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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Malaria

Malaria ist seit Menschengedenken ein Begleiter des Menschen. Schon im Romischen Kaiser-
reich waren unterschiedliche Malaria-Formen bekannt [1]. In vielen Landern der Welt gehort
Malaria so zum Leben dazu wie die Grippe hierzulande [2]. Dennoch ist Malaria einer der
Grinde aus denen viele Lander unter Armut leiden und Armut sowie mangelnde Bildung sind

ein groRes Problem bei der Bekampfung der Malaria [325].

Im Jahr 2018 gab es ungefahr 228 Millionen Féalle von Malaria-Erkrankungen, das sind ca. 3
Millionen weniger als im Vorjahr. Auch die Anzahl der Todesfalle fiel um 11000 Tote auf ca.
405 000. Obwohl dies eine Verbesserung zu dem Vorjahr bedeutet, konnte der Stand von 2014
mit 217 Millionen Fallen noch nicht wieder erreicht werden. Die wichtigsten Ursachen hierfur
sind schlechte Gesundheitsversorgung, Armut, unzureichende Krankheitsdiagnostik, Resisten-
zen der Anopheles-Miicke gegen Insektizide und am gravierendsten von allen Resistenzen des
Erregers selbst gegen die meisten Chemotherapeutika. Diese Resistenzen sind bisherbei drei
der funf bekannten humanpathogenen Malariaerreger, Plasmodium falciparum, Plasmodium
vivax und Plasmodium malariae aufgetreten. Bei Plasmodium knowlesi und Plasmodium ovale
sind noch keine Resistenzen bekannt.In Afrika wurden im Jahr 2018 99,7 % aller Malariafalle
von P. falciparum ausgel6st, wahrend in Amerika und Stdostasien bis zu 75 % aller Félle von
P. vivax verursacht wurden. Infektionen mit P. knowlesi sind bisher vor allem in Malaysia auf-
getreten, wo die Anzahl der Erkrankten in den letzten zwei Jahren auf mehr als 4000 ange-

stiegen ist. P. malariae und P. ovale spielen weltweit eher untergeordnete Rollen [6, 7].

In Deutschland sieht die Verteilung etwas anders aus siehe Abbildung 1.1. Hier auftretende
Malaria-Falle sind Ublicherweise auf einer Fernreise erworben. Infektionen mit P. knowlesi,
ovale und malariae kommen deutlich haufiger vor als bei der Betrachtung der weltwe iten Falle.
Nur 81 % sind von P. falciparum ausgeldst, wahrend 1,4 % Infektionen mit P. vivax oder P.
ovale ohne genauere Differenzierung darstellen. In 2,3 % der Falle wurden Mischinfektionen

angegeben.
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Gemeldete Malaria-Falle nach
Erregerspezies, Deutschland, 2018

O Plasmodium falciparum

B Plasmodium vivax

B Plasmodium knowlesi

O Plasmodium ovale

O Plasmodium malariae

[ Malaria tertiana (ohne Differenzierung)
B Mischinfektionen

n =859
Abbildung 1.1: Gemeldete Malaria-Falle nach Erregerspezies, Deutschland, 2018, modifiziert nach dem Robert-

Koch-Institut [8].

Es gibt vier Formen der Malariaerkrankung, die Malaria tropica, Malaria tertiana, Malaria quar-
tana und Malaria quotidiana. Malaria tropica wird vom P. falciparum ausgeltst und gilt als die
schwerste Infektion mit den meisten Todesféllen. In Tabelle 1.1 sind die Erreger, ihre Malaria-

Formen und die jeweiligen Fieberzyklen angegeben [9].

Tabelle 1.1: Plasmodienart, ausgelste Krankheit und Fieberzyklus.

Plasmodienart Krankheit Fieberzyklus

P. falciparum Malaria tropica 48 h, asynchron

P. vivax Malaria tertiana 48 h, synchron

P. knowlesi Malaria quotidiana oder auch zoonotische 24 h, synchron
Malaria

P. ovale Malaria tertiana 48 h, synchron

P. malariae Malaria quartana 72 h, synchron

Die Inkubationszeiten variieren je nach Erreger von 7 (P. falciparum) bis 40 (P. malariae) oder
mehr Tagen. Bei der Malaria tertiana und quartana kann es zusétzlich zu Rickféllen nach Mo-
naten oder auch Jahren kommen. Fir die Malaria tertiana liegt dies an dem Vorkommen von
Hypnozoiten, bei Malaria quartana kommen okkulte Blutformen vor [10]. Hypnozoite sind eine

Schlafform von P. vivax sie kommen nur in Leberzellen vor [11].

In Abbildung 1.2 ist der Lebenszyklus der Plasmodien dargestellt. Der Lebenszyklus lauft in

drei Stadien ab, A aul3erhalb der Erythrozyten, B im Erythrozyten und C die Sporogonie im

Moskito. Der Zyklus beginnt bei (1), wenn der Moskito Blut bei einem Menschen saugt und

dadurch Sporozoiten injiziert. Diese wandern in die Leber und infizieren hier
2
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Leberparenchymzellen (2). Der Erreger liegt geschiitzt in der parasitophoren Vakuole vor und
entwickelt sich zum Schizonten (3) welcher sich in Merozoiten teilt. Zeitgleich entstehen bei
der Malaria tertiana Hypnozoite, welche mehrere Monate in Leberzellen Gberdauern kénnen.
In (4) werden immer wieder Merozoiten in den Blutkreislauf abgegeben. Der Erreger kann so
Erythrozyten infizieren (5). Hier entsteht tber einen Trophozoiten wieder ein Schizont, welcher
sich in mehrere Merozoiten teilt, die freigesetzt werden, um weitere Erythrozyten zu infizieren
(6). Bei der Zerstérung der Erythrozyten und der Freisetzung der Merozoiten ins Blut kommt
es zu einem Fieberanfall. Wieoben in Tabelle 1.1 dargestellt passiert dies bei allen Erregern
aulRer P. falciparum immer synchron. Nach Tagen bis Wochen beginnen einige Merozoiten
sich zu Gametozyten zu differenzieren (7). Diese Gametozyten laben je nach Erregerspezies
unterschiedlich lange Lebensdauern, Gametozyten von P. falciparum kénnen bis zu 22 Tage
im Blut Gberdauern. Kommt es wahrend dieser Zeit erneut zu einem Moskitostich, kénnen beim
Blutsaugen auch Gametozyten mit aufgenommen werden (8). Méannliche Gametozyten heil3en

Mikrogametozyten, die weiblichen Makrogametozyten.

Malaria Mensch: Leber

(Plasmodivm spp.)
Leberzelle/-e\ —

Leberzelle :

infiziert *:

T Oocyste P
AL ® platzt auf o A A e
g = Moskito saugt Blut Ausserhalb des Erythrozyten $
%=\ Sporozoite (Injektion von Sporozoiten) e
mOOCVStE/ Kreigesetzt Hypnozoite

Sch|zont fre|gesetzt
‘x. c.ﬁ L] ﬁﬁ% /
.é a l-" . o.- .
N Ofo" . - (3]
* """ ¢ Schizont
Sporogol:lie ‘ Mensch Blutkreislauf
% Moskito Reifende

O Ookinete (8] y Trophozoiten

Moskito saugt Blut
(Aufnahme von ’ A
Makrogametozyte Gametozyten)
E i f .
A . rythrozytenkreislau Reife A
Mikrogamete .y .‘ ., - Trophozoite
verschmilzt mi Yo nip )
p r
Makrogamete .-é? P.falsiparum ‘.’ tos
. >, P
Exflagellation Q f Schlzonten ":\ l /
der Mikrogameten fre|gesetzt we l"
e chlzontA e
GametozytenA _
A=Infektiijses Stadium - \ AT Gametozyten
i o P vivax oL, 2EE
A=D|agnose maoglich P ovale -d
P malariae

Abbildung 1.2: Lebenszyklus der Plasmodien. Im Menschen findet eine rein asexuelle Vermehrung des Erregers
statt wahrend es im Moskito zu einer sexuellen Vermehrung kommt. [Bildquelle: Modifiziert nach Chb und Berichard;
https://commons.wikimedia.org/w/index.php?curid=8487274, abgerufen am 20.01.2019]
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Im Verdauungstrakt der Miicken entwickeln sich die Gametozyten zu Gameten weiter und ver-
schmelzen miteinander (9). Die entstehende Ookinete (10) lagert sich zwischen Epithelzellen
und Basalmembran des Verdauungstraktes des Moskitos ein und wachst zur Oocyste heran
(11). In der Oocyste werden dann viele neue Sporozoiten gebildet, welche zur Infektion weite-
rer Menschen fiihren kdnnen, nachdem sie in die Speicheldriisen der Miicken gewandert sind
(12) [12, 13].

Um diesen Lebenszyklus aufrecht zu erhalten bendétigen die Plasmodien viele Nahrstoffe zum
Teil in grolRen Mengen wie Aminosauren, Peptide, Zucker und Nuklectide. Der Erreger nimmt
z. B. Hamoglobin aus dem Erythrozyten auf. Dieses wird in der Nahrungsvakuole zu Ham Pep-
tiden und Aminosauren abgebaut. Die letzten beiden werden weiterverwendet, wahrend Ham,
welches in hohen Konzentrationen toxisch fur den Organismus ist, zum unldslichen, nicht toxi-
schen Hamozoin umgewandelt wird. Dieses wird aufgrund seiner schwarz-braunen Farbung

auch als das MalariaPigment bezeichnet [14, 15].

Um Glykolyse zur Energiegewinnung betreiben zu kénnen, wird Glukose zunachst tber den
humanen Glukose Transporter 1 (GLUT-1) in den Erythrozyten aufgenommen und gelangt von
dort Uber den P. falciparum Hexose Transporter (PfHT) in den Erreger. Wahrend der Glykolyse
entsteht nun zunachst Gber mehrere Stufen Pyruvat, welches weiter zu Laktat reduziert wird.
Laktat wird dann durch den P. falciparum Formiat-Nitrit-Transporter (PfFNT) aus dem Parasiten
in den Erythrozyten transportiert. Der humane Monocarboxylat-Transporter 1 (hnMCT1) trans-

portiert Laktat dann weiter ins Blut [162 19].

Nukleotide konnen auf unterschiedlichen Wegen erhalten werden. Fir das P. falciparum sind
vier equilibrierende Nukleosidtransporter, ENT1-4, bekannt welche vor allem fiir die Aufnahme
von Adenin oder Adenosin sorgen. Aus diesen kbnnen wiederum Uber den salvage pathway
die bendétigten Nukleotide gebildet werden. Die Nukleotide aus Pyrimidinbasen werden uber

eine de novo Synthese erhalten [20222].

Zusatzlich werden noch viele weitere lonen und Spurenelemente benétigt. Diese Stoffwechsel
und Transportwege sind tUberlebenswichtig fiir den Erreger und stellen somit Angriffspunkte

fur eine antimalarische Therapie dar, dazu Kapitel 1.2.

1.2 Therapie der Malaria und Resistenzentwicklung

Die derzeit effektivste Methode Malaria zu behandeln besteht darin eine Infektion zu vermei-
den. Hierzu wird mit einer Kombination aus physikalischer Pravention (Moskitonetze und In-
sekten-Abwehr-Spray) zusammen mit einer medikamentosen Malariaprophylaxe gearbeitet [6,
23, 24]. Zusatzlich gibt es Bemuhungen einen Impfstoff gegen Malaria zu entwickeln[25, 26].

4
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Wenn Vorsorgemal3nahmen versagen, oder schlicht nicht zur Verfigung stehen, muss die Ma-
lariaerkrankung therapiert werden. Die Weltgesundheitsorganisation, kurz WHO, empfiehlt in
ihrer Leitlinie fur die Therapie von Malaria (Guidelines for the treatment of malaria) von 2015,
dass eine unkomplizierte Malaria ausgel®st durch P. falciparum mit der Artemisinin-basierten
Kombinations-Therapie (ACT) behandelt werden sollte [27]. Artemisinin sowie seine Derivate
wie Artesunat und Artemether, fihren zu oxidativem Stress durch ihre intramolekulare Peroxid-
Struktur und binden auch an eine sarkoplasmatische, endoplasmatische Calcium ATPas (kurz
SERCA oder PfATP6) [28]. Sie greifen damit den Blutschizonten sowie den Gametozyten an
und téten diese ab. Durch die Kombination mit Substanzen, welche die Entgiftung von Ham in
der Nahrungsvakuole hemmen wie Lumefantrin oder Chloroquin-Derivate, kbnnen die meisten

Erregerstimme abgetotet werden [29, 30].

Eine unkomplizierte Malaria ausgeldst durch P. vivax, ovale, malariae oder knowlesi kann in
Gebieten mit Chloroquin-sensitiven Erregern zusatzlich zur ACT auch noch mit Chloroquin be-
handelt werden. Um Hypnozoite von P. vivax abzutéten ist bisher als einzige Substanz Pri-
maquin bekannt. Primaquin wirkt vermutlich Giber einen Eingriff in die mitochondriale Atmungs-
kette der Plasmodien und zeigt damit eine Wirkung auf die Gametozyten, die Oozyste, Gewe-

beschizonten und Hypnozoite [31, 32].

Bei einer komplizierten Malaria wird Artesunat intravends oder intramuskular gegeben, bevor
die Therapie einer unkomplizierten Malaria eingesetzt wird. Fir die Entscheidung, ob Chloro-
quin eingesetzt werden kann oder nicht muss der Erreger zunachst auf seine Sensitivitat ge-

testet werden.

Die Therapie der Malaria ist auf ungefahr zehn Substanzenbeschrankt und eine Monotherapie
heutzutage kaum noch wirksam [7, 33]. Die eingesetzten Substanzen sinddurch den weitver-
breiteten Einsatz immer mehr von Resistenzen gezeichnet. Deshalb ist es notwendig neue und
resistenzunempfindliche Wirkstoffe zu entwickeln, sowie neue Wirkorte (targets) zu identifizie-
ren. Die zur Verfugungstellung von Wirkstoffbibliotheken sowie der Einsatz von Screening Me-
thoden kann die Forschung in diesem Bereich vorantreiben. So konnten fur PfHT, PfFENT,
PfENT1 und PfATP4 (eine P-Typ Natrium ATPase) auf diese Weise mogliche neue Wirkstoffe

gefunden werden und diese als targets identifiziert werden [342 38].

Die Forschung an einer ganzen Vielzahl von Krankheitserregern, sowohl aus dem Reich der
Prokaryoten, als auch der Eukaryoten hat gezeigt, dasses in der Regel vier Mdglichkeiten gibt,

durch die der Erreger eine Resistenz gegen eine bestehende Therapie erreichen kann[39, 40].
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Die erste Mdglichkeit ist ein Efflux des Medikaments aus der Zelle und damit eine Verringerung
der Konzentration am Wirkort. Ein prominentes Beispiel sind hierbei Chloroquin und der Chlo-

roquin-ResistenzTransporter, sowie weitere multi-drug-resistance-Transporter [41, 42].

Die zweite Moglichkeit stellt eine enzymatische Inaktivierung des Wirkstoffes dar. Dies ge-

schieht zum Beispiel bei der Inaktivierung von Penicillin durch Penicillinase [43].

Die dritte Méglichkeit ist eine Verhinderung der Aufnahme des Medikaments, also der Zellper-
meabilitat. So kann in gramnegative Bakterien eine Strukturverénderung ihrer Porine auftreten,

welche ein Eindringen der Antibiotika zum Wirkort verhindert [40].

Die vierte und letzte Mdglichkeit ist eine Veranderung des Wirkortes, sodass keine Bindung
zwischen dem target und dem Arzneistoff mehr stattfinden kann. Dieses Ausbilden der Resis-
tenz ist fur den Erreger haufig schwierig, weil eine Mutation auch Einfluss auf die normale
Funktion des jeweiligen Proteins haben kann. Ein Beispiel hierfiir ist die Mutation in der Sub-
stratbindetasche der Dihydrofolsaurereduktase im Malariaerreger, welche zu einer Resstenz

gegen Cycloguanil, der Wirkform von Proguanil, gefiihrt hat [44].

Die Wirkung von Substanzen, welche zunachst in den Erreger aufgenommen werden und dort
an einem target wirken, kann durch alle vier Resistenzmechanismenabgeschwécht oder ver-
hindert werden. Erstrebenswert ist es deshalb, eine Substanz zu finden, welche entweder von
aufRen am Plasmodium wirkt oder sogar an einer infizierten humanen Zelle. Dadurch ist die
einzige Moglichkeit, eine Resistenz ausubilden die Veranderung des Wirkortes. Es gibt soge-
nannte new permeability pathways, NPP, welche einmal durch die Anpassung humaner Prote-
ine an die Bedirfnisse des Malariaerregers zustande kommen, zusatzlich gibt es Hinweise,
dass auch parasitare Proteine in die Erythrozytenmembran eingebaut werden [45247]. Dies
kénnte mdoglicherweise ein winschenswertes neues target sein. Ebenso gut kann auch eine
Substanz sein, welche von auf3en an einem Protein auf der Parasitenmembranwirkt, also fur

eine Wirkung nicht in den Erreger hineinmuss.

1.3 Tres Cantos antimalarials set(TCAMS) Substanzbibliothek

Es gab viele Bemiihungen in den letzten Jahren, um die Therapie der Malaria zu verbessern.
Am wichtigsten dabei sind die Projekte, die unentgeltlich Substanzbibliotheken fur Forscher-
gruppen zur Verfuigung stellen, allen voran die Malaria Box der Medicines for Malaria Venture
(MMV) welche in unserer Arbeitsgruppe von Dr. André Golldack getestet wurde, siehe auch
Kapitel 1.5 [36]. Die Malaria Box war aus Substanzen dreier unterschiedlicher Institutionen,
dem St. Jude Children’s Research Hospital Novartis und GlaxoSmithKline (GSK) zusammen-

gestellt worden [48, 49].
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Die TCAMS Substanzbibliothek von GSK stellte dabei den gro3ten Anteil mit 13.533 Substan-
zen. Diese Bibliothek wurde durch Screening von GSKs gesamter Substanzbibliothek von fast
2 Millionen Substanzen hinsichtlich eines therapeutischen Effektes am Parasiten P. falciparum

erhalten. Dabei zeigten 13.533 Substanzen eine Hemmung des Stoffwechsels von mindestens
80 % bei einer eingesetzten Konzentration von 2 uM. Im Screening wurde ein Assay zur Be-
stimmung der Stoffwechselaktivitdt verwendet. Diese wurde hierbei Uber die Aktivitat der

Laktatdehydrogenase gemessen. Zusatzlich wurden die Zellen auf ihre Zytotoxizitat an huma-
nen HepG2 Zellen und im Luciferase Reporter Assay getestet, wobei ca. 2.000 Substanzen

auffallig waren [50252].

1.4 Phanotypisches Screening in Hefezellen

Der Begriff des Phanotyps wurde im friithen zwanzigsten Jahrhundert gepragt und beschreibt
vor allem das Erscheinungsbild eines Organismus. Ein Unterschied im Phanotyp beschreibt
zudem das Verhalten des identischen Genotyps auf verschiedene Umwelteinflisse Ein pha-
notypisches Screening untersucht das Verhalten eines bekannten und gegebenenfalls auch
modifizierten Organismus auf vorher festgelegte Veranderungen der Umwelt. Untersuchte Ver-
anderungen sind dabei z. B. Anderungen der Wachstumsbedingungen durch die Zugabe von
Nahrmedien unterschiedlichster Art oder auch verschiedener Substanzen, die dem Organis-
mus schaden kdnnen. Letztere spielen in der pharmazeutischen Forschung wohl die grof3te
Rolle [53255]. Sehr einfach messbar ist zum Beispiel der Einfluss auf das Wachstum eines
Organismus. Dies kann zum Beispiel durch Messung der Zellzahl oder durch Zusetzen eines
Wachstumsindikators abgeschéatzt werden. Weitere Moéglichkeiten wéren das direkte Zahlen

von Zellen unter dem Mikroskop, sowie das Bestimmen der Masse eines Zellpellets.

Das Gegenstlick zum phéanotypischen Screening ist das target-based Screening. Bei diesem
wird ein target au3erhalb seines normalen Systems getestet. Die Wirkung auf den gesamten
Organismus kann dabei nicht abgeschéatzt werden. Aul3erdem bietet dieser Ansatz nicht die
Maglichkeit neue targets zu entdecken. Bei der Identifizierung neuer Medikamente gegen eine
bestimmte Krankheit, also einen bestimmten Ph&notypen, kann es dennoch sinnvoll sein dem
phanotypischen Screening einen target-based Ansatz anzuschliel3en. So kann haufig ein noch

unbekannter Wirkmechanismus aufgeklart werden [56, 57].

Bezlglich der Bioverfugbarkeit sind Treffer aus phanotypischen Screenings von Vorteil fur die
weitere Medikamentenentwicklung. Treffer stellen dabei Substanzen dar, welche eine Wirkung
gezeigt haben. Je nach Modell und Screening musste die Substanz schon Membranen Uber-
winden, um zum Wirkort zu gelangen. AuRerdem musste die Substanz bei den meisten Me-

thoden in gro3tenteils wassrigen Medien gut Idsbar sein. So ist die Bioverflgbarkeit der Treffer
7



Einleitung

aus phanotypischen Screenings haufig besser als bei anderen Methoden. Allerdings kann es
viel Zeit beanspruchen den Reaktionsmechanismus aufzuklaren, wdcher fir die weitere Ent-
wicklung gefragt ist. Beim target-based Ansatz ist der Reaktionsmechanismus simpel zu erken-
nen, jedoch missen haufig mehrere targets getestet werden, bevor eine vielversprechende
Substanz dabei ist[56259].

Die in dieser Arbeit entwickelte Screening Methode stellt ein Crossover eines Phanotypischen
Screenings mit einem target-based Ansatz dar. So wurde als target der rekombinant in Sac-
charomyces cerevisiae exprimierte Formiat-Nitrit-Transporter aus P. falciparum in einem pha-

notypischen Wachstums-Assay eingesetzt.

Saccharomyces cerevisiae (im folgenden S. cerevisiae) hat als Modell-Organismus einige Vor-
teile. So wird es gemeinhin als sicher eingestuft (GRAS, generally recognized as safe, FDA
[60]) und ist preiswert, sowohl in der Beschaffung, als auch im Einsatz. Zuséatzlich zeichnet sie
sich durch eine hohe genetische Formbarkeit aus und ist damit in der Lage Fremd-Proteine zu
exprimieren. Da S. cerevisiae selbst ein Eukaryot ist, bietet sie sich fiir die Untersuchung eu-

karyotischer Proteine an.

Es gibt Zwe i verschiedene Art emscueoAssayshngdie®t ypi sc

Substitutions-As s ay s . rBseue Adsays gibk es eine Unterteilung zwischen den letalen
Expressions- und den Transaktivierungsassays. Bei den letalen Expressionsassays wird ein
Protein exprimiert, welches tddlich fur die Hefezelle ist. Durch den Einsatz von Inhibitoren die-
ses Proteins wird ein Uberleben der Hefezelle wieder sichergestellt. Bei den Transaktivierungs-
assays wird dastarget-Protein zusammen mit einem zweiten Proteinexprimiert. In der Kombi-

nation filhren diese zu einem Untergang der Zelle. Die Hemmung des target-Proteins flihrt

auch hier zur Rettung descueZelAksaybeili sVor daisls

Ergebnisse nicht vorkommen. Bei einem Substitutionsassay wird ein essenzielles hefeeigenes
Proteinanalogon durch das zu untersuchende ersetzt. Bei einer Hemmung dieses Proteins
kann die Hefezelle dann nicht mehr tGberleben. Die hier entwickelte Methode zahlt zu den Sub-

stitutionsassays[56, 61, 62].

Typischerweise setzt man als Kohlenstoffquelle fiir S. cerevisiae Glukose ein. Durch den Me-
tabolismus der Glukose wird Energie gewonnen. Der in der entwickelten Methode wichtige
Stoffwechsel-Weg der Hefe ist der L-Laktat-Stoffwechsel, welcher in Abbildung 1.3 dargestellt
ist. Der verwendete S. cerevisiae-Stamm hat keine eigenen Monocarboxylat-Transporter
(JEN1 und ADY2) mehr, vgl. Kapitel 2.6 [63, 64]. Er ist also nicht in der Lage dieses geladene
Substrat aufzunehmen. Anstelle der hefeeigenenwird der plasmodiale Formiat-Nitrit-Transpor-

ter, kurz FNT, rekombinant exprimiert. Die Glukose wird durch L-Laktat als einzige
8
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Kohlenstoffquelle abgeltst, welches also als Substrat zur Energiegewinnung dient. L-Laktat
kann Uber den FNT aufgenommen und Uber die Laktatdehydrogenase unter Bildung von
NADH + H* zu Pyruvat oxidiert werden. Pyruvat wird dann mit dem Pyruvatdehydrogenase-
Komplex wieder unter Bildung von NADH + H* zu Acetyl-Coenzym A. Dieses kann dann im
Citrat-Zyklus weiterverwendet werden, um Energie in Form von ATP zu generieren [65]. Wird
der FNT mit einem Inhibitor gehemmt, kann kein L-Laktat aufgenommen werden. So entsteht
auch kein ATP und dem Modellorganismus fehlt Energie. Die S. cerevisiae-Zelle stirbt. Eine

ahnliche Methode wurde schon von Wu et al. 2015 beschrieben [16].

Citrat-Zyklus Citrat-Zyklus
Acetyl-CoA Acetyl-CoA
PDC + - I
Inhibitor
Pyruvat ﬁ Pyruvat
|
Laxtat Laktat
FNT FNT
[
Laktat

/’La ktat

Abbildung 1.3: L-Laktat-Stoffwechsel von S. cerevisiae vor und nach Zugabe eines Inhibitors fir den FNT. Die hefe-
eigenen Monocarboxylat-Transportergene JEN1 und ADY?2 sind deletiert (transparent). Nach Zugabe des Inhibitors
wird die L-Laktat-Aufnahme unterbunden und es kann kein Stoffwechsel mehr stattfinden. FNT = Formiat-Nitrit-
Transporter; LDH = Laktatdehydrogenase; PDC = Pyruvadehydrogenase-Komplex; Erstellt mit Adobe Illustrator 19.

Nur durch die Anderung der Kohlenstoffquelle ist es so mdglich in S. cerevisiae-Zellen neue
Inhibitoren fur P. falciparum Formiat-Nitrit-Transporter in einem phanotypischen Assay zu iden-

tifizieren.

