM Substrat mit 0 - 100 uM Curcumin [V.2]. Die Werte fiir die Reaktionsgeschwindigkeit (V/[E])
wurden aus der Anfangssteigung ermittelt und auf die eingesetzte Enzymkonzentration bezogen. WT:
5nM, E345Q: 20nM, E272Q: 8 nM.

B mit niedriger Substrataffinitdt, wahrend Zentrum A mit hoher Substrataffinitit inaktiviert
ist. Die fehlende sofortige Inhibition durch Curcumin bestétigt die Theorie, dass nur ein
aktives Zentrum inhibiert wird, in diesem Fall das bereits inaktive Reaktionszentrum A. Bei
der Mutante PfGlol E272(Q) ist Reaktionszentrum A immer noch aktiv und kann deswegen

durch Curcumin inhibiert werden.

3.4.2 Methylgerfelin ist ein kompetitiver Inhibitor von PfGlol, der
auf beide aktive Zentren wirkt

Methylgerfelin (MGFN) inhibiert ebenfalls PfGloI kompetitiv (Abb. 3.16 A), jedoch mit einer
erheblich besseren Wirkung als Curcumin. Mit weniger als einem Zehntel an Inhibitor wur-
den dhnliche Restaktivititen von rekombinanter PfGlol gemessen. Aullerdem wurde noch
bei Substratkonzentrationen iiber 0.25 mM eine inhibitorische Wirkung erzielt (Abb. 3.16 B).
Auch hier wurden zwei K;*PP-Werte bestimmt (Abb. 3.16 C), jedoch sind diese mit ca. 2 und
6 uM sehr dhnlich und lassen darauf schlief3en, dass im Fall von Methylgerfelin beide aktive
Zentren von PfGlol gehemmt werden. Die Auswertung der nicht-linearen Dixon-Plots fiihrte
zu dhnlichen K;?PP-Werten (Abb. 3.16 D).
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Abbildung 3.16: Inhibition der PfGlol durch Methylgerfelin [V.2]. A) Lineweaver-Burk. B) Auch bei
MGEN lisst die inhibitorische Wirkung bei steigenden Substratkonzentrationen nach. Jedoch reich-
ten diesmal 0.25 mM Hemithioacetal nicht aus, um die Wirkung des Inhibitors aufzuheben. Zudem
war eine Inhibition von {iber 50 % mdglich. C) Sekundirdiagramm mit der ermittelten Steigung aus
Lineweaver-Burk. D) Dixon.

3.4.3 Compound 5 und 26 inhibieren rekombinante PfGlol im
nanomolaren Bereich

Compound 5 und 26 sind eine Weiterentwicklung bisheriger Glutathionderivaten (siehe
Tab. 1.2) und die ersten Inhibitoren, die auf GloI aus Hefe eine Wirkung im niedrigen nano-
molaren Bereich zeigten (6 bzw. 33 nM) [73]. Um festzustellen, ob diese Inhibitoren ebenfalls
rekombinante PfGlol effektiv inhibieren konnen, wurden von Prof. Vince freundlicherweise
die Substanzen Compound 5 und 26 (Struktur siehe Abb. 3.17) bereitgestellt.
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Abbildung 3.17: Vergleich der Struktur der verbesserten Glutathionderivate Compound 5 und 26
(aus [73]) mit dem Produkt der GloI (SDL).
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Abbildung 3.18: Inhibition von rekombinanter PfGlol mit Compound 5 und 26. Links: Lineweaver-
Burk-Plot, Mitte: Sekunddrdiagramm, rechts: Dixon-Plot. Fiir weitere Details siehe Text.

Sowohl bei hohen (Abb. 3.18 A) als auch bei niedrigen (Abb. 3.18 D) Substratkonzentra-

tionen ist im Lineweaver-Burk-Plot eine nicht-kompetitive (gemischte) Hemmung von

Compound 5 zu erkennen. Aus den dazugehorigen Sekundédrdiagrammen ([I] versus slope)

wurden zwei dhnliche apparente Kj-Werte von 7 und 5 nM fiir hohe (Abb. 3.18 B) bzw. nied-
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rige (Abb. 3.18 E) Substratkonzentrationen bestimmt. Aus den Sekundirdiagrammen gegen
den y-Achsenabschnitt ([I] versus y-intercept) wurden ebenfalls zwei dhnliche xKj-Werte
von 30 und 25 nM fiir hohe (Abb. 3.18 B) bzw. niedrige (Abb. 3.18 E) Substratkonzentratio-
nen bestimmt. Nachdem der Schnittpunkt sich in den Lineweaver-Burk-Plots oberhalb der
x-Achse befindet, behindert in diesem Fall das Substrat die Bindung des Hemmstoffs und
umgekehrt [16]. Der Faktor « (ca. 5 fiir Compound 5) spiegelt tiblicherweise den Effekt des
Inhibitors auf die Substrataffinitdt sowie gleichermal8en den Effekt des Substrats auf die Affi-
nitdt des Enzyms fiir den Inhibitor wider [27]. Die Auswertung der Dixon-Plots bei niedrigen
(Abb. 3.18 C) bzw. hohen (Abb. 3.18 F) Inhibitorkonzentrationen ergab tibereinstimmende
apparente Kj-Werte von 5 und 7 nM. Somit wurde eine Inhibition im niedrigen nanomolaren
Bereich durch Compound 5 auch fiir rekombinante PfGlol nachgewiesen.

Auch Compound 26 lief$ im Lineweaver-Burk-Plot eine nicht-kompetitive Inhibition bei
hohen (Abb. 3.18 G) als auch bei niedrigen (Abb. 3.18]) Substratkonzentrationen erkennen.
Jedoch zeigt dieser Inhibitor wieder ein biphasisches Verhalten in den Sekundédrdiagrammen.
Die beiden ermittelten K;?PP-Werte lagen fiir hohe (Abb. 3.18 H) und niedrige (Abb. 3.18 K)
Substratkonzentrationen bei ca. 450 und 50 nM, die ermittelten «K;-Werte bei ca. 850 und
150nM («x ca. 2 bzw. 3). Auch hier scheint der Inhibitor die Bindung des Substrats und
umgekehrt zu beeinflussen [16,27]. Ahnliche apparente K;-Werte konnten auch aus den
Dixon-Plots bei niedrigen (Abb. 3.181) bzw. hohen (Abb. 3.18 L) Inhibitorkonzentrationen
abgelesen werden.

Bei den Inhibitionsstudien wurde PfGlol in einer Konzentration von 5nM eingesetzt.
Compound 5 und 26 hemmen dieses Enyzm somit in einer equimolaren bzw. ca. 10-fach
erhohten Konzentration und sind vermutlich entweder fest bindende (,tight-binding*)

und/oder langsam bindende (,slow-binding*“) Inhibitoren [27] (siehe 4.4.2).

3.4.4 Methygerfelin hemmt das Wachstum von Plasmodium
falciparum

Methylgerfelin (MGFN) wurde zusétzlich auf seine Wirkung auf P, falciparum in Zellkultur ge-
testet. Beim Auswerten der Blutausstriche konnte festgestellt werden, dass das Ringstadium
empfindlicher auf eine Inhibition reagierte. In Sorbitol-synchronisierten Zellkulturen lag der
ICsp bei ca. 10 uM, wédhrend in asynchronen Kulturen ein IC5¢ von 20 uM bestimmt wurde
(Abb. 3.19 A). AuBerdem konnten in den Ausstrichen der synchronen und asynchronen Kultu-
ren, die mit MGFN in einer Konzentration {iber dem ICsy behandelt wurden, ausschliefSlich

spéate Trophozoiten und Schizonten entdeckt werden (Abb. 3.19 B). Die verbliebenen Parasi-
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ten in den behandelten Kulturen hatten oft eine vergrof3erte Nahrungsvakuole und wiesen
morphologische Marker auf, die typisch fiir sterbende Parasiten sind [37]. Im Gegensatz
dazu befanden sich in den unbehandelten asynchronen Kontrollkulturen ungeféahr 50 % der
Parasiten im Ring- oder frithen Trophozoiten-Stadium (Abb. 3.19 B), wodurch die Theorie

unterstiitzt wird, dass MGFN bevorzugt das Wachstum von Ringstadien hemmt.
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Abbildung 3.19: Inhbitionsstudien mit MGFN an P, falciparum in Zellkultur [V.2]. A) Bestimmung des
ICsp durch Lactat-Dehydrogenase (LDH)-Assay (oben) oder Giemsa-gefarbte Blutausstriche (unten).
Offene Kreise: asynchrone Kultur, geschlossene Kreise: Sorbitol-synchronisierte Kultur. B) Beispiele
fiir Blutausstriche einer asynchronen Kultur, die mit 25 uM MGFN behandelt wurden, sowie einer
Kontrollkultur ohne Inhibitor.

3.4.5 Compound 5 und 26 hemmen das Wachstum von P.
falciparum nur in hohen Konzentrationen

Nachdem sich die Glutathionderivate Compound 5 und 26 als dul3erst effektive Inhibitoren
von rekombinanter PfGlol erwiesen haben, wurden diese Substanzen auch in Zellkultur
getestet. Auch hier wurden asynchrone sowie Sorbitol-synchronisierte Kulturen getestet.
Jedoch konnte beim Auszdhlen der Blutausstriche festgestellt werden, dass Compound 5
und 26 die Vermehrung von P, falciparum nur in hohen Konzentrationen hemmten. Der
ICs lag fiir Compound 5 bei ca. 65 und 70 uM sowie fiir Compound 26 bei 90 und 70 pM fiir
asynchrone bzw. synchrone Kulturen (Abb. 3.20). Diese Substanzen wurden vermutlich, wie

fiir andere Glutathionderivate postuliert [6,65,97], nicht effizient aufgenommen.
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Abbildung 3.20: Bestimmung des ICs( mittels Giemsa-gefarbter Blutausstriche von asynchronen
(async, oben) und Sorbitol-synchroniserten (sync, unten) Kulturen. A) Wirkung von Compound 5. B)
Wirkung von Compound 26.
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Abbildung 3.21: Wirkung von Compound 5 (schwarze Balken) und Compound 26 (weif3e Balken) auf
Erythrozyten. A) Verlust an Erythrozyten im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle. B) Messung der
Freisetzung von Himoglobin bei 405 nm.

Bei Inhibitorkonzentrationen tiber 100 uM konnte zusétzlich eine griin-brdunliche Ver-
farbung der Erythrozytenkultur festgestellt werden. Deswegen wurde als Kontrolle die Wir-
kung von Compound 5 und 26 auf unparasitierte Erythrozyten getestet. Dazu wurden nach
einer Inkubationszeit von 48 h die Erythrozyten in einer Neubauer-Kammer ausgezihlt
(Abb. 3.21 A) sowie das Kulturmedium auf freigesetztes Himoglobin untersucht (Abb. 3.21 B).
Beide Substanzen waren im hohen mikromolaren Bereich zytotoxisch und sorgten fiir das

Absterben der Wirtszelle (erkennbar an der erhdhten Freisetzung von Hamoglobin sowie der
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verringerten Anzahl an Erythrozyten). Diese Inhibitoren 16sten offenbar oxidativen Stress in
der Wirtszelle aus, erkennbar an der Bildung von Methdmoglobin (brdunliche Farbe), und

beeinflussten somit vermutlich die vorherige Bestimmung der IC5y-Werte.

3.4.6 Veresterung von Compound 5 und 26 verbessert die
Wirkung auf Plasmodium falciparum

Viele Glutathionderivate, die als Inhibitoren getestet wurden, gelangten aufgrund ihrer
Polaritédt nicht durch die Zellmembran. Abhilfe fiir dieses Problem schaffte die Veresterung
der Inhibitoren [6,59,65]. Da Compound 5 und 26 ebenfalls nur schlecht in die Zellen zu
gelangen scheinen, wurden von Prof. Vince Di-tert-butylester der beiden Substanzen zur
Verfligung gestellt. Erste Bestimmungen des ICsp mit den neuen Substanzen fiihrten zu
einer Verbesserung des ICs¢. Fiir Compound 5 wurde eine zweifache Absenkung des I1Cs

auf ca. 35 uM ermittelt und fiir Compound 26 eine dreifache Absenkung auf ca. 25 pM.
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Abbildung 3.22: Di-tert-butylester von Compound 5 und 26 und Einfachbestimmung des ICs( mittels
Giemsa-gefdrbten Blutausstrichen von asynchronen (async, oben) und Sorbitol-synchroniserten
(sync, unten) Kulturen. A) Wirkung von Compound 5. B) Wirkung von Compound 26.

68



4 Diskussion

4.1 Lokalisation des Glyoxalasesystems in
Plasmodium falciparum

Die Existenz eines Glyoxalasesystems in Plasmodium falciparum ist aufgrund von enzymati-
schen Messungen mit Parasitenzellextrakt [103] und in silico Analysen [1,56] seit langerem
bekannt, die genaue Lokalisation der identifizierten Enzyme (Glol, GILP, cGloII und tGloII)
blieb jedoch ungekldrt. Mittels GFP-Fusionsproteinen wurden Glol und cGloll im Zyto-
sol von P, falciparum nachgewiesen, wiahrend sich tGloll im Apikoplasten befindet [V.2]

(Abb. 4.1). Das zytosolische Enzympaar ist vermutlich fiir den Abbau von toxischem Methyl-

GSH_, GSSG
Zytosol acii -
T MG« DHAP
2-0A € 2

~ HCA, z. B.
. D-lactat =2

HCA, z. B. D-Lactat

Abbildung 4.1: Das Glyoxalasesystem aus P. falciparum (modifiziert aus [V.3]). GR: Glutathion-
reduktase, TIM: Triosephosphatisomerase, GSE: Glutathionthioester, HCA: 2-Hydroxycarbonsédure,
HTA: Hemithioacetal, 2-OA: 2-Oxoaldehyde.

glyoxal zustidndig, das als Nebenprodukt wihrend der Triosephosphatisomerasereaktion
bei der Glykolyse gebildet wird, sowie fiir weitere 2-Oxoaldehyde, die wahrend der Lipid-
peroxidation, dem Abbau von Threonin oder dem Ketonkdrpermetabolismus entstehen.
Letztere Reaktionen bleiben in P, falciparum jedoch noch zu untersuchen. Die Identifizie-
rung einer Glyoxalase II im Apikoplasten hingegen wirft einige Fragen auf: Die Bildung von
Methylglyoxal im Apikoplasten ist durchaus moglich, da einige glykolytische Enyzme [44],

darunter die Triosephosphatisomerase, in diesem Organell nachgewiesen wurden (Abb. 4.1).
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Jedoch fehlt bisher eine funktionelle Glyoxalase I, die das gebildete Methylglyoxal in das
Substrat fiir tGlolI umwandelt. Der einzige bekannte Kandidat ist das ebenfalls im Apiko-
plasten lokalisierte Enzym GILP (Glol-like protein) [61], das allerdings in vitro keine Aktivitét
zeigte [1]. Zudem ist die Quelle fiir Glutathion, auch fiir andere glutathionabhéingige En-
zyme wie Glutathionreduktase [61], im Apikoplasten immer noch unbekannt (Abb. 4.1).
Eine weitere Moglichkeit besteht darin, dass tGloll fiir die Umwandlung anderer Substrate
im Apikoplasten zustidndig ist, da Glyoxalasen II bekannterweise ein breites Spektrum an
Thioestern hydrolysieren kénnen [102].

Insgesamt scheint das Glyoxalasesystem in P, falciparum dul3erst wichtig fiir die Entgiftung
von Methylglyoxal und anderen elektrophilen 2-Oxoaldehyden zu sein, da keine alternativen
Abbauwege im Parasiten bekannt sind. In anderen Organismen wurden weitere Enyzme
entdeckt, die sich (in geringerem Mal3e als das Glyoxalasesystem) am Katabolismus von
Methylglyoxal beteiligen konnen. Dazu gehoren unter anderem Aldosereduktase und Methyl-
glyoxalreduktase [93]. In Parasitenextrakt wurde lediglich eine Methylglyoxalreduktase-
Aktivitat nachgewiesen, die jedoch weit unter 1 % der entsprechenden Glyoxalase I Aktivitét
liegt [103] und somit vernachléssigbar ist. Nachdem im Genom von P, falciparum bislang
keine Methylglyoxalreduktase identifiziert wurde, konnte die gemessene Aktivitdt auch auf

eine andere Oxidoreduktase zuriickzufiihren sein.