1.5 Formiat-Nitrit-Transporter und erste Inhibitoren

Formiat-Nitrit-Transporter, kurz FNT, sind wichtig fir den Stoffwechsel des Malaria-Erregers,
wie in Kapitel 1.1 und 1.4 bereits erwahnt. Sie gehdren zur Familie der Monocarboxylat-Trans-
porter. Dabei geh6ren Monocarboxylate wie Formiat, Laktat, Acetat Fluoracetat und Pyruvat,
sowie anorganische Anionen wie Nitrit, Chlorid, Hydrogensulfid und Hypophosphit zu seinen
Substraten [66268]. Fur jeden Vertreter der Gattung Plasmodium ist nur ein einziger FNT be-
kannt, im Gegensatz zum Beispiel zur Gattung Toxoplasma welche von Dr. Holger Erler in

unserem Arbeitskreis untersucht wurde und welche tber drei FNTs verfugt [16, 17, 69].
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Beim Transport der Substrate durch ein FNT von extrazellular nach intrazellularkommt es zu-
nachst zu einer Anziehung dieser durch Lysin an Position 177 am Poreneingang. Dann folgen
zwei hydrophobe Engstellen, die vom Substrat passiert werden kénnen, sobald dieses vom
vorliegenden Wasser protoniert wurde und damit ungeladen ist. Wahrend dieses Vorganges
nimmt die Aziditdt des Substrates immer weiter ab. Sobald beide Engstellen passiert sind,
nimmt die Aziditat wieder zu und das Proton wird wieder abgespalten. Dieser Transport funk-
tioniert theoretisch in beide Richtungen, physiologisch spielt aber nur der Export eine Rolle.
Dieser Transportmechanismus konnte in unserem Arbeitskreis durch Dr. Marie Wiechert auf-

geklart und von Dr. Folknand Helmstetter bestatigt werden [70273].

Laut einer BLAST-Suche (basic local alignment search tool, durchgefihrt am 20.01.2020 auf
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) mit der Aminosaure-Sequenz von PfFENT Uber das Na-
tional Center for Biotechnology Information ist kein humanes Protein bekannt, welches eine
ahnliche Proteinstruktur mit mehr als 34 % Aminosauren-Ubereinstimmung aufweist. Diese Su-
che ergab nur zwei unterschiedlicher Proteine. Das eine Protein sind verschiedene Isoformen
des Mukosa-assoziierte lymphatisches Translokationsprotein 1(MALT1). Dabei handelt es sich
um eine Paracaspase, ein Vertreter der Cysteinproteasen. Der Ubereinstimmende Bereich

deckt 14 % der FNT Aminoséuresequenz ab. Bei dem zweiten Protein handelt es sich um die
>-Untereinheit des humanen Choriongonadotropins. Hier deckt der tGibereinstimmende Bereich

18 % des FNT ab. Es gibt also im Menschen kein strukturell FNT-ahnliches Protein mit ausrei-
chender Sequenzanalogie. In anderen einzelligen Eukaryoten, Bakterien und auch einer Gat-
tung der Archaeen gibt es hingegen viele Vertreter der FNT, die auch eine hohe Ahnlichkeit
aufweisen [74, 75]. Die Funktions-verwandte Transporter-Familie aus dem Menschen sind die
solute carrier Proteine (SLC), welche ebenfalls Monocarboxylat-Transporter sind. Der wich-
tigste Vertreter dieser Gruppe stellt wohl der SLC16A1 oder auch hMCTL1 dar, welcher fir den

Laktattransport aus der Muskelzelle und dem Erythrozytenverantwortlich ist [76, 77]. Eine wei-
tere BLAST-Suche ergab, dass es keine MCT-ahnlichen Proteine in irgendeinem einzelligen

humanen Parasiten gibt (Stand: 24.12.2019).

Eine Kiristallstruktur eines eukaryotischen FNT ist noch nicht bekannt. Fir das Salmonella ty-
phimurium FocA, ein bakterieller Vertreter der Familie, ist eine Kristallstruktur bekannt[78]. So
kann im Vergleich Uber die Sequenz des Proteins auf die Sekundarstruktur geschlossen wer-
den. Lipophile Aminosduren befinden sich eher in der Plasmamembran, wahrend hydrophile
Aminosauren haufiger in den loops zu finden sind [79, 80]. Eukaryotische FNTs bestehen eben-
falls aus 6 Transmembran Helices. Vom Arbeitskreis publizierte Ergebnisse zeigen, dass das
P. falciparum FNT in der Quartarstruktur als Homopentamer vorliegt, als Artefakte waren auch

weitere Oligomere erkennbar [16, 81].
10



Einleitung

Abbildung 1.4: Modell der Quartérstruktur des P. falciparum FNT basierend auf dem Hydrosulfit Kanal (PDB ID:
3TDR). Dargestellt ist das Homopentamer in lila, sowie dieforcierte Mutation G107S in grau. Erstellt mit PyMOL.

Diese Pentamer-Struktur ist auch schon von anderen Vertretern der FNT Familie bekannt [67,
81, 82]. In Abbildung 1.4 ist ein Modell dieser Quartarstruktur dargestellt. Der Substrat-Trans-

port findet dabei nicht durch die zentrale Pore, sondern durch die Pore jedes Protomers statt
[71, 82].

Glukose Glukose

HT

Glykolyse

+ Inhibitora

Abbildung 1.5: Kohlenstoff-Stoffwechsel im Plasmodium ohne und mit Zusetzen eines Inhibitors. HT = Hexose
Transporter; FNT = Formiat-Nitrit-Transporter; Erstellt mit Adobe Illustrator 19.

Das in der Gattung Plasmodium wichtige FNT-Substrat ist L-Laktat. Wie schon in Kapitel 1.1

kurz erklart, wird Gber den Hexose-Transporter Glukose aus dem Erythrozyten aufgenommen,

11
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vgl. Abbildung 1.5. Nach der Umwandlung zu L-Laktat muss dieses den Erreger wieder verlas-
sen und tut dies Uber den FNT. Beim Einsetzen eines Inhibitors des FNT kannL-Laktat dem-
nach nicht mehr hinaustransportiert werden. Es kommt zu einer Akkumulation im Erreger und
zu einem Sinken des pH-Wertes. Zusatzlich konnte ein Anschwellen von Erreger und Erythro-
zyt gezeigt werden, was moglicherweise osmotische Griinde hat Nach erfolgreicher Hem-
mung stirbt der Malaria-Erreger ab. Bevor die Identitat des FNT geklart war, gab es bereits
erste bekannte Inhibitoren des Proteins. Substanzen wie Phloretin, Furosemid und Cinnamat-
Derivate hemmen den Transporter mit einem ICs-Wert im unteren mikromolaren Bereich [162
19].

Erst der Einsatz von Screening-Methoden fuhrte zu der Entdeckung der ersten Inhibitoren des
P. falciparum FNT im nanomolaren Bereich. Dr. André Golldack flhrte in unserem Arbeitskreis
ein biophysikalisches Screening von Substanzen aus der MalariaBox durch und entdeckte
dabei zwei, welche im Hefe-System einen ICso-Wert im mittleren nanomolaren Bereich aufwie-
sen, MMV007839 und MMV000972 siehe in Abbildung 1.6. Im Folgenden wird MMV007839
nur noch mit dem arbeitskreisinternen Namen BH-312 genannt. Ahnliche Werte wurden an P.
falciparum erhalten. Inzwischen gibt es im Arbeitskreis eine ganze Bibliothek mit Strukturana-

loga der im Screening gefundenen Substanzen [36, 37, 48].

A
Phe90

0 C
Ala233
| ~0
F @
His230
Phe223
F 0 o
N N
0
F
0
OH
FF

F F Thr106
E 7\
Val196

Gly107
Phe94 HO Ser
H

o\
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Abbildung 1.6: Strukturformeln von BH-312 (A) und MMV000972 (B), beide in der vermuteten Transportform. Er-
stellt mit ChemDraw. (C) Postulierter Bindemodus von MMV007839. In Rot dargestellt die Mutation G107S. Erstellt
von Dr. André Golldack [36]

Bei der Behandlung von Parasiten mit subletalenKonzentrationen von BH-312 konnte eine Ein-

Punkt-Mutation selektiert werden. An Aminoséaure-Position 107 war ein Glycin gegen ein
12
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grolReres Serin ausgetauscht worden, vgl. Abbildung 1.6. Dies gab erste Hinweise tber den
Mechanismus der Hemmung. Position 107 liegt am Transportpfad von L-Laktat und Dr. André

Golldack postulierte dann den Bindemodus wie in Abbildung 1.6 (C) angegeben [36].

Die beidem im Screening von Dr. André Golldack gefundenen Substanzen zeigten in anderen
Tests von van Voorhiset al. 2016 eine ausgepragte Plasmaprotein-Bindung, sowie Interaktion
mit Glutathion und sind deshalb nicht die besten Kandidaten fur weitergehende Arzneimittel-
Entwicklung [49]. Da aufgrund der starken Resistenzbildung in der Malariatherapie dringend
neue targets gebraucht werden, ist eine Suche nach weiteren hochpotenten PfFNT-Inhibitoren
wichtig. Aul3erdem stellt der FNT aufgrund seiner wichtigen Rolle im Kohlenstoff-Stoffwechsel
und seines Fehlens im menschlichen Organismus eindrug target dar, welches eine gute Er-
ganzung fur die bereits bekannten ist. Zu diesen targets zahlen, wie in Kapitel 1.2 beschrieben,
die HAmoglobinverwertung, die Atmungskette, die Erzeugung oxidativen Stresses und die sar-

koplasmatische, endoplasmatische Calcium ATPase

1.6 FNTsaus humanpathogenen Plasmodien

Es gibt funf bekannte humanpathogene Plasmodien,P. falciparum, P. vivax, P. ovale, P. mala-
riae und P. knowlesi. Von allen fuinf sind auch FNT bekannt, die, auRer PfENT bisher noch nicht
untersucht wurden. Die Ahnlichkeit und Identitat der Aminosauren in den Sequenzen sind in

Tabelle 1.2 dargestellt.

Tabelle 1.2: Vergleich der Ahnlichkeit der Proteinsequenzen der FNTs humanpathogener Plasmodien In Rat dar-
gestellt die Anzahl der Aminoséuren, die identisch sind in %. In Blau die Anzehl der Aminosauren, die ahnlich sind
in %. Erstellt von Prof. Dr. E. Beitz mit TEXshadg83]

l_
E E =
5 z =z g z
S L 2 IS o)
o o o o o

PIENT
PVENT | 73,7
PKFNT [ 72,8 90,5
PmFNT [ 72,4 78,2 78,9
PoFNT (74,6 79,8 79,8 821

% der gleichen Aminosauren

Es zeigt sich, dass mindestens 72,4% der vorhandenen Aminosauren gleich sind. Besonders
bei den FNTs aus P. vivax und P. knowlesi zeigt sich eine hohe Identitat mit 90,5 % gleichen
Aminosauren. Tatséchlich zeigen die Sequenzen von P. vivax, P. knowlesi, P. malariae und P.

ovale gréRere Ubereinstimmungen untereinander als diese vier mit P. falciparum. Ahnliche
13
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Aminosauren sind sogar mehr als 84,1 % vorhanden. Auch hier zeigen P. vivaxund P. knowlesi
die groRte Ubereinstimmung mit 95,4 %. Die Unterschiede zwischen P. falciparum FNT und
den anderen vieren ist hier nicht mehr so ausgepragt. Ein Alignment der Sequenzen ist in
Abbildung 1.7 dargestellt.
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Abbildung 1.7: Alignment der Proteinsequenzen der FNTs humanpathogener Plasmodien. Griin hervorgehoben
sind Aminosauren im Poreneingang des Proteins, wahrend die konstriktionsbildenden Aminoséuren mit einem Drei-
eck markiert sind. Mit einem Pfeil ist die Mutationsstelle G107S markiert. Auch hypothetische Phosphorylierungs-
(P) und Acetylierungsstellen (Ac) sind markiert. Schwarz mit weiRRer Schrift bedeutet eine genaue Ubereinstimmung
der Aminoséure, je heller der Grauton, desto niedriger die Ahnlichkeit. Weik mit schwarzer Schrift stellt eine unahn-
liche Aminosaure dar. Erstellt von Prof. Dr. E. Beitz mit TEXshad€e[83]

Dabei zeigt sich in den markierten Transmembran-Helix Domanen eine hohe Ahnlichkeit. Un-
terschiede bestehen vor allem am N- und am C-Terminus und in den loops. Die mit Dreiecken
markierten konstriktionsbildenden Aminoséuren sind konserviert. Auch die grin hervorgeho-
benen Aminosduren im Poreneingang stimmen Uberein. Zur besseren Verdeutlichung ist in

Abbildung 1.8 die tertidre Struktur des P. falciparum FNT abgebildet. Weil3e Bereich zeigen
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hier die Ubereinstimmung an, je dunkler der Rotton, desto starker sind die Unterschiede zu

den FNTs der anderen humanpathogenen Plasmodien.

Abbildung 1.8: Modell der tertidren Struktur des P. falciparum FNT basierend auf dem Hydrosulfit Kanal (PDB ID:
3TDR). Weil3e Bereich zeigen identische Aminosauren an im Vergleich mit den FNTs der anderen humanpathoge-
nen Plasmodien. Die rote Farbe zeigt die Bereiche an, in denen ein Unterschied besteht. Erstellt mit PyMOL von
Prof. Dr. Eric Beitz.

Auch hier ist zu erkennen, dass vor allem im Transportpfad keine Unterschiede der Proteine
zu sehen sind. Aufgrund der Ahnlichkeit der Sequenz konnte man erwarten, dass es auch keine
Unterschiede in der L-Laktatleitfahigkeit zwischen den FNTs gibt. Schaut man sich zudem den
von Golldack et al. 2017 postulierten Bindemodus des Inhibitors BH-312 an, siehe Abbildung
1.4, ist zu sehen, dass die hypothetisch fur die Hemmung des FNT wichtigen Aminoséuren alle
konserviert sind. So liegt die Vermutung nahe, dass auch in der Hemmbarkeit keine grof3en

Unterschiede zu finden sind.

1.7 Zielsetzung

Da in der Therapie der Malaria dringend neue Substanzen und auch neue targets benétigt
werden, bestand das erste Ziel der Arbeit darin eine Methode zu entwickeln, mit der die
TCAMS-Substanzbibliothek am P. falciparum FNT getestet werden kann. Die Substanzbiblio-

thek wurde freundlicherweise von GSK zur Verfligung gestellt. Dieses Screening sollte im
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Anschluss an die Methodenentwicklung dann durchgefuhrt werden. Es sollte eine Substanz
gefunden werden, welche nicht den gleichen Bindemodus aufweist, wie die schon bekannten
Substanzen. Aus diesem Grund wurde mit der Resistenzmutante G107S vonPfFENT gearbeitet.
Das Ziel dabei war eine Substanz zu finden, welche aul3en am Transporter bindet und nicht
zunachst aufgenommen werden muss. Da die Resistenzmutante an Aminoséure-Position 107
verandert ist, welche intrazellular im L-Laktat-Transportpfad liegt, kbnnen nur Substanzen wir-
ken, welche von der Aminosaure-Veranderung nicht beeintrachtigt werden. Ein grof3er Vorteil
davon ist, dass der Malaria-Erreger nicht so viele Méglichkeiten hat eine Resistenz zu entwi-
ckeln, wenn die Substanz nicht aufgenommen werden muss, um wirken zu kénnen Von den
vier in Kapitel 1.2 genannten ResistenzMechanismen bringt einzig die Veranderung des target
einen Effekt, da die Substanz auRerhalb des Erregerswirkt. Zuséatzlich sollte diese neue Sub-
stanz einen niedrigeren halbmaximalen Hemmwert haben, als fir die Resistenzmutante bisher
bekannte Substanzen. Zu Beginn dieser Arbeit wies die beste inhibitorische Substanz BH-296
einen ICso-Wert von 2,7 uM im Hefesystem auf. Aus diesem Grund wurde als Grenze im Scree-
ning eine gleichstarke oder bessere Hemmung gewahlt. Die Entwicklung solch eines Assays

ist auch fur die Zukunft sinnvoll, um weiterer Inhibitoren von L-Laktat-Transportern zu finden.

Das weitere Ziel war die erstmalige Untersuchung der FNT der anderen humanpathogenen
Malaria-Erreger, P. vivax, P. knowlesi, P. ovale und P. malariae. Diese sollten zun&chst hinsicht-
lich ihrer L-Laktatleitfahigkeit mit PfENT verglichen werden. Im Anschluss sollten die im Ar-
beitskreis bekannten Substanzen an allen FNT-Vertretern getestet werden, um Unterschiede
und Ahnlichkeiten in der Hemmbarkeit festzustellen. So sollten Informationen iiber die gene-
relle Eignung der FNTSs als drug target der humanpathogenen Malaria insgesamt gewonnen

werden.
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2 Material

2.1 Chemikalien, Enzyme, Kits, Material

Applichem GmbH, Darmstadt

Natriumlaurylsulfat, Natrium-L-Laktat, Tween 20

Becton Dickinson GmbH, Heidelberg

Difco Yeast Nitrogen Base w/o amino acids Bacto Yeast Extract, Bacto Pepton

Beckman Coulter, Krefeld
GenomelLab DTCS-Quick Start Kit

Bio-Rad, Miinchen
Bio-Rad Protein Assay, ClarityECL Westernblotting Substrates

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe

Agar-Agar Kobe |, Ammoniumsulfat, Anmoniumperoxodisulfat, Bromphenolblau, Dimethyl-
sulfoxid, 1,4-Dithiothreitol, Natrium-Ethyldiamintetraessigsaure, Glukose-Monohydrat, Glycerol
(wasserfrei), Glycin, 2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-ethansulfonsaure, L-Leucin, LB-Agar
(Lennox), LB-Medium (Lennox), Lithiumacetat, 2-(N-Morpholino)ethansulfonsaure, Milchpul-
ver (blotting grade), Natriumacetat, Natriumchlorid, Natriumdihydrogenphosphat Monohydrat,

Natriumhydroxid, Ponceau S, Rotiphorese Gel 40, Tristhydroxymethyl)-aminomethan

GE Healthcare, Freiburg
Amersham ECL Prime Western Blotting Detection Reagent, Amersham Hybond P 0.45 PVDF
Blotmembran, Whatman Grade 3MM Chr Blotting Paper, Whatman Grade GF/C Glass Micro-

fiber Filter (25 mm circle)

Genaxxon BioScience, Ulm

Agarose LE, Ampicillin (Natriumsalz),N, N, Netraethylethylendiamin

GlaxoSmithKline GmbH & Co.KG, Miinchen

Tres Cantos Antimalarial Set (TCAMS) wurde freundlicherweise zur Verfigung gestellt.

J.T. Baker, Minchen

Ethanol, Methanol, Isopropanol, Essigsaure, Salzsaure
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Hartmann Analytic GmbH, Braunschweig

MC-Natrium-L-Laktat

Merck KGaA, Darmstadt

Filterplatte Durapore Membrane opaque plates 0,45 um

MP Biomedicals, lllkirch, Frankreich
Ethidiumbromid

neolLab Migge GmbH, Heidelberg
Mikrotestplatte 96-well klar F-Boden

PegLab Biotechnologie GmbH, Erlangen
PeqGOLD Prestained Protein Marker IlI

PerkinElmer, Inc,, Rodgau

Microscint-20 Scintillationscocktail

Promega Corporation, Mannheim

Wizard Plus SV Minipreps DNAPurification System

Roche Diagnostics, Mannheim

Anti HA 12CA5 mouse monoclonal antibody

Sigma Aldrich Chemie, Steinheim
Adenin, Coomassie Brilliant Blau G250, Dimethylsulfoxid, glass beads (acid-washed), L-Lysin,
L-Histidin, L-Tryptophan, Polyethylenglykol 3015-3685, Resazurin Natriumsalz, sperm nuclei

from salmon (SS-carrier DNA)

Sud-Laborbedarf, Gauting
Hi Yield PCR Clean-up/Gel-Extraction Kit

Thermo Fischer Scientific, Schwerte

Glycogen, UDNA, Orange G, Restriktionsenzyme, T4 DNA Ligase, T4 Ligase Puffer

VWR International GmbH, Hannover

Snaptwist Scintillationsvials, Makrokuvetten, Eppendorf-Gefalie, Pipettenspitzen

Zinsser Analytik GmbH, Frankfurt

Quicksafe A Scintillationscocktalil
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2.2 Gerate

B. Braun Biotech International, Melsungen

Certomat MO Laborschuttler

Beckman Coulter, Krefeld
Optima XL-80K Ultrazentrifuge mit Rotor 50.2 Ti; DNA Sequenzer CEQ 8000

Binder GmbH, Tuttlingen

Brutschrank, Warmeschrank

Bio-Rad, Miinchen
PowerPac 200 SDS-PAGE Netzteit Trans-Blot SD Semi-Dry Transfer Cell

Edmund Buhler, Hechingen
Wippschattler WS-10

Elysia & Raytest GmbH, Straubenhardt

Gel-Dokumentationssystem IDA

Eppendorf AG, Hamburg
BioPhotometer; Centrifuge 5424 R

Gesellschaft fur Labortechnik mbH, Burgwedel

Wasserbad

H+P Labortechnik, Miinchen
Variomag MONO Magnetrihrer

Hereaus Holding, Hanau
Biofuge Pico Zentrifuge; Kelvitron T; Multifuge 1S-R Centrifuge, HERAguard Reinluftwerkbank,

Function Line UT12 Trockenschrank

IKA-Werke GmbH & CO. KG, Staufen
Ikamag RetGS; IKA RW 20 Ruhrwerk

lImvac GmbH, llmenau

MPC 101 Z Membranpumpe Typ 400171 chemiefest
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Infors HT, Bottmingen, Schweiz

Minitron Inkubationsschiittler

Kern & Sohn GmbH, Balingen-Frommern

Kern ABS 120-4 Analysenwaage

Mettler-Toledo, Giel3en

Balance MS205DU Prazisionswaage; PB3002S DeltaRange Prézisionswaage

New Brunswick Scientific GmbH, Nirtingen

Innova U535 Upright Freezer

Oy Growth Curves Ab Ltd., Helsinki, Finnland

Bioscreen C Automated Microbiology Growth Curve Analysis System

Panasonic Deutschland, Hamburg
NN-E245W Mikrowelle

Perkin-Elmer, Langenfeld
TRFCARB 2000TR Liquid Scintillations Analyzer, MicroBeta Trilux 1450 LSC und Lumines-

cence Counter

PeqgLab, Erlangen
Perfect Spin 24 Plus Mikrozentrifuge; Perfect Spin 24R Mikrokihlzentrifuge; Primus PCR-BI6-
cke; S62C Heizblock; SDS-GelgieRR3stand und Geltrager

Pharmacia Biotech, Piscataway, USA
EPS 300 Elektrophorese Netzteil

Roche Diagnostics, Mannheim

Lumi-Imager F1

Savant Instruments, Farmingoale, USA
Vakuumzentrifuge DNA SpeedVac DNA 110

Scientific Industries, Bohemia, USA

Vortex-Genie 2

Schott Instruments, Mainz
Digital-Labor-pH-Meter Lab 850
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Tecan Group Ltd., Mannedorf, Schweiz

Tecan Infinite F50; Tecan Infinite F200

Techne, Duxford, GroRbritannien
Dri-Block DB-2D

Thermo Fischer Scientific, Schwerte

E1-ClipTip Mehrkanalpipette; Compact Digital MicroPlate Shaker

VWR International GmbH, Hannover

Puranity TU 6 IV/UF Wasseraufbereitungssystem

Zirbus Technology GmbH, Bad Grund
Dampfsterilisator LTA 32/25

2.3 Plasmid und kodierende DNA-Sequenzen

Zur heterologen Genexpression von FNT-Varianten wurde ein Plasmid verwendet, dass alle
notwendigen Gene und Promotoren fur Amplifikation in E. coli und Expression in S. cerevisiae
enthielt (Abbildung 2.1).

PMA\promoter = promoter

EcoRlI Eco72] Pmll Nhel Xhol 10x his-tag » misc_feature

Sspl
4 \ - .
; Xbal Spel Bcul PPMA5' seq_Prime HA-tag = misc_feature

>
{JADH3' ADH\Terminator = terminator

Pael Sphl

pDRTXa

6466 bp
KspAl

Sspl
Aatll
Neol Sspl
URA3 » CDS

Munl Mfel

Abbildung 2.1: Verwendetes Plasmid zur heterologen Expression von FNT Varianten: blauMCS fur FNT, orange:
AMPR fur Amplifikation in E. coli, grin: PMA-Promotor, rot ADH-Terminator. Zusétzlich sind ale vorhandenen
Schnittstellen dargestellt. Erstellt mit Genome Compiler unter https://designer.genomecompiler.com/ap p
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Proteinname  Beschreibung GroRe  GeneDB ID

PfENT FNT aus P. falciparum 930 bp PF3D7_0316600
PfENT G107S Resistenzmutante desFNT aus P. falciparum 930 bp

PVENT FNT aus P. vivax 942 bp PVP0O1 0823500
POFNT FNT aus P. ovale 942bp PocGH01_08031900
PmENT FNT aus P. malariae 945 bp PmUGO01_08039500
PKFENT FNT aus P. knowlesi 945bp PKNH_0825200

[Quelle: PlasmoDB, abgerufen unterhttps://plasmodb.org am 21.01.2020]

2.4 Oligonukleotide (primer)

Name Sequenz-()5 -
PMA  AAT CGT TGG TAG ATA CGT TGT
ADH CATAAATCA TAA GAAATT CGC

2.5 E. coli-Stamm

Derverwendete E.coli-St amm war DH52 mi F-580Dlachd ®d dachyy-prgh)
U169 recAl endAl hsdR17 (rk , Mk+) phoA SupE 4 4- thidl gyrA96 relAl.

2.6 S. cerevisiae-Stamm

Der S. cerevisiae-Stamm war von M. Casal zur Verfiigung gestellt worden. Dabei handelt es
sich um W303-1A mit dem Genotyp djenl dady2 MATa, can1-100, ade2-1, his3-11-15, leu2-
3,-112, trp1-1-1, ura3-1, jenl::kanMX4, ady2::hphMX4.