4.2 Dimerisierung von PfcGloll in Losung

Die Bildung von labilen Dimeren in Losung [V.2] ist eine interessante Eigenschaft von
PfcGloll. Bereits bei der Analyse aus roten Blutkérperchen aufgereinigter hGloII wurden
unter denaturierenden oder nicht-denaturierenden Bedingungen im SDS-Gel eine bzw. zwei
Banden identifiziert [4]. Zudem wurde in den Kristallstrukturen von humaner GlolI [24] und
mitochondrialer GIx2-5 aus A. thaliana [68] eine Interaktion zwischen den Untereinheiten
beobachtet. Da Glyoxalase II generell als monomeres Enzym angesehen wurde [25,57,68],
gingen Marasinghe et al. [68] davon aus, dass diese Interaktion durch die Kristallisations-
bedingungen verursacht wurde. Ein rasches Monomer-Dimer-Gleichgewicht bietet eine
gute Erkldrung fiir diese an sich gegensétzlichen Ergebnisse. Es bleibt lediglich die Frage,
ob durch die Dimerisierung das aktive Zentrum der GlolI blockiert wird oder weiterhin frei
zuganglich bleibt (Abb. 4.2). Die beiden Untereinheiten in der Kristallstruktur von hGlolIl
(PDB-Eintrag 1QHS5) interagieren ausschliellich entlang der Helices «8 und «8’ (inklusive
der Aminosduren Glu238, Arg250, GIn254 und Lys256) und ermdéglichen einen freien Zugang

zum aktiven Zentrum (Abb. 4.2 links). Im Gegensatz dazu befanden sich in der Kristall-
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Abbildung 4.2: Dimerbildung von PfcGloll und dessen mdéglichen Auswirkungen [V.3].

struktur von GIx2-5 (PDB-Eintrag 1XM8) beide Substratbindungstellen genau im Interak-
tionsbereich. Dementsprechend sind hier beide aktive Zentren blockiert (Abb. 4.2 rechts).
Aulerdem sind bei GIx2-5 einige der Aminosduren, die an der Interaktion beteiligt sind,
ebenfalls in P, falciparum konserviert und konnten somit die Beobachtung erkldren, dass
die Mutationen von Arg154, Arg257 und Lys260 in PfcGloll zu einem verdnderten Monomer-
Dimer-Gleichgewicht fithrten [V.2]. Uber die Funktion des Monomer-Dimer-Gleichgewichts
in vivo lassen sich bis jetzt nur Mutmaflungen anstellen: Bei der Bestimmung der enzym-
kinetischen Parameter von PfcGloll WT und Mutanten wurden keine Abweichungen von
der typischen Michaelis-Menten Kinetik festgestellt [V.1]. Somit scheint ein kooperatives
Verhalten beider Untereinheiten eines Dimer unwahrscheinlich zu sein. Wenn die Méglich-
keit in Betracht gezogen wird, dass die Dimerisierung wie bei Glx2-5 zu einer Blockade der
aktiven Zentren fiihrt, ist eine regulatorische Funktion in Form eines Ein-/Aus-Schalters
denkbar. Andererseits konnte die Dimerbildung auch eine Signalfunktion ausiiben, die
aufgrund einer Interaktion mit anderen Proteinen oder einer Verdnderung der Substrat- bzw.
Produktkonzentration ausgel6st wird (Abb. 4.2).

Fiir beide Moglichkeiten sollte eine Dimerisierung in vivo stattfinden konnen. Die zel-
luldre Konzentration der Gloll ist jedoch in den meisten Organismen noch unbekannt.
In haploiden Hefezellen wurden ca. 13700 Molekiile zytosolischer GloIl gemessen [47]
(http://www.yeastgenome.org). Bezogen auf das Volumen der Zelle (ca. 30 - 80 fl) und unter
Einberechnung der Avogadro-Konstante (6 x 102> mol™!) kann grob die Konzentration von
GlolI in Hefe abgeschétzt werden (0.3 - 0.8 uM). Selbst wenn die Konzentration von PfcGloll
niedriger liegt, konnte der K4*P von 5 uM (Abb. 3.7) ausreichen, um eine geringe Dime-
risierung zu bewirken. So kénnte eine Proteinkonzentration von 0.1 uM bei einem Ky*P?
von 5 uM zur Dimerisierung von ca. 4 % PfcGloll fiihren. Eine solche Proteinkonzentration
entspricht lediglich ca. 1500 Molekiilen an PfcGloll (bezogen auf das Volumen eines P, fal-
ciparum Schizonten von ca. 30 fl ungefdhr 35 h nach Invasion [85]). Detaillierte Aussagen
iiber die Dimerisierung sind somit erst moglich, nachdem die zelluldre Konzentration von
PfcGloll bestimmt wurde z.B. durch die Messung der Proteinkonzentration mittels quanti-
tativen ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay) unter Verwendung eines spezifischen
(noch herzustellenden) Antikorpers gegen PfcGloll.
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4.3 Katalysemechanismus von PfcGiloll

4.3.1 PfcGiloll ist eines von wenigen Enzymen, das nach einem
Theorell-Chance-Mechanismus arbeitet

Die Inhibitionsmuster der Produktinhibitionsstudien mit reduziertem Glutathion und
D-Lactat fiir PfcGloll [V.1] dhneln den Studien fiir A. thaliana [115], mit der Ausnahme,
dass die Kj-Werte fiir GSH und Lactat ca. 10-fach erh6ht bzw. erniedrigt sind (Abb. 3.10).
So ist der Kj-Wert fiir GSH mit ca. 3.5 mM auch wesentlich héher als der K,-Wert fiir das
Substrat mit ca. 0.1 mM. Dieser Unterschied ergibt Sinn, da in der Zelle millimolare Konzen-
trationen an GSH vorherrschen (ca. 2 mM [13,14]) und das Enzym dennoch ordnungsgemal
funktionieren soll. Eine Losung dieses Problems fiir A. thaliana (K; fiir GSH ca. 0.4 mM [115])
istunklar. Zang et al. [115] schlugen basierend auf den Inhibitionsmustern fiir Uni Bi Reaktio-
nen (Seiten 544-555 in [87]) vor, dass D-Lactat als erstes Produkt das aktive Zentrum verlasst,
gefolgt von GSH. Fiir eine solche Uni Bi Reaktion sollte sich jedoch ein nicht-kompetitives
Verhalten fiir D-Lactat sowie ein kompetitives Verhalten fiir GSH bei den Inhibitionsmustern
zeigen und nicht umgekehrt (Supplemental Figures 2 und 3 in [115]). Somit sind entweder
die Annahmen tiber den mechanistischen Ablauf verkehrt, oder GSH verlédsst als erstes
Produkt das aktive Zentrum. Letztere Moglichkeit kann nicht vollstindig ausgeschlossen
werden, bleibt aber recht unwahrscheinlich, da zum einem die Kj-Werte auf eine stirkere
Bindung des GSH deuten (Abb. 3.10, [115]) und zum anderen bekannt ist, dass Glyoxalase II
eine geringe Spezifitdt fiir den Carbonsdureanteil des Substrats besitzt [102].

Nachdem an der Katalyse vermutlich Hydroxidionen anstelle von Wasser beteiligt sind,
konnte die Reaktion auch mit zwei Substraten, dem Hydroxidion und dem Thioester, nach
einem Bi Bi Mechanismus ablaufen [V.1]. Durch die Analyse der Inhibitionsmuster nach den
Angaben in Lehrbiichern zur Enzymkinetik (Segel, pp. 593-606 [87] oder nach Bisswanger,
Tab. 2.3 [16]), konnen ein Ping-Pong-Mechanismus, ein geordneter und ein iso-geordneter
Bi-Bi-Mechanismus ausgeschlossen werden. Stattdessen deuten die Inhibitionsmuster

(Abb. 3.10) auf einen Theorell-Chance-Mechanismus hin. Dieser Mechanismus wurde bis
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Abbildung 4.3: Theorell-Chance-Mechanismus.
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jetzt nur fiir wenige Enzyme beschrieben, z. B. fiir die Aminoglykosidphosphotransferase
Typ II [69]. Der Theorell-Chance-Mechanismus ist ein Spezialfall eines geordneten Bi Bi Me-
chanismus, bei dem die Konzentration des Enzym-Substrat (EAB) und des Enzym-Produkt
(EPQ) Komplexes nahezu Null betrédgt. In diesem Fall zerféllt der zentrale Komplex genauso
schnell wie er gebildet wurde. Dabei wird das erste Produkt (P) sofort freigelassen, wiahrend
das zweite Produkt (Q) wesentlich langsamer das aktive Zentrum verldsst. Bei PfcGloll
tritt vermutlich der Fall ein, dass bei einem pH von 6.8 keine vollstandige Sattigung mit
Hydroxidionen (dem ersten Substrat) erreicht wird. Diese Theorie wird vom ermittelten
K ®PP-Wert fiir OH™ sowie dem pK,?PP-Wert von ca. 6 unterstiitzt. Bei der Variation der
Konzentration des zweiten Substrats (hier: SDL) ergeben sich Inhibitionsmuster, bei de-
nen das erste Produkt ein kompetitives Verhalten (hier: Lactat) und das zweite Produkt ein
nicht-kompetitives Verhalten (hier: GSH) zeigt.

[OH"] [SDL] [Lactat] [GSH]

Abbildung 4.4: Reaktionsreihenfolge von PfcGloll.

4.3.2 Die Substratbindung/ Produktfreisetzung ist ein
geschwindigkeitsbestimmender Schritt

Die Substratbindung von PfcGloll wurde in dieser Arbeit detailliert analysiert, indem die
konservierten Aminosduren Argl54, Arg257 und Lys260 mutiert wurden [V.1]. Ahnliche
Studien wurden bis jetzt nur in A. thaliana durchgefiihrt. Hier wurde bei GIx2-2 die Amino-
sdure Arg250" (Arg257 in P, falciparum) versehentlich gegen Tryptophan ausgetauscht [33].
Dies fiihrte zu einem ca. 10-fachen Anstieg von K,?PP und einem ca. 12-fachen Abfall von
kcat®PP. Der Effekt konnte allerdings durch drastische strukturelle Anderungen verursacht
worden sein, da Tryptophan eine sperrige Aminosdure mit anderen Konformationspara-
metern [26] ist. Deswegen wurden fiir die Mutation von Arg257 und Lys260 Aspartat und
Glutamin ausgewihlt, da diese Aminosduren dhnliche Konformationsparameter [26] auf-
weisen, nicht so sperrig wie Tryptophan sind, Wasserstoffbriicken ausbilden kénnen sowie
unterschiedlich geladen sind. Diese neuen Mutationen von Arg257 fiihrten zu dhnlichen

Anderungen der K,?PP- und kc,*PP-Werte und bestitigen den wichtigen Einfluss dieser

TArg250 und Lys144 von GIx2-2 (GenBank accesion number 024496) wurden urspriinglich in [33] und [115]
als Arg248 und Lys142 bezeichnet.
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Aminosdure. Die Mutationen von Lys260 zeigten deutlich, dass diese Aminosdure ebenfalls
wesentlich zur Substratbindung beitrdgt. Die Erkenntnis, dass die Substratbindung durch
ionische Wechselwirkungen erfolgt, wurde durch weitere Beobachtungen gesichert. Dazu
gehort das komplexe pH-Profil unter alkalischen Bedingungen (Abb. 3.12), der Einfluss der
Salzkonzentration auf sowohl K,@PP als auch k.,:?PP (Abb. 3.9 E) und die Tatsache, dass der
Ethylester von Glutathion, bei dem die Carboxylgruppe des Glycins ungeladen ist, wesentlich
schlechter an PfcGloll bindet (Abb. 3.10).

Die Mutation von Lys144' (Argl54 in P falciparum) zu Alanin fiihrte bei Glx2-2 aus
A. thaliana zu einem ca. 2.5-fachen Anstieg von K,?PP und einem ca. 2-fachen Abfall von
kcat™P [115]. Fiir die Mutation von Argl54 in PfcGloll wurde zum einen Lysin ausgewdhlt,
da diese Aminosdure in vielen GlolII aus anderen Organismen sowie in PftGloll an gleicher
Position vorkommt. Zum anderen wurde Methionin gewdhlt, da die langere Seitenkette
dieser Aminosdure eine Unterscheidung zwischen der strukturellen Klammerfunktion (siehe
Abb. 3.8) und dem Einfluss der Ladung ermdéglicht. Die Mutation zu Lysin zeigte keinerlei
Unterschied in KPP und lediglich einen geringen Einfluss auf k¢,*PP. Der Austausch von
Lys zu Arg in PfcGloll scheint dementsprechend nicht fiir die vier- bis sechsfach hohere
katalytische Effizienz von PfcGloll im Vergleich zu PftGlolI oder hGlolI verantwortlich zu
sein. Dahingegen fiihrte der Austausch zu Methionin zu einem dhnlichen Ergebnis wie der
Austausch zu Alanin in A. thaliana. Der etwas stirkere Einfluss der Mutation zu Alanin ldsst
darauf schlief3en, dass nicht nur die Ladung, sondern auch die ldngere Seitenkette fiir die
richtige Orientierung des Substrates verantwortlich ist. Eine weitere Aminosdure, die an der
Substratbindung von Gloll beteiligt ist, ist Tyr185. Eine Mutation zu Phenylalanin fiihrte
bei PfcGloll zu einem 2.5-fachen Anstieg von Ki,?PP [1] und bei hGlolI zu einem 8-fachen
Anstieg [83].

Bei allen Mutationen von Argl54, Arg257 und Lys260 kam es nicht nur zu einem Anstieg
der K,*PP-Werte, sondern auch zu einem Abfall der k.4:*PP-Werte. Eine mogliche Erklarung
fiir dieses Phdnomen ist, dass die Bindung von SDL und dessen Umsatz mit ungefdahr der
gleichen Geschwindigkeit ablduft und die Substratbindung somit zum geschwindigkeits-
bestimmenden Schritt wird. Diese Theorie wird durch die Erkenntnis gestiitzt, dass der
Reaktionsmechanismus von GlolI nach Theorell-Chance ablduft. Demnach ist der zentrale
Komplex aus cGloll, Hydroxidion und SDL duferst instabil, wihrend das Produkt GSH relativ
fest gebunden bleibt. Dies liefert die entsprechende Voraussetzung fiir den Einfluss der Bin-
dungsstelle auf k.4¢*PP. Es kann zwar nicht ausgeschlossen werden, dass die Mutationen zu
einer Umorientierung des Ubergangszustands fithrten und aus diesem Grund die Hydrolyse

und k¢ot?PP beeinflussten. Diese Moglichkeit besteht bei der Aminosédure Tyr185, wohinge-
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gen eine Verinderung des Ubergangszustands nach Mutation der basischen Aminosiuren,
die mit den Carboxylgruppen interagieren, ziemlich unwahrscheinlich erscheint: Selbst
bei einer Rotation oder Neigung der Carboxylgruppen des Glutathions kann der Thioester
immer noch die gleiche Position wihrend der Hydrolyse einnehmen (siehe Abb. 3.8). Zudem
zeigten Mutationen der Aminosdure Argl54, die wesentlich ndher am aktiven Zentrum liegt,
einen wesentlich geringeren Einfluss auf k.,?PP als Mutationen der weiter entfernteren
Aminosduren Arg257 und Lys260.

Die Annahme, dass die Substratbindung der geschwindigkeitsbestimmende Schritt ist,
wird durch vorhergehende Studien unterstiitzt. Bei GIx2-2 aus A. thaliana sowie humaner
GlolI wurden nur geringe Isotopeneffekte beobachtet [115], die darauf schlieBen lassen,
dass die Sdure-Base-Katalyse (siehe 4.3.4) nicht der einzige geschwindigkeitsbestimmende
Schritt ist. Aulerdem sank das Verhiltnis von kc.at/ Ky, der GloII aus Ratte merklich ab, wenn
die Viskositét des Puffers bei Messungen mit SDL erh6ht wurde. Im Gegensatz dazu blieb das
Verhiltnis von k¢y¢/ Ky gleich, wenn S-Acetylglutathion bei unterschiedlich viskosen Puffern
getestet wurde. Dieses Substrat wird relativ langsam hydrolysiert, die Substratbindung
scheint nicht mehr der geschwindigkeitsbestimmende Schritt zu sein und somit zeigte die

erhohte Viskositit keinen signifikanten Einfluss auf kg, ?PP [49].

4.3.3 Die Substratbindungsstelle beeinflusst die basischen
pK.2PP-Werte

Bereits fiir GloII aus Mensch und Ratte [4,10] wurde ein makroskopischer pK,-Wert von
ungefidhr 9 bestimmt und ein dhnlicher Wert von 8.5 wurde aus den pH- k., und pH-log kcat
Diagrammen fiir PfcGloll ermittelt [V.1]. Ball und VanderJagt [10] schlugen vor, dass dieser
basische pK,?PP-Wert dem Protein zugeordnet werden kann und nicht dem Glutathion-
Anteil des Substrats [10]. Dementsprechend kann man davon ausgehen, dass die konser-
vierten Aminosduren Arg257 und Lys260 diesen pK,*PP-Wert signifikant beeinflussen. Ab-
gesehen vom molekularen Modell (Abb. 3.8) unterstiitzen weitere Beobachtungen diese
Vermutung. Zum einen ldsst die asymmetrische Verteilung der Datenpunkte in Abb. 3.12C
und D darauf schliellen, dass mehr als ein basischer lonisierungszustand auf das kineti-
sche Verhalten von PfcGloll einwirkt. Zum anderen sorgt der Austausch von Lys260 zu
Aspartat fiir einen verringerten Einfluss beider basischer Aminosduren und dadurch zu
einer vereinfachten, glockenférmigen pH-Aktivitdtskurve. Die Mutation dnderte auch die
pH-kcar und pH-kcqi/ Ky -Profile (auch wenn hier keine einfache glockenformige Kurve

oder sogar sigmoidale Kurve entstand). Zudem unterscheiden sich die aus diesen Profi-
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len bestimmten basischen pK,*PP-Werte sowohl fiir PfcGloIll WT als auch fiir PfcGloIl
K260D erheblich. Aus den pH-logk.,:/ Km -Profilen wurde ein basischer pK,?PP von ca. 7.5
bestimmt, wihrend der pK,?PP-Wert aus den pH-logk.,¢-Profilen auf ca. 8.5 anstieg. Nach-
dem die pK,*P-Werte aus den pH-logkcat/ Ki, und den pH-logk,¢-Diagrammen oft dem
Enzym bzw. dem Enzym-Substrat-Komplex zugeordnet werden kénnen [20], verdndert die
Substratbindung vermutlich die pK,-Werte der Aminosduren Argl54, Arg257 und Lys260.
Zusatzlich konnten die pH-Profile und der basische pK, von der Sdure-Basen-Katalyse im

katalytischen Zentrum beeinflusst werden.