2.7 Antikorper

Name Beschreibung Verdinnung

Anti-HA Monoklonaler Priméar-Antikorper aus der Maus gegen eine  1:5.000
Teilsequenz des Hamagglutinin (YPYDVPDYA) gerichtet
(von Roche)

Anti-Penta-His  Monoklonaler Primar-Antikdrper aus der Maus gegen funf 1:5.000

Mal Histidin gerichtet (von Qiagen)
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Anti-Maus Polyklonaler Sekundarantikérper aus der Ziege gegen die 1:5.000
Seitenkette des Maus IgG, konjugiert mit Meerrettich-Per-

oxidase (von Jackson Immuno Research)

2.8 Nahrmedien, Puffer, Lésungen

2.8.1 Molekularbiologie

Agarose-Gelelektrophorese

TAE-Puffer Ethidiumbromid-Lésung (10 mg - ml 1)
Tris-Acetat, pH 8,0 40 mM Ethidiumbromid 1 Tablette
EDTA 1mM Aqua bidest. 10 ml
Aqua bidest.

10 x Probenpuffer (Orange G)

Orange G 0,4 %
Glycerol 30 %
EDTA 100 mM
Aqua bidest.

Nahrmedien

Alle Nahrmedien wurden nach der Herstellung bei 121 °C fur 20 min autoklaviert, auf3er es ist

anders angegeben.

LB Medium LB Agarplatten

LB-Medium (Lennox) 204g LB-Agar 3549

Aqua bidest. ad 11 Aqua bidest. ad 11

Ggf. Ampicillin 100 ug - ml * Ggf. Ampicillin 100 ug - ml *
YPD Medium YPD Agarplatten

Peptone 2049 YPD Medium 11
Hefeextrakt 109 NaOH 01lg
Glukose 209 Agar 209

Aqua bidest. ad 11
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SD Medium

yeast nitrogen base 179

Ammoniumsulfat 5¢

Glukose 20 g

Aqua bidest. ad 11

SD AHLW Agarplatten SD AHLW Medium

SD Medium 11 SD Medium (abgekiihlt) 11

Agar 20g Adenin 25mg -ml !
Nach abkuhlen auf ca. 60 °C: L-Histidin 20mg -ml *
Adenin 25mg-ml * L-Leucin 100mg -ml *
L-Histidin 20mg -ml * L-Tryptophan 10mg -ml?
L-Leucin 100 mg - ml *

L-Tryptophan 10mg-ml*

1 % L-Laktatmedium

yeast nitrogen base 1,79
Ammoniumsulfat 50

Aqua bidest. 850 ml

Nach Abkuhlen:

L-Laktat 10g

Adenin 25mg-ml *
L-Histidin 20mg -ml *
L-Leucin 100 mg - ml *
L-Tryptophan 10mg - -ml ?
Aqua bidest. ad 11

2.8.2 Proteinchemie

Isolierung der mikrosomalen Fraktion aus S. cerevisiae

Extraktionspuffer B Puffer M

Tris 25 mM Natriumphosphat 100 mM
EDTA 5mM Natriumchlorid 50 mM
pH 7,5 mit HCI einstellen pH 8,0 mit HCI einstellen

20 min autoklavieren 20 min autoklavieren
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SDS-PAGE
SDS-Ladepuffer (4x)

Material

Trenngelpuffer (4x)

Tris 0,25 M Tris 15M
Glycerol 40 % SDS 0,4%
Bromphenolblau 0,02 % pH 8,8
SDS 8% Aqua bidest.
DTT 0,4 M
Aqua bidest.
Sammelgelpuffer (4x) APS (10%)
Tris 05M Ammoniumpersulfat 59
SDS 0,4 % Aqua bidest. ad 50 ml
pH 6,8
Aqua bidest.
Kathodenpuffer (10 x) Kathodenpuffer (1x)
Glycin 1,92 M Kathodenpuffer (10x) 100 ml
Tris 0,25M Aqua bidest. ad 11
SDS 1%
pH 8,22 8,6 mit HCI einstellen
Aqua bidest.

Western Blot
Transferpuffer (5x) Transferpuffer (1x)
Glycin 0,96 M Transferpuffer (5x) 10 ml
Tris 0,125 M Methanol 10 ml
SDS 0,2% Aqua bidest. 30 ml
Aqua bidest.
TBS (10x) TBST (1x)
Natriumchlorid 1,37 M TBS (10x) 100 ml
Tris 0,2M Tween 20 1mil
pH 7,6 mit HCI einstellen Aqua bidest. ad 11

Aqua bidest.
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M-TBST
Milchpulver 3%

blotting grade
TBST (1x)

Proteinfarbung mit Coomassie Brilliant Blau und Ponceau S

Farber-Losung Entfarber-L6sung

Coomassie Brilliant Blau 0,25 g Eisessig 10 ml
R250

Eisessig 10 ml Methanol 50 % 90 ml
Methanol 50 % 90 ml

Ponceau S Lésung

Ponceau S 1g
Essigsaure 15ml
Aqua bidest. 35 ml

2.8.3 Testung von Inhibitoren

HT-Puffer (HEPES/TRIS) Resazurin Stamm-L6ésung
HEPES 50 mM ResazurinNa 3mg-ml?
Tris 50 mM Aqua bidest.
pH 6,8 mit HCI einstellen
Aqua bidest. ad 11
2.9 Software

Fir diese Arbeit wurde die Microsoft Office Suite verwendet. Diese Arbeit wurde mit Microsoft
Word geschrieben und erste Datenauswertungen, sowie Tabellendarstellungen wurden mit
Microsoft Excel vorgenommen. Die Statistische Auswertung und graphische Darstellung er-
folgte mit GraphPad Prism. Abbildungen wurden mit Adobe Photoshop und Adobe lllustrator
modifiziert. Strukturformeln wurden mit ChemDraw Ultra 12 erstellt. Die Darstellung von Pro-
teinen erfolgte mit PyMOL. Geréatespezifische Software ist hier nicht angegeben, wenn sie nur

zur Aufnahme der Daten verwendet wurde und keine Auswertung damit durchgefiihrt wurde.
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3 Methoden

3.1 Molekularbiologische Methoden

3.1.1 Agarose-Gel-Elektrophorese

Die Agarose-Gel-Elektrophorese wurde zur GrolRenauftrennung von DNA verwendet. Dazu
wurde 0,5 g Agarose in einem Erlenmeyerkolben eingewogen und in 50 ml 1 x TAE-Puffer ge-
|ost. Der Erlenmeyerkolben wurde in einer Mikrowelle erhitzt, bis ca. 10 g Wasser verdampft
waren. Dieser Verlust wurden mit Wasser aufgefillt und anschlieBend 1 pl Ethidiumbromid-
Losung zugesetzt. Der Giel3stand wurde zusammengebaut und die Agarose-L6sung nach Um-
schwenken hineingegossen. Nach Aushérten des Gelsflr ca. 30 min konnte dieses in die Ap-
paratur eingesetzt werden, und wurde komplett mit TAE-Puffer bedeckt. Nach Entfernen der
Kamme wurden 20 pl der mit 10 % Orange G versetzten Probenin die ausgesparten Taschen
eingeflllt. Zusatzlich wurden 5 pul DNA-GréRenmarker ( {DNA verdaut mit Pst 1) in eine Tasche
gefullt. AnschlieRend wurde die Apparatur mit einer Spannungsquelle verbunden. Eine Span-
nung von 120 V bei 400 mA wurde eingestellt und 30-40 Minuten aufrechterhalten. Anschlie-
Rend konnte durch Anregung mit UV-Licht das Ethidiumbromid, welches in die DNA interka-
liert, sichtbar gemacht werden. Einerseits konnte so DNA Uber ihre Gré3e identifiziert werden
(zum Beispiel nach erfolgtem Restriktionsverdau, siehe 3.1.4), andererseits konnte die ge-

wuinschte DNA isoliert werden (3.1.2).

3.1.2 DNA-Isolierung aus Agarosegelen

Gewinschte DNA-Fragmente konnten direkt nach der Agarose-Gel-Elektrophorese (siehe
3.1.1) aus dem Gel gewonnen werden, um diese weiter zu verwenden. Dazu wurde mit UV-
Licht der Wellenlange 360 nm das interkalierte Ethidiumbromid angeregt und mit einem Skal-
pell DNA-Fragmente der gewtinschten GroRRe so knapp wie moglich ausgeschnitten. Im An-
schluss wurde das HiYield® PCR Clean-up/ Gel Extraction-Kit nach der folgenden Anleitung
verwendet. Um die DNA aus dem Gel zu gewinnen musste dieses zuerst verflissigt werden.
Dies geschah durch Zugabe von 500 ul DF-Puffer, welcher chaotrope Salze enthélt, die zusatz-
lich zum Auflédsen der Gelstruktur auch Enzyme denaturieren. Das Ganze wurde 10-15 min
lang bei 60 °C unter regelmé&Rigem Durchmischen erhitzt. Sobald das Gel wieder verflissigt
war, wurde es zum Abkuhlen auf Eis gestellt. Die DNA wurde dann Uber eine Glasfaser-Saule
gebunden und der DF-Puffer eluiert. Dann wurde mit 400 pl W1-Puffer gewaschen. Es wurde
30 s bei 14.000-16.000 g zentrifugiert und der Durchfluss entsorgt. Es folgten zwei weitere
Waschschritte, bei denen jeweils 600 ul Wash-Puffer zugegeben wurde und nach 1 min warten

erneut 30s bei 14.000-16.000 g zentrifugiert wurde, um den Durchfluss jedes Mal zu
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entsorgen. Im Anschluss wurden S&ule und collection tube noch 6 min offen bei 14.000-
16.000 g zentrifugiert, um jeden Rest Ethanol zu verdampfen, der vomWash-Puffer noch auf
der Saule sein kénnte. Nun wurde die Saule in ein frisches 1,5ml Eppendorfgefald gesteckt
und 20 ul Aqua bidest. auf den Filter der Séaule gegeben. Nach 5 min Einwirkzeit wurde dann
ein letztes Mal mit 14.000-16.000 g fur 2 min zentrifugiert, um die DNA in das Eppendorfgefaf
zu Uberfuhren. AnschlielRend konnte eine Konzentrationsbestimmung des Fragmentes durch-

gefuhrt werden (3.1.3) und dieses anschliel3end verwendet werden.

3.1.3 Konzentrationsbestimmung von DNA

Die DNA-Konzentration wurde Uber die Eigenabsorption der Nukleinsauren gemessen. In eine
Quarzkuvette wurden 4 pl DNA und 96 ul Aqua bidest. gegeben und gut vermischt. Mit einem
Photometer wurde nach Messen eines Aqua bidest. blank die Absorption bei 260 und 280 nm
gemessen. Uber den Messwert bei 260 nm konnte mithilfe der Verdinnung und des Korrek-

turfaktors F die DNA-Konzentration bestimmt werden.
c=Abssgm F Verdénnung

Der Korrekturfaktor F entspricht 0,04 fiir Doppelstrang-DNA und 0,02 fur Einzelstrang-DNA.

Uber den Quotienten Q konnte dann im Anschluss die Reinheit bestimmt werden.

=Ab256om
AbsSgom

Verunreinigungen mit Proteinen wirden beispielsweise bei 280 nm absorbieren. DNA einer

Q

Reinheit 1,8 < Q <2 konnte fur die Weiterverwendung verwendet werden.

3.1.4 Restriktionsverdau

Zur ldentifikation und zur Trennung von DNA-Fragmenten wurde ein Restriktionsverdau durch-
gefuhrt. Um die DNA an den gewiinschten Stellen zu schneiden wurden je 0,5 ul der passen-
den Restriktionsenzyme in ein 1,5ml Eppendorfgefal gegeben, zusammen mit 1 pl des fur alle
Restriktionsenzyme passendenZehnfach-Puffers. War ein gleichzeitiger Verdau mit mehreren
Restriktionsenzymen aufgrund von Star-Aktivitat nicht mdglich, wurden die Verdaue nachei-
nander durchfiihren. Es wurden je mindestens 500 ng der gewinschten DNA eingesetzt. An-
schlieRend wurde mit Aqua bidest. auf 10 pl aufgefiillt. Das Eppendorfgefal? wurde bei 37 °C
fur 30 min in einem Heizblock inkubiert. Die Restriktionsenzyme binden nun an ihren Erken-
nungssequenzen und fuhren dort zu einem Abbruch. Das Ergebnis des Restriktionsverdaus
konnte mithilfe einer Agarose-Gel-Elektrophorese (siehe 3.1.1) Gberprift werden. Bendtigte
DNA-Abschnitte konnten anschlie3end isoliert (siehe 3.1.2), sowie ihre Konzentration bestimmt

werden (siehe 3.1.3).
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3.1.5 Ligation

Um gewiinschte DNA-Abschnitte, also Gene in einen Vektor einzubringen, wurde zuerst 1 pl
T4-Ligase-Puffer in ein 1,5 ml Eppendorfgefald gegeben. Es wurde mit unterschiedlichen Ver-
haltnissen zwischen dem insert, also dem zu inserierenden DNA-Abschnitt, und dem Vektor
gearbeitet, wobei immer mehr insert als Vektor verwendet wurde. Verwendete Verhaltnisse
waren 5:3 oder 7:1. Eswurde 1 pl T4-Ligase zugegeben und der Ansatz entweder 10 min bei
Raumtemperatur oder tiber Nacht bei 16 °C inkubiert, je nachdem wann weitergearbeitet wer-
den sollte. Die T4-Ligase sorgt dafur, dass kompatible Enden ligiert werden. Um das Ergebnis
zu Uberprufen, wurde zunachst eine E. coli Transformation durchgefiihrt (siehe 3.1.6) und nach
erfolgter Isolierung des Plasmids aus den Bakterienzellen (siehe 3.1.9) anschlieRend Uber ei-

nen Restriktionsverdau und Agarose-Gel-Elektrophorese Uberprift (siehe 3.1.4 und 3.1.1)

3.1.6 E. coli Transformation

Um mit hoher Effizienz kompetente E. coli-Zel | en des St amlasenisltDNAKRL 2 mi t
transformieren, wurde ein Eppendorf-GefalR mit diesen Zellen zunéchst auf Eis gestellt. Sobald
diese anfingen aufzutauen wurde die Plasmid-DNA oder 10 pl eines Ligationsansatzes, hinzu-
gegeben und auf Eis gelagert. Nach 30min wurde das Eppendorf-Gefal fir max. 1 min bei
42 °C erwarmt, damit die Plasmid-DNA aufgenommen werden konnte. Danach wurde fiir 2 min
auf Eis gelagert. Es wuden 900 pl LB-Medium dazu pipettiert und dann 50 min unter Schitteln
bei 37 °C inkubiert. Um die Zellen vom Medium zu trennen wurde 30 s lang bei 15.000 rpm
zentrifugiert und 900 ul vom Uberstand verworfen. 30 pl der verbliebenden Suspension wur-
den auf einer LB Amp-Platte ausgestrichen und tber Nacht bei 37 °C inkubiert. Aus gewach-
senen Kolonien konnten nach weiterer Vermehrung in einer Flissigkultur (siehe 3.1.9) das

Plasmid isoliert werden (siehe 3.1.11).

3.1.7 E. coli Schnelltransformation

Kompetente E. coli-Zell-Aliquote (Calciumchlorid-Methode, durchgefiihrt von Anna Fuchs)
wurden auf Eis angetaut Es wurden 0,2 pl der DNA dazugegeben und bei weiteren 30 min auf
Eis die DNA-Aufnahme gewabhrleistet. Im Anschluss wurden 30 pl dieser Suspension auf einer
LB Amp-Platte ausgestrichen und Uber Nacht bei 37 °C inkubiert. Auch diese gewachsenen
Kolonien konnten in einer Flussigkultur vermehrt (siehe 3.1.9) und anschlieend weiterverwen-

det werden.

3.1.8 S. cerevisiae Transformation

Zur Transformation von S. cerevisiae-Zellen mit Plasmid-DNA, wurde mit der Methode nach

Gietz et al. gearbeitet [84]. Hierzu wurde der S. cerevisiae-Stamm auf einer YPD-Platte
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ausgestrichen. Diese Platte wurde fiir 3-5 Tage bei 29 °C inkubiert. Sobald die Kolonien darauf
Stecknadelkopf-Grof3e erreicht hatten, wurde eine davon mit einer Pipettenspitze aufgenom-
men und in 5 ml YPD-Flussigmedium in ein Reagenzglasgegeben. Dies wurde Uber Nacht bei
29 °C und 200 rpm geschittelt. Am néachsten Morgen wurde die Optische Dichte bei 600 nm,
ODsoo, festgestellt. Zunachst wurde ein Blank nur mit YPD-Medium gemessen. Dann wurden
100 pl Hefesuspension und 900 pl frisches YPD-Medium gemischt und im Biophotometer bei
600 nm vermessen. Es wurde eine Hauptkultur mit einer Start-ODsoo von 0,2 angesetzt. Fol-

gende Formel wurde verwendet:

Gesamt vobBuaaeig,
es—Vot+—dvmeh———
gemessen,g OD

einzusetzend
Diese Kulturen wurden in einem Erlenmeyerkolben des 5- bis 10-fachen Volumens angesetzt.
Es wurde erneut bei 29 °C und 200 rpm geschittelt, bis eine ODsoo VOn ca. 0,6 erreicht war,
die Kultur sich also noch in der Exponentiellen Phase befand Diese Kultur wurde in ein 50 ml
falcon tube Uberfuhrt und die Zellen bei 4 °C, 2.500 g in 5 min pelletiert. Das Medium wurde
verworfen, die Zellen mit 25 ml Aqua bidest. gewaschen und das Zellpelletin 1 ml Aqua bidest.
aufgenommen. Diese Suspension wurde in ein 1,5ml Eppendorf-Gefal tberfuhrt, 30 s bei
Hochstgeschwindigkeit zentrifugiert und der Uberstand verworfen. Nun wurden die Zellen er-
neut resuspendiert. Fur 5 Transformationsansatze wurde mit 0,5 ml resuspendiert, fur bis zu
10 Transformationsansatze mit 1,0ml. AnschlieBend wurden je 100 pl dieser Suspension pro
Transformationsansatz in ein neues 1,5ml Eppendorf-Gefa? Uberfihrt, diese erneut bei
Hochstgeschwindigkeit zentrifugiert und der Uberstand verworfen. Es wurde der Transforma-
tionsmix fur die Anzahl der Transformationsansétze plus eins hergestelltund dann auf Eis ge-
lagert. Die Zusammensetzung des Transformationsmix ist in Tabelle 3.1 zu finden. Lithiu-
macetat wurde dabei verwendet, um die Plasmid-Aufnahme zu erméglichen. Polyethylenglykol
erhoht die Effizienz der Plasmid-Aufnahme. Die salmon sperm Einzelstrang carrier-DNA wurde
zugegeben, um einerseits das Plasmid vor Nukleasen zu schiitzen und andererseits ein Binden

der Plasmid-DNA an die Zellwand zu vermindern.

Tabelle 3.1: Zusammensetzung des Transformationsmixfir eine Transformation

Reagenz Voluminain pl
PEG 3500 50% w/v 240
LIAc1,0M 36
Gekochte SS-carrier DNA 50
Aqua bidest. 34
Gesamt 360
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Das Gesamtvolumen des Transformationsmix wurde jedem Transformationsansatz zugesetzt
und 0,8 ul Plasmid-DNA zugegeben, die aus einer Plasmid-Isolierung (siehe 3.1.11) gewonnen
wurde. Die noch vorliegenden Hefe-Pellets wurden resuspendiert und die Eppendorf-Gefalle
bei 42 °C fur 45-60 min einem Hitzeschock unterworfen, um eine Aufnahme der Plasmid-DNA
zu verbessern. Die Transformationsanséatze wurden beiH6chstgeschwindigkeit 20 s lang zent-
rifugiert und der Transformationsmix vorsichtig mit einer Pipette abgenommen. Zum Resus-
pendieren wurde 1,0 ml Aqua bidest. in jedes Eppendorf-Gefal? gefillt. Um die Zellsuspension
auf Selektionsplatten mit SD AHLW-Agar, auszustreichen wurden die Transformationsansatze
1:20 verduinnt. Dies wurde dann mit einem vorher vorbereiteten Glas-Drigalskispatel verstri-
chen. Die Platten wurden dann fiir 3-5 Tage bei 28 °C inkubiert. Von den Kolonien konnten

dann FlUssigkulturen erstellt werden (siehe 3.1.10).

3.1.9 E. coli-Flussigkulturen

Um eine E. coli-Flissigkultur zu erstellen wurde eine Kolonie in 5ml LB Amp-Medium in einem
Reagenzglas lber Nacht bei 37 °C inkubiert. Der verwendete DNA-Vektor kodiert unter ande-
ren fur eine Ampicillin-Resistenz sodass nur E. coli-Zellen, die diesen Vektor tragen, wachsen
koénnen. Diese konnten dann weiterverwendet werden, um beispielsweise das Plasmid zu iso-

lieren (3.1.11).

3.1.10 S. cerevisiae-Flussigkulturen

S. cerevisiae-Kulturen wurden in Vollmedium, sowie Selektionsmedium mit Glukose oder L-
Laktat kultiviert. FUr Kulturen tber 5 ml wurde ein Erlenmeyerkolben des 5-10-fachen Volu-

mens verwendet. So wurde ein ausreichender Sauerstoffeintrag gewahrleistet.

Als Vollmedium wurde YPD-Medium verwendet. Hier findet keine Selektion statt, es kdnnen
also alle verwendeten Hefezellen darauf wachsen.Fir eine Vorkultur wurde eine Hefe-Kolonie
von einer Platte aufgenommen und in 5 ml Flissigmedium in ein Reagenzglas gegeben.Dieses
wurde Uber Nacht bei 29 °C unter Schiitteln inkubiert. Am néachsten Tag konnte davon eine

Hauptkultur erstellt werden. Diese wurde wieder bei 29 °C schittelnd inkubiert.

Nach einer Transformation konnen die Hefezellen auf Selektonsmedium wachsen. Sie erhal-
ten durch das Plasmid das Gen URA3 welches fir Orotidin-5 -phosphat-Decarboxylase ko-
diert. Dieses Gen ist beim verwendeten Hefestamm deletiert. Nun ist die Hefezelle wieder in
der Lage ohne Zusatz von Uracil oder Uridin zu wachsen. Bei Verwendung des Glukosehalti-
gen Selektionsmediums kdnnen Kulturen analog zum YPD-Medium verwendet werden. Um
vergleichbare Ergebnisse zu erzielen wurden fir Biophysikalischer Assays (3.3.1) zwei Vorkul-

turen hintereinander erstellt, bevor eine Hauptkultur angesetzt wurde.
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Bei Verwendung des L-Laktat-haltigen Selektivmediums verlangern sich die Generationszeiten
der transformierten Hefen um ein Vielfaches (vgl. Kapitel 4.3.2). Fir die Energiegewinnung aus
L-Laktat benétigt die Hefezelle deutlich mehr Zeit und die erste Vorkultur aus einer Hefekolonie
bendtigt 4 bis 7 Tage, um anzuwachsen. Danach konnte ungeféhr alle zwei Tage eine neue
Kultur angefertigt werden. Um die Hefen in der exponentiellen Wachstumsphase zu halten
wurde eine Vorkultur ab einer ODgo Von 0,2 verdinnt. Fir den phanotypischen Assay, siehe
3.3.2 und 3.3.2, wurden Zellen bis zu einer ODgo VOn 1 eingesetzt. Die Kultur wurde auf die

jeweils bendtigte ODsoo eingestellt.

3.1.11 Plasmid-Isolierung aus Bakterienzellen

Um Plasmid-DNA aus E. colis zu isolieren wurde zunéchst eine E. coli-Flissigkultur mit dem
gewinschten Plasmid angefertigt (3.1.9). Die 5 ml-Kultur wurde zunéchst bei 14.000 g pelle-
tiert. AnschlieRend wurde das Wizard® Plus SV Minipreps DNA Purification System-Kit unter
folgender Durchfiihrung verwendet. Zu dem Zell-Pellet wurden 250 pl cell resuspension solu-
tion zugegeben und dieses durch Auf- und Abpipettieren resuspendiert. Dann wurden 250 pl
cell lysis solution zugesetzt und durch viermaliges Invertieren des Eppendorf-Gefalies ver-
mischt. Hiermit wurden die E. coli-Zellen alkalisch lysiert. AnschlieRend wurde die Lésung wie-
der neutralisiert indem 350 ul neutralization solution zugegeben wurde und erneut durch vier-
maliges Invertieren des Eppendorf-Gefales vermischt. Ein weil3er Niederschlag bildet sich,
welcher vor allem aus Zellwand-Bestandteilen besteht. Dieser wurde durch Zentrifugation
(10 min, 14.000 g) abgetrennt. Eine KieselgelSaule wurde in ein collection tube gesteckt und
der Uberstand auf die Saule gegeben. Die DNA bindet nun an die Saule unddurch erneutes
Zentrifugieren bei 14.000 g in einer Minute kann die Losung entsorgt werden. Es folgen zwei
Waschschritte, zun&chst mit 750 pl wash solution, welcher man zuvor Ethanol zugesetzt hat.
Der Uberstand wurde bei 14.000 g und einer Minute zentrifugiert und verworfen. Dann wurde
nochmal mit 250 pl wash solution gewaschen. Um die S&ule zu trocknenwurde dann nochmal
zwei Minuten bei 14.000 g zentrifugiert, es sollte keine wash solution zurtickbleiben. Anschlie-
Rend wurde die Saule in ein frisches 1,5 ml Eppendorf-GefalR gesteckt, eswurden 50 pl Aqua
bidest. auf die Sdule gegeben und 2 min einwirken gelassen. Danachwurde bei 14.000 g fir
1 min zentrifugiert und die Séule verworfen. Es kbnnen DNA-Konzentration und Reinheit be-
stimmt werden (3.1.3), und die Plasmid-DNA fur Transformationen genutzt werden (3.1.6,
3.1.7, 3.1.8). Die PlasmidDNA wurde bei 4 °C gelagert.

3.1.12 E. coli-Dauerkulturen

Um Plasmide innerhalb von E. coli-Zellen zu speichern, wurden Dauerkulturen erstellt. Aus

diesen konnten jederzeit Plasmide isoliert werden. Dazu wurde zunachst eine E. coli-
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Flussigkultur tber Nacht inkubiert. Von dieser wurde 1 ml abgenommen und mit 0,5 ml 80%
sterilisiertem Glycerol in einem 1,5 ml Eppendorf-Gefal versetzt. Der Zusatz von Glycerolsta-
bilisiert die gefrorenen Bakterien, verhindert, dass ihre Zellmembranen Schaden nehmen und
halt die Zellen am Leben. Nach Mischen kann das EppendortGefa? mehrere Jahre bei 80 °C

gelagert werden.