4.3.4 Durch eine Mutation der Substratbindungsstelle wurde zum
ersten Mal die Saure-Base-Katalyse enthiillt

Eine allgemeine Eigenschaft von binuklearen Metallohydrolasen wie Glyoxalase II besteht
darin, dass die Metallionen fiir die Bindung, Aktivierung oder Generierung des Nukleophils
zustdndig sind [71,113]. Aus den pH-logk:s:/ Ky und pH-logkc,:-Diagrammen wurde ein
saurer pK,?PP-Wert von ca. 6 fiir das Enzym und den Enzym-Substrat-Komplex ermittelt
[V.1]. Dieser Wert reprdsentiert vermutlich die Bildung des Hydroxidions durch die Zinkionen
im katalytischen Zentrum (Abb. 4.5f). Ein saurer pK,-Wert unter 7 ist nicht uniiblich fiir
Wasser als Ligand einer binuklearen Metallohydrolase und wurde z. B. bereits fiir das Enzym
PAP (purple acid phosphatase) nachgewiesen [71]. Die Bildung eines Nukleophils erfordert
gleichzeitig, dass eine in der Ndhe liegende Aminosdure ein Proton aufnimmt. In einer
fritheren Studie fiihrte die Zugabe von Diethylpyrocarbonat, das spezifisch mit Histidin
reagiert, zu einer Inhibition von Gloll, die aus Ratten-Erythrozyten [10] gereinigt wurde.
Dieses Ergebniss ldsst darauf schlieen, dass es sich bei dem Protonenakzeptor um einen
Histidin-Rest handeln kénnte. Anschlief3end kdonnte Histidin als Sdure-Base-Katalysator (B
in Abb. 4.5) das Proton auf die Thiolgruppe des Substrats iibertragen. Dieser Schritt konnte
auch den basischen pK,-Wert beeinflussen. Ein moglicher Kandidat bei PfcGloll ist His183,
das zum einen an der Koordination des Zinkions beteiligt ist und sich zum anderen in der
geeigneten raumlichen Postition fiir den Protonentransfer befindet.

Erkennbar wurde die Sdure-Basen-Katalyse und der Hydrolyseschritt bei der Analyse der
pH-Aktivitdtskurve von K260D, die eine vereinfachte Glockenform mit einem pH-Optimum
von ca. 6.7 annahm. Bei einem pH unter dem sauren pK, (von 6) nahm die lokale Konzen-
tration der stark nuklophilen Hydroxidionen ab und senkte somit erheblich die Aktivitat
von cGloIl WT und K260D. Bei einem pH iiber dem basischen pK,?"P von ca. 7.5 kénnte

der Protonentransfer zwischen B und dem Substrat beeintrachtigt sein. All diese Ergebnisse
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deuten auf die Bildung des Nukleophils bei pH 6 hin und konnten eine Sdure-Basen-Katalyse
aufdecken, die sonst in GloII aufgrund der geschwindigkeitsbestimmenden Substratbindung

verdeckt wurde.

4.3.5 Verfeinertes Katalysemodell von PfGiloll

Basierend auf den bekannten Kristallstrukturen [24,25,68] und generellen Annahmen zum
Mechanismus von binuklearen Metallohydrolasen [71] wurde ein verfeinertes Katalyse-
modell aufgestellt [V.1] (Abb. 4.5): Nachdem das Substrat das aktive Zentrum erreicht hat,
wird die Carboxylgruppe des Glycinanteils im Glutathion durch die Aminoséduren Arg257 und
Lys260 iiber ionische Wechselwirkungen fest an das Enzym gebunden (Abb. 4.5 Schritt ). Die
Aminosduren Argl54 und Tyr185 sind dabei fiir eine schwéchere Bindung sowie die korrekte
Orientierung des Substrats zustdndig. Der erste Schritt dieser Reaktion ist gleichzeitig einer
der geschwindigkeitsbestimmenden Schritte bei der Hydrolyse durch Gloll. Sobald das Sub-
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Abbildung 4.5: Verfeinertes Modell des Katalysemechanismus von PfGloll [V.1]. Schwache und
starke Enzym-Substrat-Interaktionen sind mit einem diinnen bzw. dicken Pfeil angedeutet. Die
moglichen Interaktionen zwischen dem Substrat und den Metallionen wéahrend der Katalyse sind
durch gestrichelte Linien angegeben. Bei b und f bleibt der saure pK,?PP relativ gleich, wéahrend sich
der basische pK,?PP dndert und somit den Einfluss der Aminosdurereste im katalytischen Zentrum
und der Substratbindungsstelle widerspiegelt.
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strat gebunden ist, kommt es zum sofortigen nukleophilen Angriff durch das zink-aktivierte
Hydroxidion und fiihrt zum tetrahedralen Ubergangszustand. Dieser wird vermutlich ther-
modynamisch durch die Interaktion mit den Zinkionen begiinstigt (Schritt IT). Anschlieend
wird der Thioester gespalten, der Sdure-Base-Katalysator B tibertragt das Proton auf die
Thiolatgruppe und die freigesetzte Carbonsdure sowie Glutathion werden kurzfristig durch
die Interaktion mit den Metallionen stabilisiert (Schritt III). Aufgrund der freien Energie
von b und d [32] liegt das Gleichgewicht der Reaktion auf der Seite der Produkte. Nachdem
Gloll einem Theorell-Chance-Mechanismus folgt, verldsst die Carbonséure als Erstes das
aktive Zentrum (Schritt IV). Glutathion wird hingegen fester gebunden und wesentlich
langsamer aus dem aktiven Zentrum entlassen (Schritt V). Ein neues Wassermolekiil konnte
das aktive Zentrum bereits nach der Freisetzung der Carbonsdure erreichen. Dort d@ndert die
Interaktion mit den Zinkionen den pK, soweit, dass selbst bei einem physiologischen pH
ein neues Hydroxidion gebildet wird (Schritt VI).

Abgesehen davon, dass Argl54 in einigen GlolI-Enzymen (darunter hGlolIl oder PftGlolI)
durch Lysin ersetzt ist, sind die restlichen Aminosduren zur Bindung des Glutathions
(Abb. 4.6) und zur Metallkoordination hoch konserviert. Dies ist auch der Fall fiir PftGlollI,
das eine Insertion zwischen Helix «7 und «8 besitzt und in einer fritheren Studie [1] falsch

eingeordnet wurde. Dementsprechend sind die Erkenntnisse aus dieser Arbeit vermutlich

P.falciparum cytosolic 233 PFFRT--HCYVNKFNMND---------—
P.falciparum_targeted 278 PFLRCDQNDVRKSIDLYAKKKNIKIQQESDYIVI
H.sapiens 223 PFMRVREKTVQQHAGETD---------—
M.fascicularis 223 PFMRVREKTVQQHARETD---------
M.musculus 223 PFMRVKEKTVQQHAGETD---------
G.gallus 273 PFMRVREKTVQEHAGETD---------—
D.rerio 223 PFMRVREKSVLEHAGTSD---------
S.mansoni 208 PLMRVSEPDVLAHAKTTD---------
S.cerevisiae cytoplasmic 238 PFMRLEDPKVQKAAGDTNN
S.cerevisiae_mitochondrial 249 PFMRLDDRAVRLAVGDTAG
A.thaliana cytoplasmic 224 PFMRVDKPEIQEKLGCKS--—-—-—-----—
E.coli 215 VFLRTEDIDLINVINEETL
V.cholerae 216 PFLRTQEPSVIRSVASQVS
-

Abbildung 4.6: Alignment des C-Terminus von GlollI aus verschiedenen Organismen. Dieses neue
Alignment zeigt im Gegensatz zu einer fritheren Studie [1], dass PftGlolI eine Insertion zwischen Helix
o7 und &8 besitzt und die Aminosduren Arginin und Lysin (grau unterlegt) in der Substratbindungs-
stelle hoch konserviert sind. P. falciparum_cytosolic, Plasmodium falciparum, gi|45685161 (Zytosol);
Pfalciparum_targeted, Plasmodium falciparum, gi|33320676 (Signalsequenz fiir den Apikoplast);
H.sapiens, Homo sapiens, gi|14336766; M.fascicularis, Macaca fascicularis, gi|75076324; M.musculus,
Mus musculus, gi|21729786; G.gallus, Gallus gallus, gi|61098280; D.rerio, Danio rerio, gi|38511595;
S.mansoni, Shistosoma mansoni, gi|2494850 (probable); S.cerevisiae_cytoplasmic, Saccharomyces
cerevisiae, gi|2494851 (Zytoplasma); S.cerevisiae_mitochondrial, Saccharomyces cerevisiae, gi|2494852
(mitochondriale Vorstufe); A.thaliana_cytoplasmic, Arabidopsis thaliana, gi|15228389 (Zytoplasma);
E.coli, Escherichia coli, gi|122424930; V.cholerae, Vibrio cholerae, gi|81544528.
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auf GlolI-Enzyme aus anderen Organismen iibertragbar, mit Ausnahme der trypanothion-
abhéngigen GlolI-Enzymen aus Kinetoplastiden [57,89]. Wie weit die Ergebnisse iibertragen
werden kénnen, bleibt noch zu kldren. Insbesondere bei PftGloll stellt sich die Frage, welche

Funktion die Insertion zwischen Helix «7 und o8 austibt.

4.4 Inhibition des Glyoxalase Systems

Das Glyoxalasesystem wird schon seit langerem als interessantes Ziel zur Entwicklung neuer
Antitumor- [59,86,94,95,106] und Antimalaria-Wirkstoffe [1,12,38,56,97,103] angesehen. Ob
sich das Glyoxalasesystem fiir die Entwicklung neuer Wirkstoffe eignet, hangt wahrscheinlich
vom jeweiligen Organismus oder Zelltyp ab. So ergaben z. B. Computersimulationen, dass
sich die Glyoxalasen verschiedener Organismen schlecht dafiir eignen kénnten [90]. Studien
an trypanothionabhéngiger Gloll aus Trypanosoma brucei ergaben schlief3lich, dass keine
erheblichen Wachstumsdefekte bei einem Knock-Out in prozyklischen Insektenstadien zu
erkennen waren. Auch Knock-Down-Experimente an Blutstadien von Trypanosoma brucei
waren entmutigend [111]. Im Gegensatz dazu wurde fiir hGlol gezeigt, dass dieses Enzym
bei der Inhibition der Osteoklastogenese durch Methylgerfelin das Hauptziel des Wirkstoffes
ist [60]. Weitere Studien deckten inzwischen auf, dass der Glutathionmetabolismus fiir Parasi-
ten iiberlebenswichtig ist (obwohl weder die parasitédre y-Glutamylcysteinsynthase noch die
Glutathionreduktase essentiell sind, da wahrscheinlich Glutathion von der Wirtszelle aufge-
nommen wird und ersatzweise vom Thioredoxinsystem reduziert werden kann) [21,77]. Die
Inhibition des Glyoxalasesystems von P, falciparum scheint auch deswegen ein attraktives
Ziel zu sein, da hierbei ein Entgiftungssystem angegriffen wird. Einer der wenigen bewdhrten
Wirkstoffe zur Behandlung der Malaria ist Chloroquin, das ebenfalls ein Entgiftungssystem
des Parasiten stort. Die Behandlung mit Chloroquin hemmt die Himpolymerisation und
fithrt zu einer Akkumulation von toxischem Hidm in der Nahrungsvakuole [45,58]. Der defi-
nitive Nachweis der Eignung des Glyoxalasesystems zur Wirkstoffentwicklung z. B. mittels
Knock-Out-Studien an PfGlol, PfcGloll und PftGloll steht noch aus. Die Konstrukte fiir
Knock-Out-Experimente wurden in dieser Arbeit fertiggestellt. Sollte der Knock-out von
PfGlol, PfcGloll oder PftGloll nicht lethal fiir P falciparum sein, bliebe die Frage zu klédren,
ob der Knock-out stattdessen zu einer Wachstumsdefizienz fithren kann. Hierbei wiirden
die Wachstumsraten im Vergleich zum Wildtyp unter verschiedenen Bedingungen unter-
sucht werden, wie z. B. das Wachstum bei verschiedenen Konzentrationen an extrazellular

zugegebenem Methylglyoxal.
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4.4.1 Die neuen Erkenntnisse zur Substratbindung von PfcGiloll
ermoglichen eine verbesserte Inhibitorentwicklung

Die neu gewonnenen Erkenntnisse zur Substratbindung von PfcGloll [V.1] ermdglichen
verbesserte Uberlegungen zur Entwicklung effizienter Inhibitoren. Nachdem die Amino-
sduren Arg257 und Lys260 von PfcGloll dulierst wichtig fiir die Substratbindung und die
darauffolgende Hydrolyse sind, bietet die Blockade dieser Aminosduren ein hervorragendes
Ziel. Je nach Grolle des Inhibitors konnte dies auch fiir die Blockade von Arg154 von PfcGloll
zutreffen. Ein Vorteil letzterer Vorgehensweise ldge darin, dass in diesem Fall zum einen
der Inhibitor nicht mit einem dullerst fest gebundenen Anteil des Substrats konkurrieren
muss und zum anderen eine hohere Spezifitdt fiir PfcGloll als fiir hGlolI erreicht wird, da in

hGlollI diese Aminosdure durch Lysin ersetzt ist.

4.4.2 Inhibition der PfGlol in vitro

Die Inhibition von PfGlol durch die Uberganszustandsanaloga Curcumin und Methyl-
gerfelin [V.2] sowie durch die Glutathionderivate Compound 5 und 26 fiihrte zu komple-
xen Inhibitionsmustern aufgrund der besonderen Eigenschaften des monomeren Enzyms.
PfGlol besitzt zwei unterschiedliche aktive Zentren und ist allosterisch gekoppelt [38].
Dementsprechend ist es sehr wahrscheinlich, dass die getesteten Inhibitoren mit unter-
schiedlichen Affinitdten an die beiden aktiven Zentren binden und die Bindung an ein
Reaktionszentrum zusétzlich die Konformation und Aktivitdt des anderen Zentrums beein-
flusst. Diese speziellen Eigenschaften der monomeren Glol wurden bei fritheren Studien
tibersehen und demzufolge sollten die dabei ermittelten K;**P-Werte fiir PfGlol [1] oder
vermutlich auch fiir die kommerziell erhiltliche Glol aus Hefe (z. B. [50]) mit Vorsicht be-
handelt werden: diese Werte stellen einen Durchschnitt beider aktiver Zentren bzw. beider
Konformationen dar. Die tatsdchlichen K;j-Werte fiir das jeweilige aktive Zentrum kdnnten
viel hoher oder niedriger als der K;?PP-Wert sein, abhéngig vom untersuchten Inhibitor, dem
getesteten Bereich an Substrat- und Inhibitorkonzentration sowie den Unterschieden in den
aktiven Zentren [V.2].

Die hier untersuchten Inhibitoren kénnen anhand ihrer Wirkung in zwei , Klassen“ einge-
teilt werden (Abb. 4.7). Bei der Inhibition mit Curcumin wurde auch bei hohen Konzentra-
tionen die Aktivitdt nicht unter 50 % gesenkt und die Auswertung der Sekunddrdiagramme
ergab zwei apparente Kj-Werte, die ca. um den Faktor 10 voneinander getrennt waren (25
und 200 uM). Diese und weitere Untersuchungen von PfGlol WT, E272Q sowie E345Q deu-

ten darauf hin, dass Curcumin bevorzugt an das hochaffine Zentrum A bindet (Abb. 4.7 A).
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Abbildung 4.7: Inhibition von PfGlol. A) Messungen der Inhibition durch Curcumin zeigten, dass
dieser Wirkstoff bevorzugt an ein aktives Zentrum (das hochaffine Zentrum A) bindet [V.2]. B)
Einteilung der Inhibitoren von PfGlol in zwei , Klassen“. Curcumin sowie Compound 26 scheinen
bevorzugt an ein aktives Zentrum zu binden, wihrend Methylgerfelin und Compound 5 beide aktive
Zentren inhibieren kdnnen. Im Gegensatz zu Curcumin und Methylgerfelin wiesen Compound 5
und 26 K;?PP-Werte im nanomolaren Konzentrationsbereich auf.