3.1.13 S. cerevisiae-Dauerkulturen

Um Plasmide innerhalb von S. cerevisiae zu speichern, wurde zunéchst eine Flussigkulturim
bendtigten Medium angelegt (3.1.10). Von dieser wurden dann 0,5 ml Hefesuspension mit
0,5 ml 80 % sterilisiertem Glycerol versetzt. Nach Mischen der Suspension kann diese mehrere

Jahre bei 80 °C gelagert werden.

3.1.14 DNA-Sequenzierung

Um Genabschnitte auf ihre Richtigkeit zu Gberprifen und Mutationen aufzudecken, wurden
diese zunéachst Uber die Polymerasekettenreaktion, PCR, vervielfaltig und nach einer Ethanol
Fallung und -Reinigung tber eine Kapillar-Gelelektrophorese aufgetrennt. Fir die PCR wurde
zunachst das einzusetzende VolumenV der DNA-LOsung errechnet, welches eingesetzt wer-
den sollte. Daftir war Kenntnis tber die Grol3e des DNA-Abschnittes in Basenpaaren (bp) nétig,
sowie die Konzentration ¢ der DNA-LGsung in ng/ul. Es wurden 55 fmol DNA eingesetzt und
das Volumen V mit folgender Formel berechnet. 0,66 ist dabei der Umrechnungsfaktor von der
Basenpaar-Anzahl zur Stoffmenge.

55 fimpD, 66
c 1000

Fir das Vorheizen der Probe im PCR-Block wurde zunéchst das errechnete Volumen V in ein
PCR-Eppendorf-Gefal3 pipettiert und auf 9,5 pl mit Aqua bidest. aufgefillt. Nach 5 min wurde
die Probe auf Eis gestellt und 1,5 ul primer dazu pipettiert. Flr jeden primer wurde ein eigener
Ansatz verwendet. Dann wurdennoch 2 pl DTSC (aus dem GenomelLab DTCS-Kit) dazugege-
ben und zum Mischen vorsichtig auf- und abpipettiert. Dann wurde die Probe zuriick in den

PCR-Block gestellt und das Programm, siehe Tabelle 3.2, fortgefahren.

33



Methoden

Tabelle 3.2: PCR-Programm, welches fur die Amplifikation verwendet wurde.

Programmeschritt Temperatur Dauer

Deckel aufheizen 86 °C

Temperatur halten 86 °C b

Probe vorheizen 86 °C 5 min

Deckel aufheizen 96 °C

Temperatur halten 96 °C b

Denaturierung 96 °C 20s
Zyicl)en primer-Hybridisierung 50 °C 20s

Elongation 60 °C 4 min

Deckel abkuhlen
Lagerung 8°C b

Wahrend der Denaturierung wird die zunéchst doppelstrangig vorliegende DNA in ihre Einzel-
strange getrennt. Jetzt kdnnen die primer an komplementare Sequenzen binden, dieser Vor-
gang nennt sich auch primer-Hybridisierung. Danach fangt die enthaltene Polymerase an, ab
dem primer die fehlenden Basen einzusetzen. Nach Ablauf der 30 Zyklen war genug DNA

vorhanden, um diese sequenzieren zu kdnnen.

Zur Fallung und Reinigung der DNA wurde zunachst ein Mastermix fur die Stopp-Ldsung er-
stellt, siehe Tabelle 3.3. Es wurde zu jedem PCR-Produkt 5 ul Stopp-Lésung zugefiigt und
grundlich gemischt. Das enthaltene Natriumacetat sauert die Lésung an und halt die DNA pro-
toniert, was zu einer Verringerung der Ldslichkeit flhrt. Die enthaltenen Natriumionen verrin-
gern die Hydrathulle der DNA und fihren zum sogenannten Aussalzen.Das Polymer Glykogen

dient als Fallungshilfe.

Tabelle 3.3: Zusammensetzung des Mastermix der Stopp-Ldsung fur eine Probe.

pH Konzentration Volumen

Natriumacetat 52 3M 2 ul
Di-Natrium-EDTA 8,0 100 mM 2 ul
Glycogen 20mg -ml ! 1u

Der Ansatz wurde auf Eis mit 60 pl 20 °C kaltem Ethanol gemischt. Es wurde 15 min bei
13.500 rpm und 4 °C zentrifugiert, bis ein Pellet sichtbar war. Die Zugabe des reinen Ethanols
fiihrt zum Uberschreiten des Loslichkeitsproduktes der DNA und zu inrem Ausfallen. Der Uber-

stand wurde vorsichtig abpipettiert und verworfen. Im Anschluss wurden 200 pl 70 % (V/V)
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Ethanol von 20 °C, zugegeben und vorsichtig umgeschwenkt. Dann wurde fir 5 min bei
13.500 rpm zentrifugiert und der Uberstand verworfen. Dieser Waschschritt wurde einmal wie-
derholt. Das Pellet wurde getrocknet, indem es bei getffnetem Deckel fir mindestens 30 min
in einer Vakuumzentrifuge zentrifugiert wurde, bis keine Flussigkeit mehr zu sehen war. Im

Anschluss wurde das Pellet in 30 pl SLS (aus dem GenomeLab DTCS-Kit) resuspendiert.

Die Proben wurden von Bjorn Henke mit der Kapillar-Gelelektrophorese aufgetrennt und Spek-

tren bereitgestellt, welche anschlie3end analysiert werden konnten.
3.2 Proteinchemische Methoden

3.2.1 Isolierung der mikrosomalen Fraktion aus S. cerevisiae

Um die Expression der gewiinschten Proteine und Translokation in Membranen zu tUberprifen,
wurde die mikrosomale Fraktion aus transformierten S. cerevisiae-Zellen isoliert. Dazu wurde
eine 100 ml Kultur der entsprechenden Hefe auf eine ODsoo VOn 1 anwachsen gelassen (vgl.
3.1.10). Die Zellen wurden in einem 50 ml falcon bei 3000 rpm und 4 °C 5 min lang pelletiert.
Im Anschluss wurden sie einmal mit 50 ml kaltem, Aqua bidest. und einmal mit 10 ml kaltem
Extraktionspuffer B gewaschen. Nach Verwerfen des Uberstandes wurden die Pellets 30 min
bei 80 °C eingefroren. AnschlieBend wurden die Zellen in 0,5 ml Extraktionspuffer B resus-
pendiert und zusatzlich 0,5 g glass beads zugegeben. Mit den glass beads wurden die Zellen
mechanisch aufgeschlossen. Dazu wurde ein falcon mindestens zehnmal fiir 30 s gevortext
und zwischendurch fur eine Minute auf Eis gestellt. Im Anschluss wurden Zellbruchstiicke und
glass beadsbei 1.000 g, 4 °C und 5 min abgetrennt. Der Uberstand wurde in ein steriles 1,5 ml
Eppendorf-Gefal3 Uberfuhrt. Auf das Pellet wurden erneut 0,5 ml Extraktionspuffer B gegeben
und das Vortex-Schema nochmal durchgefiihrt. Es wurde bei denselben Bedingungen zentri-
fugiert und die Uberstande vereint. Zentrifugation bei 1.000 g und 4 °C fiir 5 min trennte grobe
Zelltrimmer ab. Der Uberstand wurde in ein frisches 1,5 ml Eppendorf-GefaR liberfiihrt. Dieses
wurde dann bei 10.000 g und 4 °C 5 min lang zentrifugiert. Das Pellet wurde fiir die weitere
Analytik verwendet. Der Uberstand wurde in ein Ultrazentrifugen-Réhrchen tberfiihrt und in
der Ultrazentrifuge bei 100.000 g und 4 °C zentrifugiert. So wurde die mikrosomale Fraktion
gewonnen. Auch dieses Pellet wurde fur die weitere Analytik verwendet. Die Pellets wurden in
100 pl Puffer M fur 5-10 min auf Eis solubilisiert. Dann wurde die Proteinkonzentration mittels
Bradford (3.2.4) bestimmt.

3.2.2 Proteinisolierung nach Kushnirov

Um Proteine durch alkalische Lyse zu isolieren, wurde mit der Methode nach Kushnirov gear-

beitet [85]. Es wurde auch eine zweite abgewandelte Variante dieses Aufschlusses verwendet.
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Bei der ersten Variante wurden transformierte S. cerevisiae-Zellen in 5 ml SD AHLW-Medium
Uber Nacht auf eine ODgqo VOn 1-2 anwachsen gelassen. Die Zellen wurden bei 2.500 rpm und
4 °C in 5 min pelletiert und der Uberstand verworfen. Sie wurden einmal mit 5 ml Aqua bidest.
gewaschen und der Uberstand entfernt. Die Zellen wurde in 100 pl Aqua bidest. und 100 pl 0,2
M NaOH resuspendiert. Nach 5min Inkubation wurde erneut zentrifugiert und der Uberstand
entfernt. Die Probe konnte nun mit 50 pl einfachem SDS versetzt, 3 min gekocht und zentrifu-
giert werden. 6 pl des Uberstandes konnten nun in der Gelelektrophorese verwendet werden
(siehe 3.2.5).

Fur die zweite Variante wurde eine 100 ml Kultur Gber Nacht auf eine ODg VOn 1 anwachsen
lassen. Diese wurde bei 4,000 g und 4 °C in 5 min pelletiert und einmal mit 50 ml Aqua bidest.,
einmal mit 10 ml Extraktionspuffer B gewaschen. Nach Verwerfen des Uberstandes wurde das
S. cerevisiae-Zellpellet 30 min bei 80 °C gelagert. Im Anschluss wurde es mit 250 ul Aqua
bidest. und 250 pl 0,2 N NaOH resuspendiert und nach 5 min zentrifugiert (1.000 g, 4 °C,
5 min). Der Uberstand wurde bei 10.000 g und 4 °C in 5 min zentrifugiert. Nach Bestimmung
der Proteinkonzentration konnten die Extrakte mit SDS versetzt und in der SDS-PAGE verwen-
det werden, (3.2.5).

3.2.3 Proteinisolierung mit einem Dounce-Homogenisator

Um Proteine mit einem Dounce-Homogenisator aus transformierten S. cerevisiae-Zellen zu
isolieren wurde zunéchst eine 100 ml Kultur Gber Nacht auf eine ODsoo vOn 1 wachsen gelas-
sen. Die Zellen wurden bei 4.000g und 4 °C in 5 min pelletiert und einmal mit 50 ml Aqua
bidest., einmal mit 10 ml Extraktionspuffer B gewaschen. Nach Verwerfen des Uberstandes
wurde das Pellet 30 min bei 80 °C gelagert und anschlie3end mit 0,5 ml Extraktionspuffer B
resuspendiert. Dann wurde die Suspension in den Dounce-Homogenisator tberfuhrt. Der Sto-
3el des Dounce-Homogenisators wurde in ein IKA Rihrwerk eingespannt und7 min bei Stufe 8
laufengelassen. Der Dounce-Homogenisator wurde wahrenddessen mit Eis gekuhlt und auf
und ab bewegt. Im Anschluss wurde einmal bei 1.000g und dieser Uberstand bei 10.000 g
jeweils bei 4 °C und fur 5 min zentrifugiert. Jedes Pellet wurde danach mit 100 ul Puffer M
resuspendiert und der Gesamtproteingehalt mittels Bradford (3.2.4), bestimmt. Die Proben

wurden dann mit SDS versetzt und in der SDS-PAGE (3.2.5) verwendet.

3.2.4 Proteinquantifizierung nach Bradford

Die Proteinkonzentration muss bestimmt werden, um den gleichen Gesamtproteingehalt jeder
Probe in den Geltaschen zu gewahrleisten. Hierzu wurde das Bio-Rad Protein Assay Kit ver-
wendet. Alle Losungen konnten direkt in Plastik-Klvetten hergestellt werden. Es wurde zu-

nachst ein blank angefertigt aus 200 ul Bradford-Reagenzund 800 pl Puffer M. Fir die Proben
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wurden ebenfalls 200 ul Bradford-Reagenz und zusatzlich 0,88 pl Proteinsuspension aus der
Isolierung verwendet. Die Proteinsuspension wurde gemaf Lambert-Beerschem-Gesetz in

Puffer M auf ein Gesamtvolumen von 800l verdinnt.

Alle L6sungen wurden nach 5 Minuten Inkubationszeit bei 595 nm am Biophotometer vermes-
sen. Das Bradford-Reagenz zeigt ohne Protein eine rote Farbe mit einem Absaptionsmaximum
bei 470 nm. Bei Anwesenheit von Protein bindet es an die kationischen und unpolaren Seiten-
ketten der Proteine und bildet einen blauen Komplex mit einem Absorptionsmaximum bei
595 nm. Unter Beriicksichtigung der Verdiinnung kann der Proteingehalt anhand einer Kali-

biergerade berechnet werden. Die Absorption sollte im kalibrierten Bereich liegen.

3.2.5 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Um Proteine ihrer GroRe nach zu trennen und im Anschluss zu detektieren wurde die SDS-

Polyacrylamid-Gelelektrophorese, kurz SDS-PAGE, durchgefihrt.

Die Proben wurden 2 sofern nicht anders angegeben 2 vor der Verwendung 1:3 mit vierfachem
SDS-Ladepuffer versetzt und 30 min lang bei 37 °C inkubiert. Die Proben konnten dann bis zur
Verwendung bei 4 °C gelagert werden. Das SDS denaturiertdie Proteine und sorgt dafir, dass
diese nach auf3en hin alle negativ geladen sind. So ist eine Auftrennung der Gré3e nach Uber-

haupt mdglich.

Die Gele wurden in der Zusammensetzung aus Tabelle 3.4 in einem kleinen Becherglas zu-

sammengegeben.

Tabelle 3.4: Zusammensetzung von Trenn und Sammelgel jeweils fur 2 Gele

Trenngel Sammelgel
12,5% 5%

Aqua bidest. in ml 5,25 2,4
4x Trenngelpufferin ml 3
4x Sammelgelpuffer in ml 1
Rotiphorese 40 in ml 3,75 0,6
TEMED inpl 10 6
APSinpul 80 25

Rotiphorese 40 enthalt Acrylamid und Bisacrylamid, ersteres wird durch freie Radikale poly-
merisiert, letzteres sorgt fur die ndtigen Quervernetzungen. In der SDS-PAGE ist APS die

Quelle fur freie Radikale, wahrend TEMED diese stabilisiert.

Die Proben wurden kurz abzentrifugiert und benétigte Volumina des Uberstandes in die Ta-

schen pipettiert. Die Volumina wurden berechnet durch die mit Bradford (3.2.4) bestimmten
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Gesamtproteingehalte. Fur einen Vergleich der Expressionslevel sollte vonjeder Expressions-
probe der gleiche Gesamtproteingehalt verwendet werden, optimal waren 20 bis 30 ug Ge-
samtprotein. Um die GréRRen der getrennten Fragmente bewerten zu kénnen, wurden 3 ul des

Protein-GréRen-Marker peqGOLD Protein Marker Il eingesetzt.

Eine Spannung von 160 V wurde fiir 10 bis 15 min wahrend der Sammelphase, gefolgt von
200 V flr ca. eine Stunde zum Trennen der Proben angelegt. Durch das Anlegen der Span-
nung wandern die durch das SDS negative geladenen, denaturierten Proteine von der Kathode
zur Anode. Kleine Proteine wandern schneller durch die Poren des Gels als groRe. Anhand
des GrofRenmarkers lasst sich dann eine genauere Aussage Uber die Grof3e des Proteins tref-
fen. Das Gel wurde im Anschluss entweder im Western Blot (3.2.6) verwendet oder mit

Coomassie (3.2.7) gefarbt.

3.2.6 Western Blot

Zur sensitiven Detektion von spezifischen Proteinen wurde das WesternBlot-Verfahren in einer
Semi-Dry-Apparatur verwendet. Zuvor in Gelen nach der GroRRe getrennte Proteine (3.2.5)
wurden hierbei auf eine PYDF~Membran Ubertragen. Pro Gel wurden dazu 6 Whatman-Papiere
und eine PVYDFMembran eingesetzt. Die Membran wurde zunéchst in Methanol fir 20 bis 60 s
eingelegt, um sie zu aktivieren, das heil3t die Hydratisierbarkeit zu erhdhen. Im Anschluss
wurde sie dann mit den Whatman-Papieren fir 5 min in Transferpuffer gelagert. In Abbildung
3.1 ist der Aufbau des Blot-Sandwich dargestellt. Es wurde eine Spannung von 17V fiir eine
Stunde angelegt. Erneut wandern die negativ geladenen Proteine von der Kathode zur Anode
und somit vom Gel auf die PVDFMembran.
I K athode
Whatman-Papiere
Acrylamid-Gel

PVDF-Membran

Whatman-Papiere
I Anode

Abbildung 3.1: Aufbau des Blot-Sandwich. Erstellt mit Adobe Illustrator

AnschlieRend wurden die freien Bindestellen auf der Membran geblockt, durch Schutteln fur
eine Stunde bei Raumtemperatur in 20 ml 3 % M-TBST. Zwei verschiedene Antikdrper wurden
in dieser Arbeit als Erst-Antikdrper verwendet, einer gegen einen funffach Histidin tag und ei-
ner gegen einen Hamagglutinin tag. Alle verwendeten Proteine waren mit beiden tags verse-
hen. Nach Entfernen des M-TBST wurde die PVYDF~Membran mit 10 ml frischem M-TBST ver-
setzt, welches den ErstAntikorper in der bendtigten Verdinnung enthielt. Es wurde unter kon-

stantem Schuitteln Gber Nacht bei 4 °C inkubiert, wahrend der Priméar-Antikérper an sein Epitop
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bindet. Im Folgenden wurde der Antikdrper entfernt und die PVDF-Membran sechsmal mit ca.
10 ml TBST gewaschen, dreimal davon kurz, dreimal fir 15 Minuten. Im Anschluss wurden
10 ml 3 % M-TBST mit dem Sekundar-Antikorper zur PVDF-Membran gegeben. Nun bindet
der Sekundar-Antikdrper an den Primar-Antikérper, verstarkt damit das Signal und macht
durch die an ihn gekoppelte Meerrettich -Peroxidase eine Detektion mit Luminol mdglich. Nach
Inkubation von einer Stunde bei Raumtemperatur unter konstantem Schutteln, wurde die

Membran wieder dreimal kurz und dreimal fiir 15 Minuten mit 10 ml TBST gewaschen.

Zur Detektion wurde das ECL-Reagenz frisch gemischt, dabei wurden ECL 1 und ECL 2in
gleichen Teilen zusammengegeben. Diese enthalten einerseits én Peroxid, sowie andererseits
Luminol. Mit einer Pipette wurde die L6sung auf der Membran verteilt, sodass alle Stellen, an
welche der Zweit-Antikdrper gebunden hatte, damit benetzt wurden. Die Meerrettich-Peroxi-
dase katalysiert die Oxidation der Luminol-Dianionen durch Peroxide, dabei wird blaues Licht
emittiert. Dann wurde die Membran im Lumi-Imager unter Lichtausschluss und einer langen
Belichtungszeit fotografiert. Es wurde auch eine Aufnahme unter Lichteinstrahlung gemacht,
um die Markerbanden sichtbar zu machen. Beide Fotos konnten spater in Photoshop Uberei-
nandergelegt werden. Um die Gesamtmenge an aufgetragenem Proteinauf der Membran zu

Uberprufen kann diese noch mit Ponceau S gefarbt werden (3.2.8).

3.2.7 Proteinfarbung mit Coomassie Brilliant Blau

Zur Uberpriifung der Gesamtmenge an aufgetragenem Proteinim Gel wurde mit Coomassie
Brilliant Blau gearbeitet, welches sich an basische Seitenketten von Aminosauren anlagert und
deshalb zu einer unspezifischen Farbung fuhrt Das nach der SDS-PAGE 3.2.5) erhaltene Gel
wurde unter Schutteln fir eine Stunde mit Farber-Lésung behandelt. Dann wurde es zweimal
mit Wasser gewaschen und im Anschluss mit EntfarberLosung versetzt, welche alle 15 min
ausgetauscht wurde. Nach einer weiteren Stunde wurde noch 10 bis 20 min mit Wasser ent-

farbt und das Gel dann fotografiert.

3.2.8 Proteinfarbung mit Ponceau S

Bereits mit Antikorper versetzte Membranen konnten im Anschluss, um die Gesamtmenge an
aufgetragenem Protein zu Uberprifen, mit Ponceau S Losung angefarbt werden. Dazu wurden
1 ml Ponceau S Lésung und 9 ml Aqua bidest. zu der Membran gegeben. Nach einer Inkuba-
tionszeit von 5 min wurde die Uberschissige Farbe mit Aqua bidest. abgewaschen und eine

Fotographie aufgenommen.
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3.3 Methoden zur Testung von Inhibitoren

3.3.1 Biophysikalischer Assay

Der biophysikalische Assay wurde einerseits verwendet, um ICs-Werte von Inhibitoren, sowie
die zeitabhangige L-Laktataufnahme der FNT der humanpathogenen Plasmodien zu bestim-
men. Fur beides wurde eine S. cerevisiae-Kultur, welche mit dem zu untersuchenden Genab-
schnitt transformiert war, in SD AHLW auf eine ODsoo von 1 anwachsen gelassen.200 ml Kultur
reichten fir ca. 50 Proben. Die Hefezellen wurden in einem 50 ml falcon pelletier und einmal
mit 50 ml Aqua bidest. gewaschen. Dann wurden die Hefezellen noch mindestens 30 min auf
Eis gelagert, um ihre Teilungsrate herabzusetzen. Direkt vor der Messung wurden sie mit HT-
Puffer versetzt und eine ODgoo von 50 + 5 eingestellt. Bei jeder Messung wurden 80 ul Hefe-
suspension verwendet, sowie 20 ul radiomarkierte Substratldsung. Die Substratlésung wies
eine Natrium-L-Laktat-Konzentration von 5mM, sowie eine Aktivitdt an aktivem Natrium-L-
Laktat von 0,04 uCi pro Probe auf. Zur Ermittlung der maximalen Aktivitdt wurden 3 zusatzliche

Anséatze hergestellt.

Bei Inkubation der Hefesuspension mit hemmenden Konzentrationen des Inhibitors kommt es
zu einer Hemmung des FNTs und somit zuverringerten L-Laktat-Transport gegenuber nicht-
inhibierten FNTs. Durch Zugabe der L-Laktatlésung wird ohne Inhibitor und bei nicht-hemmen-
den Inhibitorkonzentrationen L-Laktat durch den FNT transportiert. Dadurch gelangt radiomar-
kiertes L-Laktat in die Hefezelle. Bei hemmenden Inhibitorkonzentrationen kannL-Laktat nicht
durch den Transporter transportiert werden, es gelangt also kein oder we niger L-Laktat in die

Hefezelle.

3.3.1.1 Einzelfilter-Assay

Fir eine ICso-Bestimmung wurde der Inhibitor, wenn maoglich in DMSO ansonsten in Wasser
gelost, vorgelegt. Die DMSO-Konzentration lag bei 1 %. Von jeder zu testenden Inhibitor-Kon-
zentration wurden idealerweise drei biologische aus drei technischen Replikaten, also neun
Werte aufgenommen. Die Hefesuspension wurde 10 bis 15min mit dem Inhibitor bei Raum-
temperatur inkubiert und dann fur 30 s mit Substratldsung versetzt. Die Aufnahme wurde mit
1 ml eiskaltem Agua bidest. abgestoppt, alles auf einen glass microfiber Filter gegeben und
nochmal mit 7 ml eiskaltem Aqua bidest. gewaschen. Jeder Filter wurde dann in ein Scintillati-
onsvial gegeben, welches mit 3 ml Scintillationscocktail befiillt war. Die Hefezellen wurden vom
Scintillationscocktail tiber Nacht aufgeldst. Die Zugabe von Scintillationscocktail wandelt dabei
auch die radioaktiven Zerfélle in Lichtsignale um. Im TRFCARB Counter wurden diese als
counts per minute ausgezahlt. Von allen Messwerten wurden die Werte der Leerhefe abgezo-
gen. Die Werte wurden dann auf die nur mit DMSO versetzte 100 %-Kontrolle bezogen und
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damit normiert. Um von den counts auf die Aktivitdt zu kommen wird mit der Molaritat an ein-

gesetztem L-Laktat multipliziert, sowie durch die vorliegende Hefemasse dividiert.

Bei der Bestimmung der Zeitabhangigkeit des L-Laktat-Transportes wurden analog den Inhi-
bitorstudien fir jeden Zeitpunkt neun Werte aufgenommen. Die Hefesuspension wurde 10 bis
15 min auf Raumtemperatur gebracht. Dann wurde jede Probe mit der Substratlésung versetzt
und fur unterschiedlich lange Zeiten inkubiert. Es wurden Werte bei 20 bzw. 30 s aufgenom-

men, sowie bei 1, 2, 4 und 8 min. Dann wurde wie oben beschrieben verfahren.

3.3.1.2 Filterplatten Assay
Der Filterplatten Assay kann bei sehr gro3en Probenzahlen als Alternative eingesetzt werden.
Er wurde aus dem bekannten Assay von Dr. Holger Erler und miribertragen. Die zeitintensive

Optimierung wurde federfiihrend von Jana Schmidt durchgefihrt.

Bei der Verwendung des Filterplatten Assays wurde ahnlich verfahren wie bei den Einzelfiltern
Nur Anderungen sind hier angegeben. Die verwendeten Pipetten waren immer 8-KanalPipet-
ten, jeder Pipettierschritt wurde also fur 8 Proben gleichzeitig durchgefuhrt. Aufwéarmen sowie
die Inhibitorinkubation erfolge in einer separaten 96-well-Platte. Es wurden 100 ul auf der se-
paraten Platte vorgelegt. Nach Ende der Substratinkubationszeit wurde die Filter-Platte abge-
saugt und dreimal direkt hintereinander mit 200 ul eiskaltem Aqua bidest. gespllt. Die Bestim-
mung der maximalen Aktivitét erfolgte separat in einer klaren 96-well-Platte. Es wurden je well
200 pl Microscint-20 Scintillationscocktail zugegeben und ebenfalls Gber Nacht inkubiert. Die

Filterplatten wurde dann im MicroBeta Trilux Counter ausgezahit

3.3.2 Phéanotypischer ResazurinAssay

Um eine grol3e Anzahl an Substanzen auf ihre Hemmwirkung hin zu untersuchen wurde mit
einem Phéanotypischen Assay gearbeitet. Dieser Assay wurde im Laufe der Arbeit entwickelt
und immer weiter optimiert, siehe dazu Kapitel 4.1. Hier ist die endgultige Fassung der Durch-
fuhrung angegeben. In diesem Wachstums-ResazurinAssay wurde ausgenutzt, dassS. cere-
visiae in der Lage ist, mit L-Laktat als einziger Kohlenstoffquelle Energie zu gewinnen. DieS.

cerevisiae-Zellen wurden in 1 % L-Laktatmedium angesetzt, wie in 3.1.10 beschrieben.