Auch bei Compound 26 wurden zwei apparente Kj-Werte, die ca. um den Faktor 10 vonein-
ander getrennt waren, ermittelt (50 und 450 nM). Diese erste Klasse an Inhibitoren scheint
bevorzugt ein aktives Zentrum zu hemmen (Abb. 4.7 B) und entfaltet seine volle Wirkung
auf beide aktive Zentren erst bei einer weit erh6hten Inhibitorkonzentration. Im Gegensatz
dazu wurden fiir Methylgerfelin und Compound 5 aus den Sekundédrdiagrammen zwei recht
dhnliche apparente Kj-Werte bestimmt. Somit scheint diese zweite Klasse an Inhibitoren
von vornherein beide aktive Zentren der PfGlol zu hemmen (Abb. 4.7 B). Bei der Neu- oder
Weiterentwicklung von Inhibitoren der monomeren Glol sollte somit darauf geachtet wer-
den, dass diese Substanzen beide aktive Zentren hemmen konnen, um eine unerwiinschte
Restaktivitdt zu vermeiden.

Bei Compound 5 und Compound 26 handelt es sich vermutlich um fest und/oder langsam
bindende Inhibitoren. Fiir eine Unterscheidung sowie eine genauere Charakterisierung sind
weitere Messungen erforderlich, bei denen unter anderem die Enzymkonzentration variiert
wird oder der Einfluss der Vorinkubationszeit von Enzym mit Inhibitor untersucht wird
[27,53]. Vorldufige Auswertungen der vorhanden Daten z. B. nach Dixon [39] bestétigen fiir
Compound 5 einen apparenten Kj von ca. 7 nM. Jedoch werden fiir eine exakte Bestimmung
Restaktivitdten von weit unter 50 % benétigt und erfordern weitere Messungen mit hoheren
Inhibitorkonzentrationen, insbesondere bei Compound 26.
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4.4.3 Wirkung der Glol-Inhibitoren auf P. falciparum

Curcumin zeigte bereits in zwei unabhédngigen Studien seine Wirkung auf P, falciparum in
Zellkultur [34,81]. In der Studie von Cui et al. [34] wurde zudem ein erhdhter Spiegel an
ROS (reaktiven Sauerstoffspezies) gemessen und eine Schidigung der DNA nachgewiesen.
Diese Effekte wurden jedoch nicht einer Inhibition des Glyoxalasesystems zugeschrieben,
die zu einer erh6hten Konzentration an Methylglyoxal, gesteigerten oxidativen Stress sowie
zu Schdden an DNA und Proteinen fiihren wiirde. Stattdessen wurde in vitro eine Hemmung
der Histonacetyltransferase des Parasiten beobachtet [34]. Der ermittelte ICso lag dabei je
nach Studie bei 5 uM [81] oder 25 uM [34]. Der erste, niedrigere K;?PP von ca. 25 uM von
Curcumin auf rekombinante PfGlol liegt in diesem Bereich [V.2]. Jedoch wird dieser K;
nur bei niedrigen Substratkonzentrationen erreicht, eine hohere Substratkonzentration
fiihrte zu einer kompetitiven Verdrangung des Inhibitors. Die Inhibition von PfGlol durch
Curcumin in vivo hdangt demzufolge von der (unbekannten) zelluliren Konzentration des
physiologischen Substrats von Reaktionszentrum A ab. Zudem darf nicht vernachléssigt
werden, welche der beiden aktiven Zentren fiir den Umsatz dieses Substrats zustdndig ist.
Nachdem Curcumin viele Nebenwirkungen im mikromolaren Bereich hat (siehe z. B. [34]), ist
es unwahrscheinlich, dass der ICs5g in Zellkultur ausschlief§lich auf die Inhibition von PfGlol
zurilickzufiihren ist. So wird z. B. die humane GlolI mit einem K;?PP von ca. 5 uM gehemmt.
Der ausgeldste oxidative Stress in der Wirtszelle konnte einen zusitzlichen schédlichen
Einfluss auf den Parasiten haben [V.2].

Methylgerfelin inhibierte das Wachstum von P, falciparum in Zellkultur mit einen dhnli-
chen ICsp von ca. 10 - 20 pM. Insgesamt konnte sich dieser Inhibitor besser als Curcumin
eignen, da Methylgerfelin zum einen beide aktiven Zentren hemmen kann und zum anderen
einen ca. zehnfach besseren K;?PP-Wert in vitro aufweist. Beide Inhibitoren bieten einen
guten Ausgangspunkt fiir die Entwicklung von GloI-Inhibitoren, die nicht auf der Struktur
von Glutathion basieren. Diese Substanzen ahmen nicht nur den Ubergangszustand nach,
sondern sind zudem resistent gegeniiber der Spaltung durch y-Glutamyltranspeptidase. Die
Hydrolyse der Methoxygruppen von Curcumin und eine verkleinerte Struktur konnten zu
einem effektiveren Inhibitor fithren, der beide aktive Zentren von PfGlol hemmen kann. Bei
Methylgerfelin ist diese Grundvoraussetzung bereits gegeben [V.2].

Compound 5 und 26 waren zwar in vitro die wesentlich besseren Inhibitoren mit einem
K;?PP im niedrigen nanomolaren Bereich (5 bzw. 50 nM), jedoch scheinen diese Substanzen
aufgrund ihrer polaren Carboxygruppen im Glutathionanteil nicht an ihren Zielort zu ge-
langen. Aullerdem wurde bei Konzentrationen im hohen mikromolaren Bereich (> 100 uM)

eine Beeintrachtigung der Erythrozyten beobachtet. Fiir andere Glutathionderivate wurde
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gezeigt, dass eine Veresterung die Membrangingigkeit erhoht [59,65]. Auch fiir Compound
5 und 26 deuten vorldufige Ergebnisse darauf hin, das die Veresterung mit einem Di-tert-
butylester zu einer ca. zwei- bzw. dreifachen Senkung des ICs fiihrt (Abb. 3.22). Obwohl
Compound 5 in vitro der stirkere Inhibitor ist, wurde mit dem Di-tert-butylester von Com-
pound 26 in vivo eine leicht stérkere Inhibition erzielt. Da Compound 26 resistent gegeniiber
der Spaltung durch y-Glutamyltranspeptidase ist, konnte dieser Vorteil die stdrkere Inhibiti-
on erkldaren. In Abhingigkeit vom verwendeten Ester konnten eventuell sogar IC5-Werte
im nanomolaren Bereich erzielt werden. Andere Moglichkeiten fiir die Weiterentwicklung
dieser Substanzen liegen nicht nur in der chemischen Synthese verschiedener Ester, sondern
auch in der chemischen Synthese von sogenannten Doppelkopf-Substanzen, bei denen
zwei Wirkstoffe miteinander verkniipft werden [36]. So konnte der Glyoxalaseinhibitor wie
in [36] beschrieben mit einem Aminoquinolin iiber einen enzymatisch spaltbaren Ester
verkniipft werden. Diese Strategie wiirde nicht nur das Problem 16sen, ob der Wirkstoff die
Membran tiberqueren kann, sondern konnte auch einen synergistischen Effekt erzielen.
Alternativ konnten die schwergédngigen Substanzen zusammen mit einer Begleitsubstanz
(z.B. grenzflachenaktive Substanzen wie pluronic L121 [91] oder Digitonin [52]) appliziert
werden, die den Membrantransfer erleichtert. Sobald die Kristallstruktur der PfGlol bekannt
ist, kdnnten die Ergebnisse aus der Struktur ebenfalls bei der Neu- oder Weiterentwicklung
der Inhibitoren behilflich sein. Diese neu entwickelten Stoffe konnten dann auf ihre Wirkung
auf P, falciparum untersucht und genauer analysiert werden, indem nicht nur der K;?PP auf
rekombinante PfGlol und der ICso ermittelt werden. Um PfGlol als Zielort zu bestétigen,
konnte der Inhibitor in Zellkultur getestet werden und anschlieBend die Restaktivitdt von
PfGlol im Parasitenlysat sowie der hGloI im Erythrozytenlysat bestimmt werden. Fiir einen
besseren Vergleich kénnten Inhibitionsstudien an hGlol von Interesse sein, die aufdecken,
ob hGlol ebenfalls allosterisch gekoppelt ist und ob bei der Inhibition somit auch zwei

apparente Inhibitionskonstanten erhalten werden.
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Zusammenfassung

Die Malariaerreger der Gattung Plasmodium haben elegante MaBnahmen entwickelt, um
dem Immunsystem des Wirtes zu entgehen und gleichzeitig von dessen Ndhrstoffreichtum
zu profitieren. So ermoglicht zum Beispiel die Invasion in rote Blutkdrperchen dem Parasi-
ten, sich ungehindert am Glucosevorrat der Wirtszelle zu bedienen und seinen erhéhten
Energiebedarf zu stillen. Jedoch fiihrt der vermehrte Glucoseverbrauch auch zu einer erhth-
ten Konzentration an Methylglyoxal, einem toxischen Stoffwechselnebenprodukt wahrend
der Glykolyse. Der Abbau von Methylglyoxal und anderen 2-Oxoaldehyden erfolgt durch das
ubiquitédre Glyoxalasesystem, bestehend aus Glyoxalase I und Glyoxalase II.

In Plasmodium falciparum wurden drei funktionelle Glyoxalasen (PfGlol, PfcGloll und
PftGlolI mit einer potentiellen N-terminalen Signalsequenz) identifiziert. Im Rahmen die-
ser Arbeit wurde mit Hilfe von GFP-getaggten Glyoxalasen zum ersten Mal die jeweilige
subzelluldre Lokalisation untersucht. PfGloI und PfcGloll befinden sich im Zytosol des
Parasiten, wiahrend PftGloll im Apikoplasten nachgewiesen wurde und somit die erste expe-
rimentell bestétigte Glyoxalase in einem Plastiden ist. Die Existenz eines Glyoxalasesystems
im Zytosol des Parasiten war aufgrund der hohen Glykolyserate zu erwarten, jedoch ist
die physiologische Rolle von PftGloIl im Apikoplasten noch unklar. Entweder ist PftGlolI
ebenfalls an der Entgiftung von Methylglyoxal beteiligt oder wandelt eventuell andere, bisher
unindentifizierte Substrate im Apikoplasten um.

Nachdem ein funktionelles Glyoxalasesystem im Zytosol bestétigt wurde, stellte sich die
Frage, ob beide Enzyme fiir eine effiziente Entgiftung mittels ,substrate shuffling“ eng
zusammenarbeiten. PfGlol und PfcGloll scheinen jedoch nicht miteinander zu interagie-
ren, jedoch zeigten weitere Interaktionsstudien (darunter Gelfiltration, Pull-Down- und
Crosslinking-Experimente), dass PfcGloll in Losung in einem Gleichgewicht aus Monomer
und Dimer vorliegt. Die Bildung von labilen Dimeren konnte einer direkten Steuerung der
Aktivitdt dienen und/oder fiir eine Anderung von Signaltransduktionsprozessen sorgen.

PfcGloll ist eine Metallohydrolase mit hochkonservierten Aminoséduren fiir Katalyse und
Substratbindung. PfcGloll Wildtyp und Mutationen der Substratbindung wurden fiir ei-

ne ausfiihrliche Charakterisierung des Katalysemechanismus enzymkinetisch untersucht.
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ZUSAMMENFASSUNG

Dabei stellte sich heraus, dass die Hydrolyse von S-D-Lactoylglutathion in nicht-toxisches
D-Lactat stark von der Salzkonzentration und dem pH-Wert abhéngig ist und die Sub-
stratbindung der geschwindigkeitsbestimmende Schritt der Reaktion ist. Durch Produkt-
inhibitionsstudien wurde nachgewiesen, dass PfcGloll nach dem seltenen Theorell-Chance-
Mechanismus arbeitet und Glutathion als letztes Produkt das aktive Zentrum verlésst. Des-
weiteren wurde zum ersten Mal durch eine PfGlolI-Mutante die Sdure-Base-Katalyse sicht-
bar gemacht, die sonst durch die geschwindigkeitsbestimmende Substratbindung verdeckt
wurde. Das Substrat bindet vorwiegend iiber ionische Wechselwirkungen an die hoch kon-
servierten Aminosduren Arg257 und Lys260. Weitere Aminosduren fiir die Katalyse sind
ebenfalls hoch konserviert. Somit konnen die beschriebenen Ergebnisse zum Katalyseme-
chanismus von PfcGloll vermutlich auch auf Glyoxalase II [soenzyme anderer Organismen
iibertragen werden.

Das Glyoxalasesystem wird schon seit lingerem als potentielles Ziel zur Entwicklung
von Antimalaria-Wirkstoffen angesehen. Wiahrend dieser Arbeit wurden einige kiirzlich
beschriebene Inhibitoren von GloI an rekombinanter PfGlol sowie in Zellkultur getestet, um
weitere Informationen zur Hemmung des Glyoxalasesystems zu sammeln. Alle untersuch-
ten Inhibitoren hemmten das Wachstum von Plasmodium falciparum mit einem ICs im
mikromolaren Bereich . Aulerdem wurde eine Inhibition von rekombinanter PfGlol nachge-
wiesen, jedoch mit unterschiedlichen Auswirkungen. Curcumin und Compound 26 scheinen
bevorzugt nur an ein aktives Zentrum der monomeren PfGlol zu binden, wihrend Methyl-
gerfelin und Compound 5 beide aktiven Zentren hemmen kénnen. Ein weiterer Unterschied
lag in der Effizienz der einzelnen Inhibitoren. Curcumin und Methylgerfelin erreichten
K;?PP-Werte im mikromolaren Bereich. Compound 5 und 26 hingegen wiesen K;*PP-Werte
im niedrigen nanomolaren Bereich auf und sind demzufolge die derzeit wirkungsvollsten
Inhibitoren von PfGlol.
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Summary

Malaria parasites of the genus Plasmodium have developed sophisticated mechanisms to
escape their hosts’ immune response and to benefit from their nutrient-rich environment at
the same time. For example, hiding in red blood cells enables the parasite to easily satisfy
its elevated demand for glucose. However, as a consequence of its high glycolytic rates the
parasite has to deal with an increased concentration of methylglyoxal, a harmful by-product
which forms spontaneously during glycolysis. Detoxification of methylglyoxal and other
2-oxoaldehydes is realized by the ubiquitous glyoxalase system consisting of the enzymes
glyoxalase I and II.

Three glyoxalase enzymes (PfGlol, PfcGloll and PftGloll with a putative N-terminal
targeting sequence) had been identified in Plasmodium falciparum. The subcellular locali-
zation of these three enzymes was determined by microscopy using GFP-tagged proteins.
PfGlol and PfcGloll were found in the cytosol of the parasite, whereas PftGloll was detected
in the apicoplast and is therefore the first experimentally confirmed plastid glyoxalase. The
existence of a glyoxalase system in the cytosol had been expected as the parasite has high
glycolytic fluxes, but the physiological role of PftGloll is still unknown. Either PftGloll
participates in detoxifying methylglyoxal as well or it utilizes other substrates generated in
the apicoplast.

Confirming a functional glyoxalase system in the parasite cytosol led to the question
whether both enzymes work together via substrate shuffling to ensure efficient detoxifica-
tion. PfGlol and PfcGloll do not seem to interact, but further interaction studies includ-
ing gelfiltration, pull down and crosslinking experiments led to the discovery of a rapid
monomer-dimer-equlibrium of PfcGloll in solution. A transient dimerization of GlolI-
isozymes might either directly regulate the activity and/or might lead to altered signal
transduction pathways.

PfcGloll is a metallohydrolase and has highly conserved amino acids in its active site.
To examine the catalytic mechanism in detail, wild type PfcGloll and mutations of the
substrate binding site had been analysed. This extensive study showed that the conver-

sion of S-D-lactoylglutathione to non-toxic D-lactate is a salt- and pH-depending process
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SUMMARY

and that substrate binding is the rate-limiting step. Product inhibition studies support a
Theorell-Chance mechanism with glutathione leaving the active site as the second product.
In addition, acid-base catalysis was revealed for the first time - a process that is usually
masked due to the rate-limiting substrate binding. The substrate is predominantly bound
via ionic interactions with the conserved residues Arg257 and Lys260. Other amino acids
involved in catalysis are highly conserved as well. Therefore, the results gained on PfcGloll
are presumably also valid for GlolI from many other organisms.

For several years now, the glyoxalase system is considered to be a potenial target for
the development of new antimalarial drugs. To get more information about the inhibition
of the glyoxalase system, several recently described inhibitors had been tested on recom-
binant PfGlol and in cell culture. All inhibitors examined were able to impede the growth
of Plasmodium falciparum with an ICsg in the micromolar range. Furthermore, inhibition
of recombinant PfGlol with different outcome could be demonstrated. Curcumin and
compound 26 seem to bind preferentially to one of the acive sites, whereas methylgerfelin
and compound 5 seem to inhibit both active sites. Another difference could be observed
concerning the effectivity of the substances. Curcumin and methylgerfelin achieved K;*PP
values in the micromolar range. On the contrary, compound 5 and 26 exhibited K;?PP values

in the low nanomolar range and are therefore the most potent inhibitors at present.
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