Fur eine Messung wurden je well 300 pl Zellsuspension bendtigt, fur eine 96-well Platte also
30 ml. Die mit FNT transformierten S. cerevisiae-Zellen haben in L-Laktatmedium eine hohe
Generationszeit (vgl. Kapitel 4.3.2). Da Uber Nacht kaum Wachstum stattfand, wurde die fur
den Assay bendtigte Zelldichte am Abend vorher eingestellt. Am Messtag wurden die S. cere-
visiae-Zellen dann mit L-Laktatmedium auf eine ODsoo von 0,01 eingestellt und mit 0,03 mg -

ml ! Resazurin versetzt.
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Die 96-well-Platten wurden mit zwei verschiedenen Schemata verwendet, siehe Abbildung 3.2.
Fur das TCAMS-Screening wurde Plattenlayout A verwendet, fur die ICs-Bestimmung wurde

Plattenlayout B verwendet.
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Abbildung 3.2: Plattenlayout des WachstumsResazurinAssay. steht fir Positivkontrollen mit BH-296,  steht fiir
Negativkontrollen mit DMSO. Layout A wurde fir das TCAMS-Screening verwendet. In den ungefarbten wells be-
finden sich die Screening-Substanzen jeweils in der Konzentration 10 uM. Layout B wurde fiur die ICso-Bestimmung
verwendet. Hier ist in Reihe A die hdchste Konzentration der jeweiligen Substanz, abnehmend bis Reihe G. In den
Spalten 1 bis 12 sind unterschiedliche Substanzen.

Fur das TCAMS-Screening war 3 pl jeder von GSK bereitgestellten Substanzen in eine neue
96-well Platte Gberfuhrt worden. Die Endkonzentration betrug 10 puM. Fur die ICso-Bestimmung

wurde ebenfalls je well 3 pl der entsprechenden Substanz und Konzentration vorgelegt.

Um eine Messung zu starten, wurde die entsprechend verdiinnte S. cerevisiae-Suspension mit
einer 8-KanalPipette in die vorbereiteten 96-well Platten pipettiert. Einzelne Platten wurden
mit Parafilm abgedichtet und inkubiert. Bei Durchfihrung mit vielen Platten wurden diese nach
dem Abdichten Ubereinandergestapelt. Stapel von bis zu 10 Platten wurden eingesetzt, jeder
Stapel fest mit Klebeband umwickelt, um Abrieb der Platten aneinander zu vermeiden. Die
Platten bzw. Platten-Stapel wurden dann bei 29 °C und 500 rpm inkubiert. Nach 72 h wurden
die Platten im TCAMS-Screening bei einer Absorption von 620 nm vermessen, fir die ICso-
Bestimmung nacheinander bei 620 nm und bei 595 nm, hier wurde im Anschluss die Differenz

der Messwerte gebildet, vgl. Kapitel 4.1.11.

Jede Platte wurde nach dem Messen nochmal auf die Plausibilitat der Messergebnisse Uber-
pruft. Bei allen hohen Messwerten wurde nochmal optisch geprift, ob hier tatséchlich keine
Reduktion stattgefunden hatte. Wells, die ein sehr starkes Wachstum zeigten und durch die
Trubung ein hohes Signal aufwiesen, wurden aus der Wertung genommen. Ebensowells bei

denen eine Ablagerung im Messbereich zu dem hohen Signal gefuhrt hatte.

Die Messwerte wurden dann bei jeder 96-well Platte auf ihre jeweiligen Kontrollen bezogen.

Der Mittelwert der Negativkontrolle (Wachstum, keine Hemmung) wurde von jedem Messwert
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abgezogen. Die Positivkontrolle (kein Wachstum, Hemmung) wurde als 100%-Wert gesetzt

und alle Messwerte in Bezug darauf normiert.

3.3.3 Phéanotypischer Assay mit Tribungsmessung

Es wurden Wachstumskurven der transformierten S. cerevisiae-Zellen mit den verschiedenen
FNTs der humanpathogenen Plasmodien aufgenommen. Als Temperatur wurden 29 °C ge-
wahlt. Das Messintervall wurde bei Messungen bis 72 h auf 30 min gestellt, bei Messungen bis
144 h auf 1 h. Es wurde mit einem ein Breitbandfilter (420 2 580 nm) gemessen. Bei einigen
Messungen mit Resazurin wurde ein Filter mit 600 nm verwendet. Hier wurde wie schon in
3.3.2 beschrieben, ebenfalls mit einer ODgoo Von 0,01 je well in 1 % L-Laktat-Medium gestartet,
wobei einige Versuchen mit Resazurindurchgefihrt wurden . Es wurde ein 100-well Plattenfor-

mat verwendet, welches je nach Versuch ein anderes Layout aufwies.

Die Messwerte wurden normiert indem von den Werten von Wachstumskurven ohne Resazurin
jeweils der Wert to abgezogen wurde. Bei Kurven, die mit Resazurin aufgenommen wurden,

wurde von jedem Messwert der Wert bei tenge abgezogen.

Ausgewertet wurden die Daten durch Berechnung der area under the curve (AUC) aus den
Messwerten, aber auch die aufgetragenen Messwerte Uber die Zeit wurden fiir Aussagen uber

das Wachstumsverhalten herangezogen.

3.4 Datenanalyse Methoden

Fur die Analyse der Daten wurden diese zunachst in Microsoft Excel 365 Version 1911 einge-
tragen und Berechnungen durchgefiihrt. Im Anschluss wurden die Daten mit GraphPad Prism
8.3.0 graphisch dargestellt und Berechnungen wie eine AUC, sowie statistische Auswertungen

vorgenommen.

Bei allen Berechnungen mit GraphPad Prism 8.3.0 wurde ein Ausreif3ertest durchgefuhrt und
AusreilRer verworfen. Der AusreiRertest wurde nach der ROUT-Methode durchgefiihrt [86].
Diese arbeitet Uiber die false discovery rate (FDR), wobei man die verwendete Wahrscheinlich-

keit Q festlegt. Es wurde immer mit einem Q = 1% gearbeitet.
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4 Ergebnisse

Im Folgenden sind die Ergebnisse beschrieben. Zun&chst erfolgt die Methodenentwicklung mit
allen getesteten Parametern. Im Anschluss werden die Ergebnisse des Screenings dargestellt.
Danach folgt alles, was die Ahnlichkeiten und Unterschiede der FNTs humanpathogener Plas-
modien betrifft. Im Anschluss befinden sich die Ergebnisse zu den in dieser Arbeit durchge-

fuhrten Versuchen zur Resistenzumgehung.

4.1 Methodenentwicklung des Wachstums-ResazurinAssays

Um mdglichst viele Substanzen gleichzeitig auf ihre Hemmwirkung des FNT testen zu kénnen,
wurde ein hefebasierter Wachstums-Assay entwickelt. Dieser basiert auf einer im Arbeitskreis
schon bekannten Methode nach Wu et al. von 2015 [16]. Zun&chst wurde getestet, was die
optimale Zusammensetzung des Mediums war, um das groRtmdagliche Wachstum zu erzielen.
Zur Erh6hung des Signal-Rausch-Verhéltnisses, um verlassliche Ergebnisse zu bekommen,
wurde mit dem Zellviabilitatsmarker Resazurin, auch bekannt als AlamarBlue, gearbeitet[87].
Resazurin wird in der S. cerevisiae-Zelle durch NADH + H* reduziert zu Resorufin [88], siehe

auch Abbildung 4.1.

o
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Resazurin
NADH + H*

NAD*, H,0

N
/@[m
HO 0 0o

Resorufin
Abbildung 4.1: Umsetzung von Resazurin zuResorufin. Erstellt mit ChemDraw.

Die zu testenden Bestandteile des Mediums waren die L-Laktatkonzentration (4.1.2) und der
pH-Wert (4.1.2), sowie die initiale Optische Dichte an einzusetzender Zellmasse(4.1.4) und die

ResazurinKonzentration (4.1.5). AuRerdem wurde der Einfluss einer Tribung, zum Beispiel
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durch Zellwachstum, auf den Messwert getestet (4.1.3). Erst dann wurde an den weiteren As-
say-Bedingungen gearbeitet. Dazuwurden geeignete Kontrollen ausgewahlt (0) sowie das Ge-
samtvolumen eines wells im Assay festgelegt (4.1.7). Spater wurde die Assaydauer (4.1.8) ge-
testet, ob die 96-well Platten geschuttelt werden sollten (4.1.9) und wie eine Kreuz-Kontamina-
tion von well zu well verhindert werden konnte (4.1.10). Letztendlich wurden noch eine Direkt-
messung mit einer Differenzmessung verglichen (4.1.11) und die Linearitat und Empfindlichkeit
des Assay (4.1.12) bestimmt. Eine Zusammenfassung aller getesteten und ausgewéahlten Pa-

rameter befindet sich in Tabelle 4.1 und Tabelle 4.2, welche in Kapitel 4.1.13 zu finden sind.

4.1.1 L-Laktatkonzentration

Zuerst wurde die L-Laktatkonzentration bestimmt, bei welcher das hdchste Zellwachstum er-
reicht werden konnte. Es wurden verschiedene L-Laktatkonzentrationen getestet. Dabei wurde
ein Bereich um zwei bekannte Konzentrationenherum abgedeckt. Die eine ist 0,25 % [16] und
die andere 2 %, welche der Glukosekonzentration in SD Medium entspricht. Die genauen ge-
testeten Konzentrationen waren 0,1%, 0,25 %, 0,5%, 1%, 1,5% und 2 %. Das L-Laktatme-
dium wurde wie in 2.8.1 beschrieben hergestellt, nur mit unterschiedlichen L-Laktateinwaagen
und ohne Resazurin Dieser Versuch wurde zum einen in Reagenzglasern durchgefuhrt und
zum anderen mit 100-well honeycomb Platten im Bioscreen. Im Reagenzglas wurde jeweils

eine Einfachbestimmung durchgefihrt, im Bioscreen wurden je Konzentration 10 wells mit

A Reagenzglas B Bioscreen
1,5 0,08;
*Fkkk
0,1%
0,25 % 0,06/
10| ©05%
g 1% Q
() 1,5 % < 0,044
O 029
0,5 0,02
0,0 S — 0.00 02505 1 15 2
18 42 66 90 o L’ Ktat ’
Zeit in h axta

konzentration in %

Abbildung 4.2: Testung unterschiedlicher L-Laktatkonzentrationen, um das gréf3tmdogliche Wachstum zu erzielen.
(A) zeigt das Ergebnis im Reagenzglas, hier ist die gemessene ORoo gegen die Zeit in h aufgetragen. (B) zeigt das
Ergebnis im Bioscreen. Aufgetragen sind die errechnete AUC gegen die L-Laktatkonzentration in %. Ein one-way
ANOVA stellte einen signifikanten Unterschied zwischen allen eingesetzten L-Laktatkonzentrationen fest
(P<0,0001). Assaydauer 72h. N = 1 mit 10 wells je Konzentration bei (B); Fehler stellen StA dar.

46



Ergebnisse

300 pl befillt. Bei beiden Versuchen wurde eine Start-OD von 0,1 eingestellt. Im Reagenzglas

wurde nach ca. 22 h, nach 64 h und nach ca. 92 h die ODg am Biophotometer gemessen.

Im Bioscreen wurde eine Laufzeit tber 72 h gewahlt und ein Messintervall von 30 min einge-
stellt. In Abbildung 4.2 zeigt sich, dass sowohl bei dem Versuch im Reagenzglas als auch im
Bioscreen eine L-Laktatkonzentration von 1 % das gro3tmaogliche Wachstum erzielte. Es wurde
eine weitere Messung vorgenommen, welche in 96-well Platten den Einfluss der L-Laktatkon-
zentration auf ungehemmte und gehemmte PfFENT exprimierende S. cerevisiae-Zellen testen
sollte. Diese Platten wurden ohne Schutteln und ohne Resazurin 72h bei 29 °C inkubiert. Der

eingesetzte Hemmstoff war BH-296 in einer Konzentration von 100 pM.

In Abbildung 4.3 zeigt sich zwar ein signifikanter Unterschied zwischen den gehemmten und
den ungehemmten Zellen, jedoch kein signifikanter Unterschied zwischen den getesteten L-
Laktatkonzentrationen. Aufgrund des niedrigen Signal-Rausch-Verhéltnisses von nur 1,0 bis
1,5 wurde im spéateren Verlauf eine Messung ohne Schiitteln der Zellen und ohne Resazurin
nicht mehr durchgefiihrt. Ein so niedriges Signal-Rausch-Verhéltnis kdnnte zu Problem bei der
Erkennung eines Signales fuhren [89]. In allen weiteren Versuchen wurde deshalb mit einer L-

Laktatkonzentration von 1 % gearbeitet.

ungehemmt gehemmt
0,101
=1
O 0,05;
0,00 - y ; -
0,0 0,5 1,0 1,6 2,0
Laktat-

konzentration in %

Abbildung 4.3: Testung der L-Laktatkonzentration im 96-well Assay. Die Optische Dichte bei 620 nm ist gegen die
L-Laktatkonzentration in % aufgetragen. Es besteht hier kein signifikanter Unterschied zwischen den verschiedenen
L-Laktatkonzentrationen. Das Signifikanzniveau zwischen den ungehemmten und den gehemmtenZellen liegt bei
P=0,0006. Assaydauer 72h. ns = nicht signifikant. N = 1 mit 8 wells je Konzentration; Fehler stellen StA dar.
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4.1.2 pH-Wert

Es wurde der fur den Assay optimale pH-Wert experimentell bestimmt. Dies wurde zunachst
ohne Resazurin durchgefihrt, um den pH-Wert ausfindig zu machen, welcher zum besten
Wachstum der PfENT exprimierenden Hefezellen fuhrte. Im Anschluss wurde dieser Test noch-
mal mit Resazurin durchgefihrt, da dieses pHabhangig unterschiedliche Farbungen aufweist

(vgl. Abbildung 4.4). Auch sollte hier das pH-Optimum fur die Messung gefunden werden.

pH 44 5,1 6,0 6,4

Abbildung 4.4: Farbung von Resazurin je nachpH-Wert. [Bildquelle: eigenes Foto]
Beide Messungen wurden mit dem Bioscreen mit den Methodenparametern von 29 °C und

45 h Laufzeit durchgefihrt (siehe 3.3.2). Bei der ersten Messung, welche das reine Wachstum

zeigen sollte, wurde mit einem Breitband-Filter gearbeitet, welcher den Wellenlangenbereich

12, -2
11
101
9- 1
8.
7.
6 : . . 0
4 5 6 7
Messung pH Wert Messung mit
600 nm Breitbandfilter
mit ohne
Resazurin Resazurin

Abbildung 4.5: Abhangigkeit des Signals vom pH-Wert. ¢ zeigt die Messung bei 600 nm mit Resazurin auf der linken
y-Achse. zeigt die Messung mit dem Breitbandfilter ohne Resazurin auf der rechten y-Achsen. Assaydauer: 45h.
N = 1 mit 5-10 wells je pH-Wert; Fehler stellen StA dar.

von 420 2 580 nm durchlie3. Dieser Filter wurde friiher schon im Arbeitskreis fir genau diese
Messung eingesetzt. Hier zeigte sich ein pH-Wert von 6,0 als am besten geeignet, siehe Abbil-

dung 4.5. Die zweite Messung mit Resazurin wurde mit einem 600nm Filter durchgefthrt. Das
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Medium mit dem pH-Wert von 6,2 zeigte hier das beste Ergebnis. Im Folgenden wurdedann

ein pH-Wert von 6,0-6,1 verwendet.

4.1.3 Einfluss der Tribung auf das Signal

Um Zellzahlen zu bestimmen wird haufig die Optische Dichte gemessen [90]. Der Hintergrund
ist, dass Teilchen in einem Ldsungsmittel Licht in alle Richtungen streuen und so das Signal
vermindern. Da bei 600 nm kaum andere Strukturen eine Absorption zeigen, wird diese Ab-
sorptionswellenlange flr eine Messung der Optischen Dichte verwendet. Resazurin als Zellvi-
abilitatsmarker wird durch Zellwachstum reduziert zu Resorufin (vgl. Abbildung 4.1). Wahrend
Resazurin violett gefarbt ist und ein Absorptionsmaximum bei 600 nm zeigt, ist Resorufin rosa
gefarbt und hat ein Absorptionsmaximum bei 572 nm, vgl. Abbildung 4.6 [91]. Das Absorpti-
onsmaximum von Resazurinliegt sehr nahe bei 600 nm und so lag die Vermutung nahe, dass
die Trubung einer Lésung einen Einfluss auf das Messsignal haben kdnnte. Um dies zu Uber-
prifen wurden sowohl Resazurin als auch Resorufin mit unterschiedlichen Zellzahlen versetzt

und gemessen.
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Abbildung 4.6: Absorptionsspektrum von Resazurin (A) und Resorufin (B). Der Wellenlangenbereich zwischen der
Messwellenldange 620 nm und 595 nm ist blau und rosa eingerahmt. Modifiziert nach Neufeld et al. [91]

Sowohl bei Resazurinals auch bei Resorufin zeigte sich ein Effekt, welcher aber unterschied-
liche Ursachen hat. Resazurin wird bei gro3en Zellzahlen schnell reduziert und das Signal sinkt
ab, siehe Abbildung 4.7. Bei der hdchsten eingesetzten Optischen Dichte von 0,52 hatte schon
nach 10 Minuten eine komplette Reduktion zum Resorufin stattgefunden. Hier ist das Resazu-
rin-Signal an sich also niedriger, weil eine Reduktion stattgefunden hat Durch die hohe Zellzahl
ist die Absorption allerdings auch schon relativ hoch. Die Optische Dichte spielt also bei
Resazurinin dem verwendeten Bereich nur eine untergeordnete Rolle, da die Eigenabsorption

hoch genug ist. Dennoch zeigten alle Optischen Dichten miteinander verglichen einen
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signifikanten Unterschied im Signal von P<0,001 (die einzige Ausnahme bildet hier der Unter-
schied zwischen OD 0,10 und OD 0,13 mit P=0,014).

Bei Resorufin dagegen, welches mit 100 mM Natriumascorbat reduziert wurde, steigt das
Messsignal an, da hier die Triibung zu einem Anstieg der Absorption fiihrt. Die Eigenabsorption
von Resorufin ist bei 620 nm zu gering und wird deshalb von der Optischen Dichte beeinflusst.
Hier zeigen sich signifikante Unterschiede zwischen den weit auseinanderliegenden Optischen
Dichte (P < 0,0001), wahrend direkt benachbarte Optische Dichten keine, bzw. niedrige Signi-
fikanz zeigen (P>0, 0192) . Das Si mghob Wwurde gewahh. iFir diea @Qptisehe
Dichte 0,52 zeigten sich sowohl bei Resazurin als auch bei Resorufin fast identische Werte.
Dies liegt daran, dass bei beiden Resazurin reduziert ist und nur die Optische Dichte an sich

fur das Signal verantwortlich ist.
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Abbildung 4.7: Der Einfluss von Zellsuspensionen verschiedener Optischer Dichten auf Resazurin und Resorufin.
Oben sind die gemessenen Absorptionen bei 620 nm aufgetragen gegen die Optische Dichte bei 600 nm, auf wel-
che die Zellsuspensionen eingestellt wurde. Dabei ist das Messsignal von Resazurin zur linken yAchse gehérend
und das von Resorufin zur rechten y-Achse. Unten ein Bild der 96-well Platte unter Angabe der vorliegenden Opti-
schen Dichten. Angaben zur Signifikanz der Ergebnisse siehe oberhalb der Abbildung. N = 1; Fehler stellen StA
dar.

Es zeigt sich, dass es bei einer Messung bei 620nm, wie sie hier durchgefuhrt wurde, zu einer
Signalerh6hung des Resorufin-Signals kommt. Dies zeigt die Gefahr von falsch hohen Werten

im Assay auf. Dies kann ein Problem fiir das SignatRausch-Verhaltnis darstellen und damit fur

50



Ergebnisse

eine verlassliche Detektion von nicht hemmenden Substanzen. Dies zeigt, wie wichtig es ist,
jede Platte nach dem Messen auf ihre Plausibilitat zu Uberprifen, also sich nach Mdglichkeit
jedes well nochmal anzusehen, welches ein hohes Signal geliefert hat. Als hohes Signal wur-
den alle Werte gré3er als 0,3 angesehen. Andererseits zeigt es auch, wie wichtig es ist, dass
die Zellzahl wahrend des Assays nicht zu hoch wird. Dies wiederum wird einerseits beeinflusst

durch die Assaydauer (4.1.7), andererseits durch die initiale Optische Dichte (4.1.4).

4.1.4 Initiale Optische Dichte

Die Optische Dichte, bei welcher eine Messung gestartet wird, kann einen grol3en Einfluss auf
das Ergebnis haben (vgl. Kapitel 4.1.3). Bei Petrovic et al. wurde mit einer Optischen Dichte
von 0,01 gestartet, bei der im Arbeitskreis bekannten Methode mit ca. 0,07 [16, 92]. Es wurden
initiale Optische Dichten von 0,01, 0,05 und 0,1 getestet, siehe Abbildung 4.8. Wie schon im
Kapitel 4.1.3 erklart, kann eine zu hohe initiale Optische Dichte zu einem zu hohen Messsignal

des Resorufin am Ende des Assays fuhren.

ok kk

Signal-Rausch-Verhaltnis
B

0,01 0,05 0,1
Initiale Optische Dichte

Abbildung 4.8: Einfluss der initialen Optischen Dichte auf das SignatRausch-Verhéltnis zwischen der Positiv- und
der Negativkontrolle. Positivkontrolle: gehemmte Zellen, keine Reduktion; Negativkontrolle ungehemmte Zellen, Re-
duktion. Assaydauer. 47h. Der SignifikanzwertistP<0, 000 1 b e iN = &; Fehler@tellOnSStA dar.

Es wurde das SignalRausch-Verhaltnis zwischen der Positivkontrolle und der Negativkontrolle
bestimmt. Die Positivkontrolle besteht dabei aus gehemmten S. cerevisiae-Zellen, welche
Resazurin nicht reduzieren. Die Negativkontrolle besteht aus ungehemmtenS. cerevisiae-Zel-
len, welche Resazurin zu Resorufin reduzieren kénnen. Es zeigte sich, dass das beste Signal

Rausch-Verhéltnis bei einer initialen Optischen Dichte von 0,01 erreicht wird.
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4.1.5 ResazurinKonzentration

Die einzusetzende ResazurinKonzentration hat einen grof3en Einfluss aufdas Ergebnis. Wenn
von Anfang an zu wenig Resazurin vorhanden ist, ist das Signal der Positivkontrolle niedriger.
Wenn zu viel Resazurin vorhanden ist, ist das Signal der Negativkontrolle héher, weil in der
gegebenen Zeit nicht alles reduziert werden kann. Beides fuhrt zu einem schlechteren Signal-
Rausch-Verhéltnis. Sangkaew et al. verwendeten in ihrer Methode eine Konzentration von
0,03 mg - ml *[93]. Diese Konzentration, sowie ihredoppelte (0,06 mg - ml *) und ihre halbierte

(0,015 mg - ml ') Konzentration wurden getestet.

Abbildung 4.9 zeigt, dass sowohl 0,015mg - ml ! als auch 0,03 mg - ml * zu einem guten

Signal-Rausch-Verhaltnis gefuhrt haben.

L X 23
*% *dkk

Signal-Rausch-Verhdltnis
)

0,015 0,03 0,06
Resazurin-
Konzentration in mg - ml™

Abbildung 4.9: Getestete ResazurinKonzentrationen. Aufgetragen wurde das SignalRausch-Verhéltnis gegen die
ResazurinKonzentration in mg - ml *. Die getesteten Konzentrationen sind 0,015mg - ml %, 0,03mg - ml * und
0,06mg -ml . DasSi gni f i kanz ni=005 Der Unerschigdgwischeen 0,015 mg - ml * und 0,03 mg -
ml ! zeigte eine Irrtumswahrscheinlichkeit von P =0,0044, die anderen Irrtumswahrscheinlichkeiten liegen bei
P < 0,0001. Assaydauer47 h. N = 2; Fehler stellen StA dar.

Es wurde dann als zu verwendende ResazurinKonzentration 0,03 mg - ml * gewabhlt, da diese
ein hohes Signal-Rausch-Verhéltnis lieferte und der Fehler hier niedriger als bei 0,015 mg -
ml'* war. Auch in der Literatur wurde diese Konzentration schon erfolgreich eingesetzt [93].
AulRerdem war hier die Gefahr geringer, dass es im weiteren Verlauf noch Probleme mit dem

Signal-Rausch-Verhaltnis geben kdnnte aufgrund einer niedrigeren Resazurin-Konzentration.

4.1.6 Auswahl der Kontrollen

Fir den Assay wurden Negativ- und Positivkontrollen bendtigt. Als Positivkontrolle (Hemmkon-

trolle ohne Wachstum) wurde ein Inhibitor gewdahlt, der sowohl PfFNT als auch dessen
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Resistenzmutante G107S hemmen konnte. Die beste bekannte Verbindung stellte BH296 dar,
siehe Abbildung 4.10. Der ICso-Wert fur PfFENT ist 0,14 uM, fir die Resistenzmutante G107S
2,3 uM [36]. BH-296 wurde in einer Konzentration von 100 uM im Assay eingesetzt Bei dieser
Konzentration werden beide Proteine voll gehemmt. BH-296 wurde in DMSO geldst. Es wurde
immer 1 % des Gesamtvolumens eineswells als das eingesetzte Inhibitor-Volumen verwendet,

bei 300 pl Gesamtvolumen also 3pl.

Abbildung 4.10: Strukturformel von BH-296; erstellt mit ChemDraw.

Alle verwendeten Inhibitoren waren in DMSO gel6st, daher wurden die Negativkontrollen mit
1 % des Gesamtvolumens an DMSO versetzt und stellten die ungehemmten Wachstumskon-

trollen dar.

4.1.7 Gesamtvolumen des Assay

Das Volumen, mit welchem ein well beflillt ist, hat einen Einfluss auf das Messsignal. Da bei 96
well Platten nur eine Messung von unten nach oben, bzw. von oben nach unten mdglich ist,
wird durch das Fullvolumen die Schichtdicke d bestimmt. Diese ist durch das Lambert-Beer-
sche-Gesetz festgehalten, wekhes die Absorption Ay als das Produkt des Absorptionskoeffi-

zienten Ty, der Stoffmengenkonzentration ¢ und der Schichtdicke d definiert.
AU = TuAC Ad

Bei gleichbleibender Stoffmengenkonzentration ¢ und Absorptionskoeffizient Ty, wird mit stei-

gender Schichtdicke d also eine steigendes Messsignal Ay erwartet.

Zunéchst wurde ein Test ohne Resazurin mit dem Bioscreen durchgefihrt, siehe Abbildung
4.11. Die getesteten Volumina waren 100 pl, 125 pl, 175 pl, 200 pl, 250 pl und 300 pl. Aufge-
tragen ist die normierte Absorption mit dem Breitbandfilter gegen die Zeit. Hier wurde Uber
48 h getestet. Hier ist zu sehen, dass fur die ungehemmtenS. cerevisiae-Zellen nach 48 h noch
kein Plateau erreicht ist. Die Normierung wurde durchgefuhrt, indem von jedem Messwert ei-
nes wells der Messwert bei t = 0 h abgezogen wurde, sodass allein das Wachstum betrachtet
werden konnte. Hierbei zeigte sich, dass 300 pl wie erwartet zum héchsten Messsignal fuhrte.

Zwar nahm ab 200 pl auch das Signal der gehemmten S. cerevisiae-Zellen zu, allerdings nicht
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in dem Mal3e, dass der Unterschied zwischen gehemmten und ungehemmten S. cerevisiae-

Zellen gleichblieb. Dieser stieg weiter an.

Dennoch wurde in einem zweiten Versuch nochmal der Unterschied zwischen 200 pul und
300 pl genauer betrachtet. Hier wurde mit Resazurin gearbeitet, allerdings wurden zwei unter-
schiedliche Konzentrationen getestet. Wenn mit 300 ul Gesamtvolumen gearbeitet wurde,
wurde immer eine Resazurin-Konzentration von 0,03 mg - ml ! eingesetzt. Dies entspricht 9 ug
die in einem well an Resazurin verwendet werden. Bei diesem Versuch wurde nun 200ul Vo-
lumen getestet, einerseits mit der gleichen Menge an Resazurin wie bei 300ul, also ebenfalls
9 ug pro well, also 0,045mg - ml . Andererseits wurde die gleiche Konzentration an Resazurin
getestet, in diesem Fall also ebenfalls 0,03mg - ml * was 6 pg Resazurin entsprach. Das Er-
gebnis ist in Abbildung 4.12 gezeigt. Hier ist deutlich zu sehen, dass mit 300 pl ein hdheres
Signal-Rausch-Verhéltnis erreicht werden kann. Auch deutlich wird, dass bei 200 pl die niedri-
gere ResazurinKonzentration hdhere Signal-Rausch-Verhéaltnisse erzielt als die héhere. Auch

das wurde in Kapitel 4.1.5 schon beobachtet.
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Abbildung 4.11: Test des Volumen-Einflusses auf das Messsignal. Getestete VVolumina sind 100ul, 125 pl, 175 pl,
200 pl, 250 pl und 300 pl. Aufgetragen ist jeweils das normierte Messsignal gegen die Zeit in h. Assaydauer 48h,
29 °C, Messintervall 30 min, Filter: Breitband (420-580 nm). Das Messsignal wurde normiert durch Subtraktion des
Messwertes bei t = 0 h von allen folgenden Messwerten. N = 1; Fehler stellen StA dar.
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Abbildung 4.12: Einfluss des Volumens und der ResazurinKonzentration auf das SignatRausch-Verhaltnis. Aufge-
tragen ist das Signal-Rausch-Verhaltnis Uber die Zeit in h. Bis zu 96 h wurden getestet, Wachstum bei 29 °C und
500 rpm. Die aufgetragenen Fehler entsprechen der Standardabweichung Uber Fehlerfortpflanzung berechnet.
N = 1-4; Fehler stellen StA dar.

Es wurde deshalb mit einem Gesamtvolumen von 300 pl gearbeitet.

4.1.8 Assaydauer

Es wurde getestet, wie lang eine Messung dauern musste, um ein aussagekréftiges Ergebnis
zu erhalten. Fir die meisten verwendeten Inhibitoren lagen keine StabilitAtsuntersuchungen
vor, deshalb wurde der kurzmdglichste Zeitraum gesucht. Getestet wurde zunachst ein Zeit-
raum von 0 bis 144 h und spater dann 24 h, 48 h und 72 h. Da der Assay zu Anfang ohne die
Verwendung eines Indikators angedacht war, wurden die ersten Versuche zur Assaydauer

ohne Resazurin durchgefiihrt.

In Abbildung 4.13 wurden auf der linken y-Achse normierte Messdaten von Resazurinhaltigen
S. cerevisiae-Zellsuspensionen gemessen bei 600 nm gegen die Zeit aufgetragen. Diese Daten
wurden normiert indem von jedem Messsignal jenes von t= 144 h abgezogen wurde. Auf der
rechten y-Achse wurden Daten aufgetragen, die bei einer Messung ohne Resazurin entstanden
waren. Hier wurde normiert durch Subtraktion des Messsignals von t= 0 h. Wie in Abbildung
4.13 ersichtlich wurde ein Zeitpunkt von 72 h gewahlt. Hier war sowohl bei der Messung mit
als auch bei der Messung ohne Resazurin ein Plateau fast erreicht. InAbbildung 4.14 sind die
Signal-Rausch-Verhaltnisse aller getesteten Proteine gegen die Zeit aufgetragen. Erst nach
48 h zeigte sich ein Signal-Rausch-Verhéaltnis, welches groéRRer als drei und damit zumindest fur
eine qualitative Aussage geeignet ist[89]. In Abbildung 4.14 A sieht man zudem, dass es keinen

Unterschied zwischen einer Messung nach 48 h und einer Messung nach 72 h gibt.
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Abbildung 4.13: Wachstumsdaten aus dem Bioscreen. Einmal mit Resazurin , diese Daten sind auf der linken y-
Achse aufgetragen gegen die Zeit in h. Einmal ohne Resazurin , auf der rechten y-Achse aufgetragen gegen die
Zeitin h. Im grau gepunkteten Bereich befindet sich der gewéhlte Messzeitpunkt von 72 h. Assaydauer 144 h, 29 °C,
Messintervall 1 h, Filter: Breitband (420-580 nm) und 600 nm. Das Messsignal wurden normiert. N = 3-4; Fehler
stellen StA dar.

Als nach Literaturrecherche die Idee einer Differenzmessung aufkam, konnte das Signat

Rausch-Verhéaltnis noch deutlich gesteigert werden. In Abbildung 4.14 B, wurde Signal-
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Abbildung 4.14: Signal-Rausch-Verhéltnis gegen die Zeit. A zeigt das SignatRausch-Verhdltnis aller untersuchter
Proteine bei einer Messung bei 620 nm. B zeigt das SignalRausch-Verhéltnis der Differenzmessung. Eingesetzt
wurden BH-296 in 100 uM als Positivkontrolle und DMSO als Negativkontrolle. Die gemessene Absorption der Po-
sitivkontrolle wurde geteilt durch die Absorption der Negativkontrolle. Gemessen wurde mit dem Tecan F200.
N = 1-4; Fehler stellen StA dar.

Rausch-Verhaltnis nach 72 h bei einer Differenzmessung (4.1.11) noch deutlich gesteigert.
Hier kann man zudem vermuten, das spatere Messzeitpunkte noch bessere SignatRausch-
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Verhéltnisse ergeben. Diese Vermutung kann jedoch verworfen werden, da beobachtet wurde,
dass auch die gehemmten wells einer Platte sich ganz entfarbten, wurde diese langer stehen

gelassen. Zu beachten sind die unterschiedlichen y-Achsen der beiden Graphen.

4.1.9 Einfluss von Schitteln auf den Assay

Bei der Durchfuhrung der ersten Versuche war noch kein Schiittler vorhanden, welcher fiir 96 -
well Platten geeignet war. Kulturen werden normalerweise geschdittelt, um die Zufuhr von Sau-
erstoff zu gewahrleisten. Aus diesem Grund fiel eine Beobachtung auf, welche auch in Erlen-
meyerkolben reproduziert werden konnte. Es zeigte sich dabei, dass es in Platten undKolben,
welche nicht geschiittelt wurden zu einer starkeren Reduktion des Resazurin kam als in ge-
schuttelten Kontrollen, siehe Abbildung 4.15. Kolben wurden bei 220 rpm geschuttelt, Platten
bei 700 rpm, um in den kleineren Volumina die gleiche Durchmischung zu gewahrleisten. Die
gemessene ODsyo bestatigt dieses Ergebnis. Fir den nicht geschiittelten Kolben wurde ein
Wert von 0,22 bestimmt, fiir den geschiittelten 0,35. Resorufin zeigt eine niedrigere Absorption
bei 600 nm als Resazurin. Dieser Versuch wurde ohne Resazurin wiederholt. Hierbei wurde
eine initiale Optische Dichte von 0,1 eingestellt und im Kolben 24 h bei 29 °C inkubiert. Hier
wurde fur den geschiittelten Kolben eine ODso von 0,78 gemessen, fiir den nicht geschuttelten
0,20. Das Zellwachstum ist im nicht geschittelten Kolben niedriger als im geschuttelten, was
zu erwarten war. Im Kapitel 4.1.1 zeigte sich ohne Schiitteln, aber mit Inhibitor zwar ein signi-
fikanter Unterschied zwischen beidem, allerdings lag das SignalRausch-Verhaltnis nur bei
hochstens 1,5. Da nicht untersucht wurde, welche weiteren Einfliisse zu einer Verfalschung

des Signals fuhren konnten, wurde sich fir ein Schitteln der Zellen entschieden.

Abbildung 4.15: Vergleich geschittelter und nicht geschittelter Kolben

Die Ergebnisse von den Tests in den Platten zeigenbeim Schitteln ein Problem auf, welches
in Kapitel 4.1.10 behandelt wird.
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4.1.10 Kreuz-Kontamination verhindern

Bei einigen Versuchen trat der Verdacht auf, dass es zu einerKreuz-Kontamination der Losun-

gen von einem well in ein benachbartes well kommen kénnte, siehe Abbildung 4.16.
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Abbildung 4.16: Kreuz-Kontamination von well zu well. Reihe 6 beider Platten ist mit einer schwarzen Umrandung
hervorgehoben. In dieser befinden sich oben viermal DMSO (A 2 D) und unten viermal BH-296 in 100 pM (E 2 H).
A ist komplett mit BH-296 in 100 uM befillt, B mit DMSO. Die Kreuz-Kontamination ist auf beiden Platten deutlich
sichtbar.

Die DMSO-Kontrollen in Platte A sind nicht mehr zu sehen, sie sollten eigentlich hell sein, zei-
gen aber eine dunkelviolette Farbung. Dafiir scheinen DMSO-wells neben der Hemmkontrolle
auf Platte B ebenfalls eine Hemmung aufzuweisen.Hier ist in direkt benachbarten wells eine
dunklere Farbung zu erkennen als z. B. am Rand der Platte.Um keine verfalschten Ergebnisse
zu erhalten, wurde nach einer Mdglichkeit gesucht, die Kreuz-Kontamination zu verhindern.
Vier verschiedene Varianten wurden getestet. Einmal wurde die Test-Platte wie in Abbildung
4.16 zu sehen ohne Deckel inkubiert. Zusétzlich wurde je eine Platte mit Deckel, mit Alufolie
und Deckel dartber und eine mit Parafilm sowie Deckel abgedichtete. Das Ergebnis ist in Ab-

bildung 4.17 gezeigt.
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Abbildung 4.17: Testung unterschiedlicher Abdeckungen der 96 -well-Platten. Alle Platten waren mit den Kontrollen
in Reihe 6 befiillt und ansonsten nur mit der Hemmkontrolle. A zeigt die Platte mit Deckel, B zeigt die Platte mit
Parafilm abgedichtet, C zeigt die Platte ohne Deckel und D zeigt die mit Alufolieund Deckel abgedeckte Platte.

Ein Abdecken mit Alufolie (D) flhrte zu einer Verschlechterung des Ergebnisses. Das Abde-
cken mit Deckel (A) machte keinen Unterschied im Ergebnis zu gar keiner Abdeckung (C), da
der Deckel relativ lose aufliegt und so zu keiner Abdichtung fiihrt. Dagegen zeigte das Abdich-
ten mit Parafilm (B) die beste Abdichtung gegen Kreuz-Kontamination. Alle Platten, welche mit
den Ublichen Kontrollen und ansonsten nur DMSO gefillt waren, zeigten das gleiche Bild (nicht
gezeigt). Hier war keine Kreuz-Kontamination zu entdecken. Fortan wurden alle Platten mit

Parafilm verschlossen, sodass keine Kreuz-Kontamination mehr stattfinden konnte.

4.1.11 Direktmessung vs. Differenzmessung

Es stellte sich die Frage, ob eine Differenzmessung genauere Ergebnisse liefern kbnnte, da ein
Unterschied zwischen Positiv- und Negativkontrolle deutlicher zu erkennen ist. Die Idee kam
durch Sangkaew et al., welche eine ahnliche Differenzmessungdurchgefiihrt haben und damit
gute Ergebnisse erhielten [93]. Es wurde ein Referenzfilter mit 595 nm ausgewahlt. In Abbil-
dung 4.6 ist zu erkennen, dass Resazurin bei 595 nm sehr stark absorbiert, da das Maximum
bei 600 nm liegt. Resorufin absorbiert dagegen kaum. Bei 620 nm absorbiert Resazurin immer
noch relativ stark, Resorufin gar nicht mehr. Bildet man nun eine Differenz zwischen beiden

Messwerten ergibt sich bei gehemmten Zellen, bei denen viel Resazurin vorliegt, ein grol3er
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Wert. Bei Resorufin dagegenwird der Wert im Vergleich sehr klein. Es sind so die Abstufungen

zwischen unterschiedlichen Werten deutlich besser zu erkennen.

In Abbildung 4.18 ist beispielhaft dargestellt, in wieweit sich eine Differenzmessung im Ver-
gleich zur Direktmessung auf das Ergebnis auswirkt. Am deutlichsten sichtbar wird dies am
Signal-Rausch-Verhaltnis, welchesvon 5 auf 27 gesteigert werden kann. Diesist mathematisch
dadurch zu erklaren, dass der Wert der ungehemmten Negativkontrolle durch die Differenz-
messung deutlich niedriger ist als bei den direkten Messwerten. Dieser Wert wird bei der Be-
rechnung des Signal-Rausch-Verhéltnisses als Nenner eingesetzt und fuhrt damit zu einem
hoheren Ergebnis dieser Division. Fur die niedrigen Konzentrationsbereiche einer quantitativen
Messung, die Bestimmungsgrenze, schlagt das International Council for Harmonisation, kurz
ICH, vor mit einem Signal-Rausch-Verhaltnis von mindestens 10:1 zu arbeiten [89]. Auch fur
alle anderen Konzentrationsbereiche ist es winschenswert ein mdglichst groRes Signak

Rausch-Verhéaltnis zu erhalten.
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Abbildung 4.18: Direktmessung und Differenzmessung mit beispielhaftem Vergleich. Erstellt mit Adobe lllustrator

Aus diesem Grund wurde dann im Weiteren tber die Differenzmessung ausgewertet.

4.1.12 Linearitat und Empfindlichkeit der Messung

Um valide Ergebnisse zuerhalten wurde die Linearitat der Absorptionsmessung mit Resazurin
im verwendeten Konzentrationsbereich bestimmt. Dazu wurde eine Kalibriergerade mit ver-
schiedenen ResazurinKonzentrationen erstellt durch Vermessen einer Verdinnungsreihe,
siehe Abbildung 4.19. Anhand dieser Kalibriergeraden wurde dann auch die Empfindlichkeit

der Messung bestimmt.
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Abbildung 4.19: Kalibriergerade fiir Resazurin in der Direktmessung. Abs. 620 nm ist gegen dieResazurin-Konzent-
ration in mg - ml * aufgetragen. In Rosa die Kalibriergerade aller Werte mit einem R = 0,9922. Die Geradengleichung
ist Y = 74,38X + 0,08631. In Blau die Kalibriergerade aller Werte bis zur ResazurinKonzentration von 0,025 mg -
ml 1. Hier betragt das R? = 0,9981 und die Geradengleichung ist Y = 82,30X + 0,03212.N = 2; Fehler sind so klein,
dass diese in der Abbildung nicht dargestellt sind. Sie stellen die StA dar.

Es zeigte sich, dass bis zur ResazurinRKonzentration von 0,025 mg - ml * die Linearitat gegeben
ist. Eine Analyse der Daten mit der PearsonKorrelation ergab fiir die Messung bei 620 nm ein
r von 0,9965 (KI 0,9881 bis 0,9990; ¢ = 0,9931) mit einem P-Wert von <0,0001, also einem
signifikanten Ergebnis. Fur die Daten bis 0,025 mg- ml * stieg r auf 0,9997 an, die Korrelation
wurde also deutlich besser. Hohere Konzentrationen zeigen ein Abflachen des Signals, hier ist
keine Linearitat mehr gegeben. In der Differenzmessung sieht das Ergebnis @hnlich aus, siehe
Abbildung 4.20. Hier zeigt sich ab einer ResazurinKonzentration von 0,02 mg - ml * ein an-
steigendes Signal. Dies liegt daran, dass zwar bei 620nm die Absorption stetig ansteigt, aber
hier nur ein schwaches Abflachen zu erkennen ist. Bei 595 nm, fallt das Signal durch die gro-
Rere Nahe zum Absorptionsmaximum insgesamt deutlich héher aus. Hier kommt es deutlich
frioher zu einem Abflachen, da scheinbar das Ende des Messbereichs erreicht ist. Die Differenz
beider Messwerte wird also zunachst gro3er und ab 0,02 mg - ml * wieder kleiner. Dadurch ist

der biphasische Kurvenverlauf zu erklaren.
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Abbildung 4.20: Kalibriergerade fur Resazurin in der Differenzmessung. Die Differenz der Abs. 620nm und 595 nm
ist gegen die Resazurin-Konzentration in mg - ml ! aufgetragen. Bis zu einer ResazurinKonzentration von 0,02 mg
-ml !ist die Linearitat gegeben. R? = 0,9961 und die Geradengleichung ist Y = 54,41X + 0,01244.N = 1 mit 3-4
Replikaten; Fehler stellen StA dar.

Die Empfindlichkeit der Differenzmessung liegt bei 54,4 ml - mg ™.

4.1.13 Zusammenfassung der Methodenentwicklung

Tabelle 4.1: Teil 1 aller getesteten und ausgewahlten Parameter

Parameter Getestet Ausgewahlt
L-Laktatkonzentration 0,25 % 1,00 %
0,50 %
0,75 %
1,00 %
1,50 %
2,00 %
pH-Wert 3,8 6,0 bis 6,1
4,4
4,5
51
5,2
5,8
6,0
6,2
6,4
6,7
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Tabelle 4.2: Teil 2 aller getesteten und ausgewéhlten Parameter

Parameter Getestet Ausgewahlt
Initiale Optische Dichte 0,01 0,01

0,05

0,10

ResazurinKonzentration 0,015mg-ml * 0,030 mg - ml *
0,030 mg - ml *
0,045 mg - ml *
0,060 mg - ml *

Gesamtvolumen 100 pl 300 pl
125 pl
175 pl
200 pl
250 pl
300 pl
Assaydauer 24 h 72 h
48 h
72h

Schutteln der Platten 0 rpm 500 rpm
500 rpm

Kreuz-Kontamination Ohne Parafilm und Deckel
verhindern Nur Deckel
Alufolie und Deckel

Parafilm und Deckel

Als Kontrollen wurden 100 uM BH-296 als Positivkontrolle gewahlt, sowie 1 % DMSO als Ne-
gativkontrolle. Bei der Durchfiihrung des Screenings wurde eine Direktmessung durchgefihrt.
Bei der spateren Testung der bekannten Inhibitoren an allen humanpathogenen FNTs wurde
mit der Differenzmessung gearbeitet. Die Linearitat war tber den Messbereich hinweg gege-

ben.

4.2 Screening der TCAMS Substanzen

Mit dem entwickelten Wachstums-ResazurinAssay wurden 12.564 Substanzen aus dem Tres
Cantos Anti-Malarial Set, kurz TCAMS, an der Resistenzmutante PIFNT G107S getestet. Diese
Substanzen wurden von GlaxoSmithKline (GSK) zur Verfigung gestellt. Alle Substanzen
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zeigten bereits eine Hemmwirkung gegen P. falciparum, unbekannt ist dabei das genaue target
der Substanzen. Eingesetzt wurden alle Substanzen in einer Konzentration von 10uM, jede
Substanz wurde einmal getestet. An insgesamt sieben Messtagen wurden insgesamt 150 96-

well Platten mit dem in Kapitel 4.1 etablierten Assay untersucht.

4.2.1 Ergebnisse im Wachstums-Resazurin Assay

Im Wachstums-ResazurinAssay zeigten sich 92 Substanzen welche eine Hemmung von

100 % oder mehr aufwiesen, vgl. Abbildung 4.21. Bei einer Hemmung von mehr als 100 %

200

Hemmung in %
— —
(=} (82
e et
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e
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Abbildung 4.21: Die Hemmwerte aller TCAMS-Substanzen aufgetragen in Hemmung in % bezogen auf die Positiv-
kontrolle BH-296. Der Bereich oberhalb der gestrichelten Linie zeigt alle 92 Substanzen, welche fur die weitere
Testung herangezogen wurden.

wurde das vorhandene Resazurin schwéacher reduziert wurde als dies bei der Positivkontrolle
der Fall war. Diese 92 Substanzen wurden anschliel3end im biophysikalischen Assay getestet,
um herauszufinden, ob es sich dabei um einen Effekt gegen das getestete FNT oder lediglich

gegen den Modellorganismus oder Resazurin handelt.

4.2.2 Ergebnisverifizierung im biophysikalischen Assay

Alle 92 Substanzen wurden doppelt im biophysikalischen Filterplatten-Assay getestet, wie in
3.3.1 beschrieben. Dabei wurde je Test zweimal BH296 in 100 pM als Postivkontrolle einge-
setzt (12F und 12H) und auch je zweimal DMSO als Negativkontrolle (12E und 12G). Die Er-
gebnisse des ersten Tests sind in Tabelle 4.3 gezeigt. Angegeben sind hier die Messwerte in
CPM.
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Tabelle 4.3: Hemmung von PfFNT G107Sin Messung 1. Die erhaltenen Daten sind in CPM angegeben. Die Platte
wurde 4 Tage mit dem Scintillationscocktail inkubiert. In Griin markiert die mit BH-296 erhaltenen Messwerte, in
Gelb die nur mit DMSO erhaltenen Daten.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
217 232 211 214 186 209 232 229 215 167 258 225
243 228 241 235 230 226 242 242 200 211 208 236
231 233 230 258 227 201 233 235 234 237 226 199
226 257 273 233 204 247 215 234 221 260 225 254
203 296 219 235 249 230 138 240 180 198 271 227
270 268 234 241 197 230 230 247 205 241 243 5
222 207 152 224 224 180 237 235 249 236 226 238
183 200 214 167 160 220 227 189 203 209 215 10

IOTMmMmOoOO >

Keine der getesteten Substanzen zeigte eine Hemmung von mindestens 50 % (hochstens 116
CPM) nach einmaligem Messen. Um das Ergebnis zu verifizierenwurde der Versuch wieder-
holt, allerdings in umgekehrtem Plattenlayout. Das umgekehrte Layout wurde gewahlt um mog-
lichen Effekten, welche die Position in der Platte auf das Ergebnis haben kénnten, vorzubeu-
gen. Auch in der Wiederholung zeigte keine der Substanzen eine Hemmung, siehe Tabelle 4.4.
Hier sind die Messwerte aller Proben deutlich héher als selbst die Negativkontrolle, welche nur
DMSO enthalt. Im Vergleich ist allerdings zu sehen, dass die NegativKontrollen in der zweiten
Messung niedrigere CPM aufweisen und somit weniger L-Laktat transportiert wurde. Dennoch

ist auch hier keine Substanz dabei, die einen ahnlich niedrigen Transport gezeigt hat.

Tabelle 4.4: Hemmung von PfENT G107Sin Messung 2. Die erhaltenen Daten sind in CPM angegeben. Die Platte
wurde 24 h mit dem Scintillationscocktail inkubiert. In Griin markiert die mit BH-296 erhaltenen Messwerte, in Gelb
die nur mit DMSO erhaltenen Daten.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
79 184 122 185 216 194 182 166 153 151 160 219
14 129 130 207 170 195 163 173 167 128 199 208

118 147 146 164 177 164 171 153 152 153 176 179
29 178 155 148 166 122 156 178 147 203 168 239
165 199 163 162 177 171 171 155 143 165 179 216
222 184 169 160 167 214 154 157 155 185 201 208
241 167 166 188 192 167 170 162 163 143 188 223
152 163 170 183 165 175 149 160 146 166 135 214

IOTmMmMmOoO >

Damit Iasst sich die bei allen 92 Substanzen im phanotypischen Assay beobachtete Aktivitat
nicht auf eine Hemmung des FNT zuriickfiihren. Was der Grund fur die falsch positiven Ergeb-

nisse sein kénnte wird in Kapitel 5.2 diskutiert.
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4.3 Ahnlichkeit der FNTs humanpathogener Plasmodien

Die ProteingréRen der FNT der humanpathogenen Plasmodien sind in Tabelle 4.5 kurz darge-
stellt. In Hinsicht auf die Anzahl der Aminosauren gibt es nur minimale Unterschiede zwischen
den verschiedenen FNTSs. In den folgenden Kapiteln sind die Ergebnisse der weiteren Charak-
terisierungen der FNTs dargestellt. Zunachst die Klonierung und Expression in S. cerevisiae-
Zellen (4.3.1). Dann folgen die Ergebnisse, die mit dem biophysikalischen (4.3.3) und dem
phanotypischen (4.3.2und 4.3.4) Assay beziglich der Initialen Transportrate, dem Wachstums-

verhalten und der Inhibierung mit im Arbeitskreis vorhandenen Substanzen erzielt wurden.

Tabelle 4.5: ProteingréRen der FNTs humanpathogener Plasmodien in Anzahl an Aminosauren und KileDalton
(kDa). [Quelle: PlasmoDB, abgerufen unterhttps://plasmodb.org am 28.11.2019]

Protein Aminosaure- kDa

anzahl
PfEFNT 309 34,5
PVENT 313 34,3
PkFNT 314 34,6
PmFENT 314 34,7
PoFNT 313 34,3

4.3.1 Klonierung und Proteinexpression

Das P. falciparum FNT sowie dessen Mutante G107S waen im Arbeitskreis schon im Vektor
pDRTXa vorhanden. Hier wurde nach der Transformation vonE. coli-Zellen die DNA verviel-
facht und nach Praparation der DNA eine Transformation von S. cerevisiae-Zellen vorgenom-
men. Der Erfolg der Transformation wurde fiir PfFFNT durch einen Western Blot bestatigt, siehe
Abbildung 4.22. Das Protein wurde mit einem Antikdrper gegen den 10fach Histidin-tag nach-
gewiesen. Es sind die 10.000g Fraktion, sowie die 100.000 g Fraktion aufgetragen. Man sieht
bei PfFNT zwei Banden, eine entspricht dem Monomer eine dem Dimer [16]. Der Leervektor
pDRTXa (), welcher nicht fur ein rekombinantes Protein mit Histidin-tag kodiert, ist auf dem
Blot als Negativkontrolle eingesetzt worden. Die Signalstarke der Banden aus der 10.000 g
Fraktion und der 100.000 g Fraktion scheinen einen geringen Unterschied aufzuweisen. Auf-

geschlossen wurden die Zellen hier wie in Kapitel 3.2.1 beschrieben.
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Abbildung 4.22: Western Blot von PfENT und dem Leervektor. Aufgetragen sind jeweils eine 10.000 g Fraktion und
die Fraktion aus der Ultrazentrifuge (UZ). Zu sehen sind fir PfFNT die Bande des Monomers (35kDa) und die des
Dimers (70 kDa). Verwendeter Antikdrper: Anti-Penta-His. Belichtungszeit: 2 min; Auftragsmenge: 30 ug

Die Expression der Resistenzmutante des P. falciparum FNT, G107S, ist inAbbildung 4.23 zu
sehen. Als Negativkontrolle hier wieder die Proteinfraktion der mit Leervektor pDRTXa (-) trans-
formierten und aufgeschlossenen Hefezellen Es ist keine Dimer-Bande zu erkennen. Hier
wurde zum Aufschluss der Zellen mit der Methode nach Kushnirov gearbeitet (vgl. 3.2.2). Bei
diesem Versuch wurde keine Proteinkonzentration gemessen, es sollte hier aber auch kein

Vergleich der Expressionslevel stattfinden.

O

- 35 kDa

Abbildung 4.23: Western Blot von PfFNT G107S und dem Leervektor. Aufgetragen hier jeweils nach dem Zdlauf-
schluss nach Kushnirov. Zu sehen ist die Bande des Monomers vonPfFNT G107S (35kDa). Verwendeter Antikor-
per: Anti-Penta-His. Belichtungszeit: 2 min

Das DNA-Fragment kodierend fur P. vivax FNT musste zun&chst in den verwendeten Vektor
legiert werden. Das entsprechende Gen lagim Vektor pUC57 vor. Durch Verdau des intakten

PIENT-pDRTXaKonstruktes konnte ein reines Vektor-Fragment ohne insert erhalten werden.
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Da die Gene kodierend fiir PvFNT und PfFNT von der L&nge her nicht zu unterschieden sind,
wurde ein Kontrollverdau mit dem Restriktionsenzym Acll durchgefuihrt. Acll schneidet zweimal
in PIFNT-pDRTXa und PvFNT-pUC57 wahrend in PVFNT-pDRTXa dreimal geschnitten wird. In
Abbildung 4.24 sieht man welche DNA-Fragmente zu erwarten waren und welche nach der

Klonierung auftraten. Dabei stellen Probe 1 und 2 Kontrollen dar und 3 das klonierte Konstrukt.

A B
1 2 3
PFENT PvFNT PvENT
in in in

pDRTXa pUC57 pDRTXa

Abbildung 4.24: Kontrollverdau legierter Fragmente von PvFNT-DNA und Kontrollen mit Acll. A zeigt welche DNA-
Fragmente durch den Verdau bei dem jeweiligen Konstrukt zu erwarten sind. Unter B ist die Trennung der Frag-
mente im Agarosegel nach dem Verdau gezeigt. 1 PfFNT-pDRTXag 2 PvFNT-pUC57; 3 PvFNT-pDRTXa Erstellt mit
Genome Compiler unter https://designer.genomecompiler.com/app.

Das klonierte Konstrukt ist in B aufgetragen und zeigt die DNA-Fragmente, die mit diesem
Verdau zu erwarten waren, siehe A von Abbildung 4.24. PvFNT konnte demnach erfolgreich in
pDRTXa legiert werden. Andere Plasmodium FNTs wurden bereits in pDRTXaVektor legiert

vom Hersteller bezogen. Abbildung 4.25 zeigt die erfolgreiche Proteinexpression.
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Abbildung 4.25: Western Blot der 10.000 g Fraktionen der FNTs humanpathogener Plasmodien. Unter A ist der
Western Blot nach 1,5 min Belichtungszeit zu sehen. Unter B derselbe Western Blot nach 3 min Belichtungszeit.
Verwendeter Antikdrper: Anti-HA. Der Leervektor (-) wurde als Negativkontrolle eingesetzt. Aufgetragene Protein-
menge 20 pg

Derselbe Blot ist mit zwei unterschiedlichen Belichtungszeiten gezeigt. Bei 1,5 min Belich-
tungszeit kann man fir PKFNT eine Doppelbande erkennen. Die Banden von PoFNT und
PmFNT sind kaum sichtbar. Nach 3 min Belichtungszeit sind auch die Banden von PoFNT,

sowie PmFNT sichtbar. Es konntedemnach gezeigt werden, dass alle FNTsexprimiert wurden.

Zur besseren Beurteilung dieser Ergebnisse wurden zwei total protein staining-Methoden ver-
wendet, siehe Abbildung 4.26. Es wurde im gleichen Versuch ein zusatzliches Gel zur Tren-
nung der Proteinextrakte angefertigt, wobei die getrennten Proben im Anschluss nicht auf eine
Membran tbertragen wurden. Das Gel wurde stattdessen mit einer Coomassie Brilliant Blaw
Lésung inkubiert. AuRerdem wurde dieselbe Membran welche schon mit dem HA-Antikorper
behandelt worden war, im Anschluss nochmal mit Ponceau S geféarbt, um auch einen direkten

Vergleich der Gesamtproteinmengen zu haben. [94, 95].
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Abbildung 4.26: Kontrolle des Proteinauftrags. (A) Ein Gel wurde mit den identischen Proteinmengen beladen und
direkt mit Coomassie versetzt. (B) HA-Antikbrper-Membran geféarbt mit Ponceau S.

Es ist an der gleichen Farbintensitat der lanes zu sehen, dass gleichviel Gesamtprotein in jede

Geltasche gefillt worden war.

In Abbildung 4.26 sind noch zwei weitere Blots von PKFNT gezeigt. Hier ist aufgrund der Ab-

bruchfragmente zu erkennen, dass das Protein nicht komplett stabil ist.

Abbildung 4.27: Expression von PKFNT dargestellt in zwei Western Blots. M zeigt die Markerbanden, die angege-
benen Zahlen entsprechen der Proteingrof3e in kDa. Der mit HA gekennzeichnete Blot wurde mit dem Anti-HA-
Antikorper inkubiert. Mit His gekennzeichnet der Blot, welcher mit dem Anti-His-Antikérper inkubiert wurde. Belich-
tungszeit: 3 Minuten; aufgetragene Gesamtproteinmenge 10 pg.

Die Proteinldsung, welche bei den gezeigten Blots verwendet wurde, entstammt demselben
Ansatz. Fur diese beiden Blot wurde der Proteinauftrag nicht zusatzlich tberprift, eine Bewer-

tung dahingehend ist deshalb nicht mdglich.
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4.3.2 Wachstumsverhalten der mit den FNTs transformierten S. cerevisiae-Zellen

Nach Transformation der S. cerevisiae-Zellen W303-1A mit Vektoren, die codierende Sequen-
zen fur die humanpathogenen FNTs enthalten, wurden diese auf ihr Wachstumsverhalten in

verschiedenen Medien untersucht.

In Glukose-haltigem SD-Medium zeigten die transformierten S. cerevisiae-Zellen ein sehr &hn-
liches Wachstumsverhalten. Die Wachstumsdaten in Glukose-haltigem SD-Medium wurden
von S. cerevisiae-Suspensionen in Erlenmeyerkolben erhalten. Die ODsopo Wurde mit dem Bio-
photometer bestimmt, aus diesem Grund gibt es keine durchgéngigen Messreihen. Ein direk-
tes Ablesen der Verdopplungszeit war aus diesem Grund nicht mdglich. Um diese dennoch zu
bestimmen, wurde in Abbildung 4.28 die logarithmierte ODeoo gegen die Zeit in h aufgetragen.
Durch das Logarithmieren entsteht ein linearer Zusammenhang zwischen ODgo und der
Wachstumsdauer. Aus der erhaltenen Geraden lasst sich die Steigung k ablesen. Aus k wie-
derum lasst sich die Verdopplungszeit berechnen. Die R®-Werte der erhaltenen Geraden sind

alle gréf3er als 0,97 und damit ausreichend linear.
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Abbildung 4.28: Halblogarithmische Darstellung des Wachstumsvon FNT-Hefen. Alle Messwerte sind einzeln auf-
getragen. Die Daten stammen von sieben verschiedenen Messtagen.

Die Verdopplungszeiten fir die funf Proteine sind in Tabelle 4.6 dargestellt. Es zeigt sich, dass

die Verdopplungszeiten in SD-Medium sehr @hnlich sind.

Tabelle 4.6: Verdopplungszeiten in h der mit humanpathogenen FNTs transformierten S. cerevisiae-Zellen in SD-
Medium.

PfENT PVFENT PKFNT PoFNT PmFNT
3,4h 3,3h 3,4 h 3,6h 3,2h
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In L-Laktat-Medium zeigen die S. cerevisiae-Zellen ein langsameres Wachstum als in Glukose
haltigem Medium. Hier wurden die Wachstumsdaten mit dem Bioscreen aufgenommen, aus
diesem Grund ist eine einfachere Ermittlung der Verdopplungszeiten méglich. Die normierten
Wachstumsdaten sind in Abbildung 4.29 gegen die Zeit aufgetragen. Die Verdopplungszeit
wurde ermittelt fur die Zeit, welche die transformierten S. cerevisiae-Zellen brauchten, um von
einer OD4z0.580 nm VON 0,015 auf 0,03 anzuwachsen. m Zeitraum zwischen 22 und 48 h war die
Linearitat fur alle Kurven gegeben (R?-Werten gro3er 0,99). In Abbildung 4.29 ist auch ersicht-
lich, dass Zellen die PfFENT exprimieren absolut eine hdhere Zellzahl erreichen als Zellen, die

eines der anderen FNTs exprimieren.
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Abbildung 4.29: Wachstum der mit humanpathogenen FNTs transformierten S. cerevisiae-Zellen in L-Laktat-Me-
dium. PfENT (), PvFNT ( ), PKFNT ( ), POFNT ( ) und PmFNT ( ). Aufgetragen ist der Mittelwert. Normiert
wurde durch Subtraktion des Messwertes bei to von jedem Messwert. Mit gepunkteten Linien sind die Abs.-Grenzen
dargestellt, welche fur die Bestimmung der Verdopplungszeit herangezogen wurden. N = 3 mit 5-8 wells je Protein;
Fehler stellen StA dar.

Die ermittelten Verdopplungszeiten von einer normierten Abs. von 0,015 auf 0,03 sind in Ta-
belle 4.7 dargestellt. Es ist im Vergleich zum Glukose-SD-Medium ein deutlicher Unterschied

zwischen den Zellen zu erkennen, abhéangig vom jeweils exprimierten Protein.
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Tabelle 4.7: Mediane und Mittelwerte der Verdopplungszeiten in h der mit DNA, flir humanpathogene FNTs kodie-
rend, transformierten S. cerevisiae-Zellen in L-Laktat-Medium. Die Werte wurden ermittelt aus den Verdopplungs-
zeiten jeder einzelnen Kurve, die den Mittelwerten welche in Abbildung 4.29 gezeigt sind, zugrunde liegen.

PfENT PVFENT PKENT PoFNT PmFNT
Median 5,7h 12,0 h 9,5h 9.0h 17,0 h
Mittelwert 74 h 219h 12,2 h 9,7h 18,0 h

Es wurden sowohl die Mediane als auch die Mittelwerte angezeigt, da teilweise grofiere Unter-
schiede zwischen beiden bestehen. Aufgrund dieser Datenlage wurden zwei unterschiedliche
Signifikanztests gemacht, einmal ein one-way ANOVA-Test, welcher mit Mittelwerten arbeitet
und einmal der Kruskal-Wallis-Test, welcher Mediane zur Bewertung verwendet. Beide Tests
gaben mit einer Irrtumswahrscheinlichkeit von <0,0001 an, dass ein signifikanter Unterschied
zwischen den Generationszeiten der einzelnen Proteine besteht. Im Einzelnen zeigte sich dies
vor allem zwischen PfENT und PVFNT (P = 0,0002 im ANOVA und 0,0003 bei Kruskal-Wallis),
sowie zwischen PIENT und PmFNT (P = 0,0125 im ANOVA und <0,0001 bei Kruskal-Wallis).

In Kapitel 5.3.2 werden die Wachstumsdaten mit den Daten Uber die direkte Aufnahme von L-

Laktat aus dem nachsten Kapitel verglichen.

4.3.3 Aufnahme von L-Laktat

Die Daten zur Aufnahme von L-Laktat wurden wie in 3.3.1 beschrieben mit dem biophysikali-
schen Assay aufgenommen. In diesem Fall wurde der Einzlfilter-Assay verwendet. In Abbil-
dung 4.30 ist die Aufnahme in nmol mg * Hefe gegen die Zeit in Sekunden aufgetragen. Mit
Ausnahme von PmFNT ist der Kurvenverlauf fir alle Proteine sehr &hnlich. Auch das Plateau,

also das Aufnahmemaximum,ist bei allen Proteinen sehr nah beieinander.
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Abbildung 4.30: Aufnahme von L-Laktat durch PfFNT ( ), PvFNT (), PKFNT ( ), POFNT ( ) und PmFNT ( ).
Aufgetragene Fehler sind SEM. N = 2-7 mit jeweils drei biologischen Replikaten.

Fir die Mittelwerte aller Datenpunkte der Aufnahme eines Proteins wurde ein one-way ANOVA
durchgefuhrt. Es konnten keine signifikanten Unterschiede zwischen den Mittelwerten der un-
terschiedlichen Proteine festgestellt werden. Die R>-Werte des Kurven-fitting sind in Tabelle

4.8 dargestellt.

Tabelle 4.8: R>-Werte des Kurvenfittings.

PfFNT  PVFNT  PkFNT  POFNT  PmFNT
R2 0,7223 0,8991 0,6500 0,7892 0,8834

Durch das fitting an die Messwerte konnte die initiale Transportrate aller Proteine bestimmt
werden, welche die Steigung bei 0 min darstellt. Die initiale Transportrate ist in Abbildung 4.31

dargestellt. Ein one way ANOVA ergab, dass ein signifikanter Unterschied in der L-Laktat Auf-

nahmerate zwischena |l | en Pr ot ei nen besteht (P < 0,0001;
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Abbildung 4.31: Initiale Transportrate fur L-Laktat mit den Proteinen PfENT (), PVFNT ( ), PKENT ( ), POFNT ( )
und PmFNT (). Aufgetragene Fehler sind SEM. P < 0,0001; 2 =N 9H2-707ft jeweils drei biologischen Repli-
katen.

Die FNTsaus P. falciparum, vivax, knowlesi, ovale und malariae zeigen ahnliche Aufnahmekur-

ven von L-Laktat Uber die Zeit, aber signifikant unterschiedliche initiale Transportraten.

4.3.4 Hemmung des S. cerevisiae-Wachstums durch Inhibitoren

Im Arbeitskreis waren durch die Arbeit von André Golldack einige Inhibitoren fir P. falciparum
FNT verfugbar [96], welche nun an allen humanpahogenen FNTSs, sowie der Resistenzmutante
PfENT G107S, getestet werden sollten.

Fir diese Testung wurde der entwickelte ResazurinrWachstums-Assay gewahlt. Die getesteten
Substanzen wurden nach ihren wichtigsten strukturellen Unterschieden in Gruppen eingeteilt.
Ein Prodrug-Prinzip liegt vor, wenn ein Ringschluss mdglich ist, siehe Abbildung 4.32. Dieser
Ringschluss kann nur bei Substanzen stattfinden, welche die vinyloge Carbonsaure und die
dazu ortho-standige Hydroxylgruppe aufweisen. Es liegt dann eine Tautomerie zwischen dem

Hemiketal und der vinylogen S&ure vor.
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Abbildung 4.32: Das Prodrug-Prinzip; Tautomerie zwischen dem Hemiketal (links) und der vinylogen Saure (rechts).

Zum besseren Verstandnis der Gruppeneinteilung ist in Abbildung 4.33 dargestellt, auf wel-

chen Teil der Struktur sich die Einteilung jeweils bezieht.
Die Gruppen sind wie folgt:

I.  Mit Prodrug-Prinzip

a. Unterschiedliche (Fluor-)Alkylketten (blaugrau)

b. Unterschiedliche Substitution am Aromaten (orange)
II.  Fehlendes Prodrug-Prinzip:

a. Benzol ausgetauscht oder substituiert (gelb)

b. Mit Linker (blau)

c. Abwandlungen am Pharmakophor (griin)

lll.  Andere (grau, nicht in Abbildung 4.33 gezeigt)

I Mit Prodrug Prinzip Il Ohne Prodrug Prinzip
o]
¢ F OH 0
F b a
X
F
FoF
o

Abbildung 4.33: Gruppeneinteilung der Substanzen

In Tabelle 5.2 auf Seite 109 sind die Strukturformeln der einzelnen Substanzen einsehbar.

In Abbildung 9.1 bis Abbildung 9.10 im Anhang sind alle erhaltenen Hemmkurven dargestellt.
Die Kurven wurden durch fitting mit der Hill-Gleichung erhalten. Auf der y-Achse ist die Hem-
mung in Prozent, bezogen auf die verwendeten Kontrollen gegen die logarithmierte Konzent-
ration in uM aufgetragen. Bei einigen Substanzen ist eine starke Ahnlichkeitin der Hemmung

der unterschiedlichen FNT zu erkennen, wahrend bei anderen deutliche Unterschiede zu
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erkennen sind. In einigen Abbildungen fallt besonders PVvFNT auf, welches in blau dargestellt

ist und haufig den gré3ten ICso-Wert aufweist.

Die ermittelten 1Cso-Werte sind in Tabelle 4.9, Tabelle 4.10 und Tabelle 4.11 aufgelistet. Da die
hdchste eingesetzte Konzentration 1000 uM war, sind alle ICso-Werte dartiber nicht bestimm-
bar. Im Fall einer fehlenden Hemmung wurde der 1Cso-Wert trotzdem extrapoliert, diese Werte

durfen allerdings als nicht mehr als eine vorsichtige Schatzung angesehen werden.
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Tabelle 4.9: ICso-Werte von PfFNT und PVFNT angegeben in pM. Die Werte sind nach ihrer GréRe geordnet und
alle 1Cso-Werte kleiner als 2 uM sind in griin gekennzeichnet, Werte iber 1000 pM in orange.

PfENT PVENT
9 BH-326 0,2 13 BH-388 1,4
10 BH-362 0,3 22 BH-454 4.7
11 BH-317 0,3 18 BH-301 6,7
6 MMV000972 0,4 11 BH-317 7,6
1 BH-312 0,6 21 BH-306 8,3
18 BH-301 0,8 15 BH-317.2 9,7
13 BH-388 0,9 7 STK700988 9,9
21 BH-306 1,1 30 BH-296.2 11,1
7 STK700988 1,1 16 BH-296 11,2
15 BH-317.2 1,2 23 BH-255/2 11,2
12 BH-340 1,3 25 BH-324.2 12,6
20 BH-255/3 1,4 36 BH-301.2 13,5
17 BH-269 2,1 20 BH-255/3 14,0
23 BH-255/2 2,3 10 BH-362 17,8
16 BH-296 2,7 12 BH-340 22,0
3 STL298501 3,0 17 BH-269 25,1
5 STL298500 9,3 5 STL298500 29,2
24 BH-292 9,5 9 BH-326 34,2
36 BH-301.2 9,6 24 BH-292 35,7
28 BH-242 10,7 28 BH-242 54,3
35 BH-346 11,3 29 BH-246 79,1
29 BH-246 12,0 1 BH-312 91,5
30 BH-296.2 13,4 35 BH-346 133,2
25 BH-324.2 27,7 33 Niflumins&ure 147,3
4 STL298499 32,0 26 BH-310 202,0
2 STK806304 40,3 14 BH-262 307,3
22 BH-454 46,8 4 STL298499 319,0
19 Pharmakophor 61,4 3 STL298501 325,3
14 BH-262 81,3 19 Pharmakophor 817,2
26 BH-310 108,1 6 MMV000972 1000,0
32 BH-238 132,7 31 BH-234 1000,0
33 Nifluminsaure 141,2 37 BH-298 1129,0
37 BH-298 372,8 8 STK806381 1162,0
8 STK806381 946,0 2 STK806304 2056,0
31 BH-234 8093,0 32 BH-238 7607,0
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Tabelle 4.10: ICso-Werte von PKFNT und PoFNT angegeben in pM. Die Werte sind nach ihrer Grof3e geordnet und
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alle 1Cso-Werte kleiner als 2 uM sind in griin gekennzeichnet, Werte iber 1000 pM in orange.

PKENT POFNT
13 BH-388 1,2 11 BH-317 1,1
11 BH-317 1,2 18 BH-301 1,2
18 BH-301 1,4 13 BH-388 1,2
21 BH-306 1,4 21 BH-306 1,3
7 STK700988 1,6 7 STK700988 1,4
15 BH-317.2 2,1 15 BH-317.2 1,4
9 BH-326 2,4 9 BH-326 2,2
12 BH-340 6,0 6 MMV000972 2,7
10 BH-362 8,4 12 BH-340 3,6
6 MMV000972 9,8 10 BH-362 3.8
5 STL298500 9,9 22 BH-454 5,3
22 BH-454 10,1 1 BH-312 6,6
20 BH-255/3 10,5 17 BH-269 9,8
17 BH-269 10,8 20 BH-255/3 9,9
23 BH-255/2 10,9 23 BH-255/2 10,2
36 BH-301.2 11,2 30 BH-296.2 10,4
16 BH-296 12,0 5 STL298500 10,4
1 BH-312 12,0 24 BH-292 11,5
35 BH-346 13,5 16 BH-296 11,6
25 BH-324.2 13,9 36 BH-301.2 13,7
28 BH-242 14,7 35 BH-346 14,0
24 BH-292 18,6 28 BH-242 14,1
30 BH-296.2 30,7 25 BH-324.2 26,9
4 STL298499 40,6 4 STL298499 44,0
29 BH-246 97,4 29 BH-246 79,1
3 STL298501 113,1 3 STL298501 103,7
14 BH-262 116,2 32 BH-238 107,5
32 BH-238 118,3 14 BH-262 113,2
33 Nifluminséaure  181,4 26 BH-310 241,3
26 BH-310 1921 19 Pharmakophor 280,4
2 STK806304 767,0 2 STK806304 324,8
37 BH-298 776,1 33 Nifluminsaure 617,8
8 STK806381 2238,0 8 STK806381 762,3
19 Pharmakophor 6187,0 37 BH-298 886,3
31 BH-234 22809,0 31 BH-234 2852,0
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Tabelle 4.11: ICso-Werte von PmFNT und PfFNT G107Sangegeben in uM. Die Werte sind nach ihrer Grof3e geordnet
und alle 1Cso-Werte kleiner als 2 uM sind in griin gekennzeichnet, Werte Giber 1000 pM in orange.

PmMFNT G107S
11 BH-317 1,2 18 BH-301 1,4
18 BH-301 1,3 13 BH-388 1,7
13 BH-388 1,3 7 STK700988 3,2
21 BH-306 1,4 11 BH-317 3,7
7 STK700988 15 21 BH-306 4,2
10 BH-362 5,2 15 BH-317.2 9,2
15 BH-317.2 5,7 22 BH-454 10,0
9 BH-326 5,8 5 STL298500 10,8
12 BH-340 7,6 36 BH-301.2 12,4
22 BH-454 10,6 23 BH-255/2 12,7
30 BH-296.2 10,8 10 BH-362 13,2
24 BH-292 11,2 28 BH-242 13,6
20 BH-255/3 11,3 9 BH-326 13,8
23 BH-255/2 11,4 20 BH-255/3 14,0
16 BH-296 11,5 16 BH-296 14,1
36 BH-301.2 12,0 35 BH-346 16,5
6 MMV000972 12,2 30 BH-296.2 18,8
35 BH-346 13,0 25 BH-324.2 21,1
28 BH-242 14,6 12 BH-340 29,8
5 STL298500 19,1 17 BH-269 34,6
17 BH-269 26,9 24 BH-292 38,7
25 BH-324.2 29,4 4 STL298499 83,4
29 BH-246 54,4 32 BH-238 87,5
1 BH-312 55,9 29 BH-246 98,5
4 STL298499 107,4 1 BH-312 124,1
3 STL298501 107,6 33 Nifluminsaure  134,4
33 Nifluminsaure 121,8 3 STL298501 143,4
14 BH-262 320,6 6 MMV000972 152,8
2 STK806304 521,4 26 BH-310 499,6
32 BH-238 654,0 14 BH-262 736,3
8 STK806381 689,3 37 BH-298 808,9
26 BH-310 947,8 19 Pharmakophor 1000,0
37 BH-298 1186,0 31 BH-234 1655,0
31 BH-234 3207,0 8 STK806381 1677,0
19 Pharmakophor 29409,0 2 STK806304 4795,0

Im Folgenden wurde untersucht, wie weit die mit dem Wachstums-Assay erhaltenen 1Gs-Werte
von vorher schon bekannten Werten, welche mit dem biophysikalischen Assay gemessen wur-
den, vergleichbar sind [96]. Die Faktoren sind in Tabelle 4.12 angegeben. Substanzen, welche

keinen genauen, zuvor ermittelten Wert haben, sind nicht mit angegeben.
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Tabelle 4.12: Vielfache der ICso-Werte aus dem Wachstums-Assay und aus dem biophysikalischen Assay angege-
ben als Faktoren. Mit * markierte zeigten bei Christian Hansen unbestimmbare 1Go-Werte.

Nr. Substanz PIENT G107S

1 BH-312 3,5 5,6
2 STK806304 *36,6

3 STL298501 *10,0

4 STL298499 0,7

5 STL298500 0,2

6 MMV000972 2,4 3,7
7 STK700988 0,2

9 BH-326 0,8

10 BH-362 1,2

11 BH-317 2,5

12 BH-340 3,3

13 BH-388 1,0

14 BH-262 *73,9 1,5
15 BH-317.2 4,6

16 BH-296 19,3 5,2
17 BH-269 16,2 2,3
18 BH-301 6,7 0,2
19 Pharmakophor 32,3 123,5
20 BH-255/3 7,0 11
21 BH-306 6,1 0,3
22 BH-454 *15,6

23 BH-255/2 14,4 11
24 BH-292 36,5 1,5
25 BH-324.2 173,1 3,3
26 BH-310 72,1 7,1
28 BH-242 1,6

29 BH-246 10,9

30 BH-296.2 13,4

32 BH-238 0,6

33  Nifluminsaure *2,0

35 BH-346 28,3 3,1
36 BH-301.2 60,0 12,3
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Werte grof3er als 1 stehen fiir einen dementsprechend héheren ICs-Wert im phéanotypischen
Assay, wahrend Werte kleiner als 1 fur einen niedrigeren 1Cs-Wert im phanotypischen Assay
stehen, als im biophysikalischen Assay. Ein héherer 1Go-Wert bedeutet, dass eine héhere Kon-
zentration an Substanz nétig ist, um zu einer halbmaximalen Hemmung zu fihren. Bei den
meisten Substanzen zeigt sich ein Faktor um die 1, einige fallen jedoch auf. Mittelwert und
Median aller Faktoren von PfENT sind 20,5 und 6,8. Fir G107S 11,5 und 3,1. Diese grof3en
Unterschiede zwischen Median und Mittelwert zeigen ebenfalls, dass es einige Ausnahmen
gibt. Die mit Sternchen markierten Faktoren zeigten auch bei Christian Hansen teilweise un-
bestimmbare 1Cso-Werte aufgrund des Fehlens héherer Konzentrationen an Inhibitor. Christian
Hansen hat im Rahmen seiner Masterarbeit den WachstumsAssay mit den hier verwendeten
Substanzen ebenfalls anPfFNT und PfFNT G107S durchgefihrt.

In Tabelle 4.13 ist ein Vergleich der im Wachstums-Assay erhaltenen 1Gs-Werte aufgetragen.
Jeder ICso-Wert einer Substanz wurde mit dem fur PfENT ebenfalls im WachstumsAssay er-
haltenen 1Cs-Wert verglichen. Der Faktor wurde durch Division des IC50-Wertes von PfENT
durch den jeweiligen anderen ICso-Wert eines humanpathogenen FNTs erhalten.In weil3-blau
sind dabei Faktoren angegeben, welche einen Faktor kleiner als 1 zeigen. Dabei handelt es
sich um Substanzen, welche bei PfFNT einen schlechteren ICso-Wert aufwiesen als bei den
anderen humanpathogenen FNTs. In Hellblau sind Faktoren zwischen 1 und 10 dargegellt.
Faktoren zwischen 10 und 100 sind in Blau dargestellt. Alle Faktoren die gréf3er sind als 100

dann in Dunkelblau.
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Tabelle 4.13: Vergleich der ICso-Werte von PIFNT G107S, PvFENT, POFNT, PmFNT und PKFNT mit PfENT. Aufgetra-
gen ist hier der Faktor, welcher fir den Unterschied steht. Weil3-blau Faktor < 1; Hellblau 1 < Faktor < 10; Blau 10
< Faktor < 100; Dunkelblau 100 < Faktor.

.|Substanz G107S PVFNT PKFENT PoFNT PmFENT
BH-312
STK806304
STL298501
STL298499
STL298500
MMV000972
STK700988
STK806381
BH-326
BH-362
BH-317
BH-340
BH-388
BH-262
BH-317.2
BH-296
BH-269
BH-301
Pharmakophor
BH-255/3
BH-306
BH-454
BH-255/2
BH-292
BH-324.2
BH-310
BH-242
BH-246
BH-296.2
BH-234
BH-238
Nifluminsaure
BH-346
BH-301.2
BH-298
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Dabei zeigen einige wenige Substanzen bei den anderen Proteinenbessere ICso-Werte als bei
PfENT, gekennzeichnet in weilsblau. So fallt zum Beispiel BH454 (Substanz 22) deutlich auf
da es durchweg weil3-blau gekennzeichnet ist. BH-454 zeigt allerdings bei PfFENT einen 1Cso

von 47 uM und bei allen anderen Proteinen zwischen 5 und 10 uM. Im biophysikalischen Assay
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ist ein Wert von 3 uM erzielt worden. Schaut man sich zuséatzlich die Kurven an @bbildung 9.6)
ist zu sehen, dass die Wertevon PfFNT deutlich gréRere Fehler aufweisen. Deshalb muss man
den IC50-Wert als ungenau bewerten. Die besseren 1Go-Werte als PfFNT mussen durch die-
sen Hintergrund vorsichtig betrachtet werden. Mdoglicherweise liegt kein Effekt vor. STK806381
(Substanz 8), BH-296.2 (Substanz 30), BH234 (Substanz 31) und Nifluminsdure (Substanz 33)
zeigen Faktoren um 1 und aus diesem Grund auch keinen besonderen Unterschied. BH238
(Substanz 32) zeigte im biophysikalischen Assay einen IGo-Wert von 210 uM. Dieser wurde im
phanotypischen Assay vor allem von PfENT G107S mit 88 uM leicht verbessert. Flr PVFNT
zeig sich dagegen rechnerisch ein ICso von 7600 uM, welcher Gber der héchsten gemessenen
Konzentration liegt und deshalb nur extrapoliert ist. Dennoch ist es sehr interessant, dass BH
238 bei PVFNT scheinbar so schwach hemmt, da dies einen gro3en Unterschied zu den ande-
ren FNTs darstellt. BH-324.2 (Substanz 25) féllt sowohl inTabelle 4.12 als auch in Tabelle 4.13
auf. In Tabelle 4.12 durch den hochsten Faktor der ganzen Tabelle (173,1) und in Tabelle 4.13
durch die um den Faktor 1 liegenden Ahnlichkeiten zwischen den Proteinen. Der im biophysi-
kalischen Assay bestimmte ICs liegt bei 0,16 uM, im Wachstums-Assay waren Werte zwischen

13 uM und 29 puM zu finden. Bei dieser Substanz lohnt also eine ndhere Betrachtung.

Die hellblau markierten Substanzen zeigen einen Unterschied zu PfFNT von 1- bis 10-fach.
Hier sind nur ein paar besondere hervorgehoben, welche durch andere Unterschiede rausste-
chen. Der ICs-Wert von BH-262 (Substanz 14) zeigt zwar zwischen den humanpathogenen
FNTs keinen nennenswerten Unterschied, hat allerdings insgesamt einen deutlich héheren
ICso-Wert im Wachstums-Assay (81 uM bei PfENT bis 320 uM bei PmFNT) als im biophysikali-
schen (1,1 uM fir PfENT). Bei PfENT G107S passen die Werte des phénotypischen und des
biophysikalischen Assay gut zusammen. Fiur BH292 (Substanz 24), BH-246 (Substanz 29) und
BH-301.2 (Substanz 36) zeigt sich ein sehr ahnliches Bild. Bei BH310 (Substanz 26) zeigt sich
dies noch viel deutlicher. Hier ist der Wert fur PfFNT 72-mal gré3er im Wachstums-Assay als
im biophysikalischen, 108 uM statt 1,5 uM. Von den anderen humanpathogenen FNTSs fallt vor
allem PmENT mit einem 1Cso-Wert von 950 uM auf.

Die Substanzen mit mafiig grofiem Unterschied sind mit blau markiert. Hier liegt der Faktor
zwischen 10 und 100. Bei BH-362 (Substanz 10) und BH-340 (Substanz 12) liegt der im Wachs-
tums- und im biophysikalischen Assay gemessene 1Go-Wert von PfENT bei ungeféhr 1 wah-
rend PKFENT, POFNT und PmFENT Werte von 3,6 bis 8,4 zeigen, also keine allzu grof3en Unter-
schiede. Fur PvENT und PfENT G107S dagegen wurden Werte zwischen 13 und 30 ermittelt.
Hier also bis zu 68-fach so hoch wie bei PfFNT. BH317 (Substanz 11) und BH-269 (Substanz
17) zeigen dies in etwas abgeschwéchter Form. Interessant wird dann nochmal BH-346 (Sub-

stanz 35), welche im biophysikalischen Assay einen 1Go-Wert von 0,4 uM gezeigt hat und bei
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den humanpathogenen und der Resistenzmutante Werte zwischen 11 und 17pyM zeigt. Hier

fallt PvFNT deutlich raus mit einem Wert von 133 puM.

Bei einem Faktor von mehr als 100 sind die Substanzen in Dunkelblau markiert. Am span-
nendsten sind hier die Unterschiede, die zwischen PfENT, PKFNT, POFNT und PmFNT sowie
PVFENT und der Resistenzmutante PfENT G107S zu erkennen sind. Bei BH-312 (Substanz 1)
liegt der ICso-Wert fir PfENT aus dem biophysikalischen Assay bei 0,17 uM und im Wachstums-
Assay bei 0,6 uM. Es zeigt sich also ein Faktor von 3,5. Fur die Resistenzmutante liegt der
Faktor bei 5,6, also ebenfalls sehr nahebeieinander. Daflr zeigt PvFNT im Wachstums-Assay
bei 92 uM die halbmaximale Hemmung, wahrend es im biophysikalischen Assay schon bei
0,25 puM liegt. Dies ist ein Faktor von ca. 370, also ein deutlicher Unterschied. Die anderen
humanpathogenen FNTs liegen avischen PVFNT und PfFNT. STK806304 (Substanz 2) zeigt
ein sehr ahnliches Bild, nur dass hier alle Werte insgesamt deutlich héher liegen. STL198501
(Substanz 3) zeigt fur PfFNT einen Faktor von 10, wéahrend alle anderen Proteine davon mit
Faktoren zwischen 35 und 110 abweichen. Interessant ist auch MMV00972 (Substanz 6), wel-
ches vergleichbare Werte zeigt (0,17 uM im biophysikalischen auf bis zu 12 uM im Wachstums-
Assay), bis auf die Resistenzmutante (153uM) und PVvFNT (1000 uM). Dieses Bild etwas abge-
schwacht zeigt sich auch fur BH-326 (Substanz 9). Ein weiteres sehr interessantes Ergebnis
liefert das Pharmakophor (Substanz 19), welches statt der 1,9uM aus dem biophysikalischen
Assay fur PfFNT, 61 uM im Wachstums-Assay zeigt. Die anderen funf Proteine zeigen hier
Werte Uber 280 uM, teilweise weit oberhalb der hdchsten gemessenen Konzentration. Es

wurde also fir PfENT G107S,PkFNT und PmFNT gar keine Hemmung festgestellt.

4.3.5 Hemmung der L-Laktat-Aufnahme durch Inhibitoren

Bei wichtigen Substanzen wurde auch direkt die Aktivitat der FNTs fir L-Laktat-Aufnahme ge-
testet. Zunachst wurde die Aktivitdt des P. falciparum und des P. vivax FNT gegen BH-312
getestet. Dabei zeigten sich sehr ahnliche 1Go-Werte. PfENT hat hier einen I1G von 0,13 uM +
0,02 uM wahrend PVFNT 0,25 puM + 0,10 uM zeigt. Die Kurven wurden in Abbildung 4.34 mit-
hilfe der Hill-Gleichung gefittet.
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Abbildung 4.34: Aktivitat des FNT gegen die logarithmierte Inhibitorkonzentration von BH-312. Es wurde eine Drei-
fach-Bestimmung von jeweils drei Replikaten durchgefuhrt. Aufgetragene Fehler sind SEM.

Die ICso-Werte liegen nahe beieinander, wenn auch die Kurven nicht exakt aufeinander liegen.

Nach erfolgter Klonierung und Proteinexpression zeigten die FNTs der humanpathogenen
Plasmodien in Glukose-haltigem Medium ein sehr ahnliches Wachstumsverhalten. InL-Laktat-
haltigem Medium zeigten sich dagegen signifikante Unterschiede. PfFNT zeigte die kleinste
Verdopplungszeit, gefolgt von POFNT und PKFNT. PVvFNT und PmFNT zeigten je nach Auswer-
tung abwechselnd die hochste Verdopplungszeit. Die Betrachtung der initialen L-Laktat-Trans-
portrate ergab folgendes Ergebnis, sortiert nach absteigender Rate: PfFNT, PVFNT, PkFNT,
PoFNT, PmFNT. Bei der Hemmung des Wachstums durch bereits bekannte Substanzen fiel
eine Diskrepanz der Ergebnisse auf. Eine genauere Bewertung erfolgt in Kapitel 5.3.3. Die
Hemmung des L-Laktat-Transportes durch BH-312 gemessen an PfFNT und PVFNT zeigte

keine grofRen Unterschiede.

4.4 Versuche zur Umgehung der Resistenz

Im Anschluss wurden zwei Substanzen welche von André Golldack Uberlegt waren, auf ihre
Fahigkeit die Resistenz GLO7S zu umgehen getestet. Fir BH-346 (Substanz 35, Struktur auf
Seite 109) wurde fur PfENT ein 1Gso-Wert von 0,40 pM = 0,07 uM erhalten, wéahrenddessen
zeigte die Resistenzmutante PIFNT G107S einen 1Go-Wert von 5,28 pM. Die Angabe eines
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Fehlers ware hier nicht aussagekraftig, da die niedrigste, gemessene Konzentration einen sehr
hohen Fehler aufweist. Dieser reicht bis an 50% Hemmung heran. Der Fehler dieses 1Go-
Wertes muss also allgemein als grof3 bezeichnet werden. Die Resistenz fuihrt also zu einer
Verschlechterung des ICs-Wertes um etwa das zehnfache. Mit der Substanz BH-301.2 (Sub-
stanz 36, Struktur auf Seite 109) wurde fir PfENT ein 1Cs-Wert von 0,16 uM = 0,04 uM be-
stimmt. Hier zeigte die Resistenzmutante einen Wert von 1,01pM + 0,95 pM. Hier kommt es
durch die Resistenz nur zu einer Verschlechterung um das sechsfache. In Abbildung 4.35 sind

die dazugehdrigen Kurven zu sehen, welche ebenfalls mit der Hill-Gleichung gefittet wurden.
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Abbildung 4.35: Aktivitat des FNT gegen die logarithmierte Inhibitorkonzentration von BH-346 und von BH-301.2.
Es wurde eine Dreifach-Bestimmung von jeweils drei Replikaten durchgefihrt.

Zusatzlich wurden noch zwei weitere Substanzen getestet. Die verschiedenen Konzentrationen
und zugehorigen Aktivitdten sind Abbildung 4.37 zu enthehmen. BH-298 (Substanz 37, Struk-
tur auf Seite 109) wurde getestet da, hier die vinyloge Carbonsaure fehlt. Es zeigte in den

eingesetzten Konzentrationen selbst bei 1000 pM kaum eine Hemmung Fosmidomycin (siehe
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Abbildung 4.36: Strukturformel von Fosmidomycin
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Ergebnisse

Abbildung 4.36) wurde getestet wegen der strukturellen Ahnlichkeit zu L-Laktat. Mit der getes-

teten Konzentration von 10 uM konnte keine Hemmung festgestellt werden.

100+

50. .............................................................

Aktivitat in %

01 & BH-298 m Fosmidomycin

2 0 2
logc

Abbildung 4.37: Halblogarithmische Auftragung der FNT Aktivitat gegen die Inhibitorkonzentration, hier von BH-298
und Fosmidomycin. Fosmidomycin wurden in Wasser geldst und gegen Wasser als Kontrolle vermessen. Angege-
bene Fehler sind SEM. Es wurde eine Einfachbestimmungvon drei biologischen Replikaten durchgefihrt.

Die in dieser Arbeit untersuchten Substanzen zur Umgehung der Resistenz zeigen einen ersten

Weg in diese Richtung auf.
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5 Diskussion und Ausblick

Diese Arbeit hatte zwei Hauptziele. Im ersten Teil sollteeine Methode entwickelt werden, mit
welcher eine grofRe Substanzbibliothek hinsichtlich ihrer Hemmung des FNT aus P. falciparum
untersucht werden kann. Dieses Screening sollte anschliel3end durchgefuhrt werden. Im zwei-
ten Teil der Arbeit sollten die bisher noch nicht naher untersuchten FNTs aus P. vivax, P. know-
lesi, P. ovale und P. malariae auf ihre L-Laktat-Leitfahigkeit, sowie ihnre Hemmbarkeit mit bereits
bekannten Substanzen hin getestet und mit dem Transporter aus P. falciparum verglichen wer-

den. Im letzten Teil der Arbeit wurden zwei Substanzen auf ihre Resistenzumgehung getestet.

5.1 Methodenentwicklung

In dieser Arbeit konnte eine Methode entwickelt werden, mit der Substanzbibliotheken beziig-
lich ihrer Hemmung des plasmodialen FNT getestet werden kénnen. Als geeignete Zusam-
mensetzung des Mediums haben sich eineL-Laktat-Konzentration von 1 % und eine Resazurin
Konzentration von 0,03 mg - ml ! gezeigt (entspricht 0,003 %). Von Wu et al. waren zuvor
0,25 % L-Laktat eingesetzt worden [16]. Bei den hier durchgefiihrten Tests zeigte sich fur die
L-Laktat-Konzentration, dass mehr L-Laktat zu héheren Signal-Rausch-Verhaltnissen flhrt.
Sangkaew et al. setzten ebenfalls 0,03 mg - ml * Resazurin ein[93]. Taneja und Tyagi verwen-
deten dagegen 0,02 % Resazurin und testeten Substanzen an Myobakterien [97]. Aus den
gezeigten Daten lasst sich ersehen, dass eine leichte Reduktion der ResazurinKonzentration
noch moglich ware, jedoch 0,03 mg - ml * die optimalen Bedingungen fiir den angewandten

Assay scheint.

Ein pH-Wert von 6,0 bis 6,1 zeigte im Assay das beste Ergebnis. Von Wuet al. wurde ein pH
von 5,6 eingesetzt. Das Cytosol des Malariaerreger hat laut Rahbariet al. von 2017 einen pH-
Wert von 7,17 [98], Kuhn et al. stellten 2006 7,15 als pH-Wert fest [99]. Bei van Schalkwyk et
al.wurde 2013 dagegen 7,35 als pH-Wert publiziert [100]. Erythrozyten weisen intrazellular laut
Alonso et al. von 1993 einen pH von 7,33 auf [101]. Warth und Desforges stellten 1975 einen
pH-Wert von 7,07-7,28 fest [102]. Der eingesetzte pH-Wert ist also niedriger als die physiolo-
gischen pH-Werte. Dies hat einen Einfluss auf die getesteten Substanzen.Die meisten davon
sind vinyloge Carbonsaure, dieses Strukturelement hat einen pKs-Wert von 3-5 [103]. Das
heil3t, dass die Substanzen bei den physiologischen pHWerten starker deprotoniert sind als
bei dem verwendeten pH-Wert. Dies hat vor allem einen Einfluss auf den Transport der Sub-
stanzen in die Zelle, da nur ungeladene Substanzen Uber die Zellmembran transportiert wer-
den kdnnen. So konnen ICso-Werte im Parasiten hoher ausfallen, dadie Substanz dort nicht so

gut in die Zelle gelangt aufgrund der Deprotonierung durch hdhere pH -Werte.
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Zusatzlich kann getestet werden, ob die direkte Zugabe von Resazurin tats&chlich zum besten
Ergebnis fuhrt. Castilho et al. konnten in Mykobakterien zeigen, dass ein Zusetzen von Resazu-
rin nach 24 h Inkubation gefolgt von weiteren 24 h Inkubation ein gutes Ergebnis geliefert hat.
Die Autoren geben allerdings auch an, dass ein nachtragliches Zufligen von Resazurin zu einer
Kontamination fuhren kann [104]. AuRerdem stellt ein spéateres Hinzufligen von Resazurin ein
aufwandigeres Versuchsdesign dar, welches bei Screening-Methoden zu vermeiden ist. Mur-
ray und Wigglesworth geben in ihrer Arbeit zur Hochdurchsatz-Methoden-Entwicklung und -
Optimierung auf Seite4a n, dass eiassimpMetun asgassible® sei 100l | t e
Aus diesen Griinden ist ein Zusetzen von Resazurin direkt zum Medium die optimale Variante,

um den Aufwand im Vergleich zum Nutzen mdglichst gering zu halten.

Es konnte ein Einfluss der Triibung, alsoindirekt der Zellzahl, auf das Messergebnis festgestellt
werden. Dies galt jedoch nur in einem Zellzahl-Bereich der, bei Durchfihrung des Assays wie
in Kapitel 3.3.2 beschrieben, nicht auftreten wiirde. Ahnliche Beobachtungen wurden bereits
von Zalata et al. beschrieben. Sie mussten aufgrund der Triibung zudem auf eine aufwandigere
Methode zurlickgreifen. Jede Probe musste mit n-Butylalkohol versetzt und zentrifugiert wer-
den, bevor der Uberstand vermessen werden konnte [88]. Durch Verwenden einer niedrigen
initialen Optischen Dichte kam dieses Problem im hier entwickelten Assay nicht vor. Von den
getesteten initialen Optischen Dichten erwies sich die niedrigste (0,01) als beste Wahl Ahnli-
che Werte wurden durch Petrovic et al. eingesetzt [92]. Dies ergibt Sinn, da die Positivkontrolle,
bestehend aus gehemmten S. cerevisiae-Zellen, von vornherein einen niedrigeren Wert auf-
weist. Rein mathematisch gesehen wird dadurch das SignalRausch-Verhaltnis gro3er. Sang-
kaew et al. setzten 0,5 bis 1 - 10° Zellen pro ml ein, was ungeféahr einer ODsoo Von 0,04 bis 0,08
entspricht [93, 106]. Durch das Zusetzen von Resaairin kann der Assay mit einer niedrigeren
initialen Optische Dichte durchgefiihrt werden. Im Vergleich dazu bendétigt der Assay ohne

Resazurinnach Wu et al. eine ODgo von mindestens 0,07 [16].

Betrachtet man das reine Zellwachstum, so ist das Schutteln der Kolben zur stdndigen Sauer-
stoffzufuhr in die Kultur wichtig, wie in Kapitel 4.1.9 gezeigt. Wie allerdings Visser et al. feststel-
len konnten, ist S. cerevisiae sehr wohl in der Lage unter anaeroben Bedingungen zu wachsen
[107]. Bei der Oxidation von L-Laktat zu Pyruvat und der nachfolgenden Bildung von Acetyl-
CoA wird kein Sauerstoff benotigt. Allerdings wird dabei NAD* verbraucht. Uber die Atmungs-
kette wirde NAD* normalerweise regeneriert, die Atmungskette kann ohne Sauerstoff aller-
dings nicht stattfinden [108]. In dieser Arbeit konnte festgestellt werden, dass Resazurin unter
anaeroben Bedingungen schneller reduziert wird. Die Vermutung liegt nahe, dass bei den nicht
geschuttelten S. cerevisiae-Zellen weniger Sauerstoff vorliegt, die Atmungskette deshalb lang-

samer ablauft und mehr NADH + H' fur die Reduktion des Resazurin vorhanden ist.Durch die
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Reduktion des Resazurin wird wieder NAD gewonnen, welches der Zelle dann wieder zur Ver-
fligung steht. Da nicht getestet wurde, welchen Einfluss die fehlende Sauerstoffzufuhr genau
auf die Hemmung der Zellen hat, kann nicht einfach auf das Schitteln verzichtet werden. Dies

ware allerdings ein Ansatzpunkt fiir eine weitere Optimierung der Methode.

Die Kontrollen waren in Anbetracht des klar gewahlten Ziels gut zu wéhlen. Es wurde der bis
dato beste Inhibitor von PfFNT (BH-296) als Kontrolle eingesetzt, die fiir die Resistenzmutante
bekannt war. BH-296 wurde in der Konzentration von 100 uM eingesetzt um eine vollstandige

Hemmung zu gewahrleisten [36].

Im Gegensatz zur Auswahl der Kontrollen war die Entscheidung welches das fur den etablier-
ten Assay optimale Gesamtvolumen ist, deutlich schwieriger. Bei der Direktmessung zeigte
sich, dass eine héhere Schichtdicke und damit ein gré3eres Volumen immer zu einem besse-
ren Signal-Rausch-Verhaltnis flhrt. Ein hohes Gesamtvolumen fiihrt leider auch zu einerKreuz-
Kontamination der wells. Diese well-to-well Kontamination wurde bisher vor allem in der Mik-
robiom-Forschung festgestellt. Minich et al. stellten fest, dass vor allem in benachbarten wells
eine Kontamination auftrat, wie es auch in dieser Arbeit beobachtet werden konnte [109]. Eine
Vermutung, wie es zu dieser Kontamination kommt, ist in der Publikation von Minich et al. und
auch in einem Kommentar dazu von Walker nicht angegeben[110]. Da die well-to-well Konta-
mination in dieser Arbeit sich immer in allen benachbarten wells befindet, muss nicht davon
ausgegangen werden, dass diese durch Verschleppungen wahrend des Pipettierens verur-
sacht wurden. Jede Platte wurde immer von links nach rechts pipettiert und folglich waren
dann nur rechts der Kontrollen Kontaminationen zu entdecken. Da dies nicht der Fall ist muss
weiter davon ausgegangen werden, dass ein Uberschwappen vonwell zu well stattfindet. Aus
diesem Grund und auch aus Wirtschaftlichkeit wéare eine Verringerung des Gesamtvolumens
durchaus wiinschenswert. Zwar konnte die Kreuz-Kontamination durch den Einsatz von Para-
film weitestgehend verhindert werden, doch auch dies stellt einen Kostenfaktor und auch einen
nicht unerheblichen Zeitfaktor dar. Durch Abdecken mit Parafilm wird zudem die Zufuhr von
Sauerstoff unterbunden. Die Assay findet so wieder anaerob statt. Viel schwerwiegender ist,
dass durch die Nutzung von Parafilm deutlich mehr Mill produziert wird. Aus diesem Grund
sollte zur weiteren Optimierung des hier etablierten Assays tUberprift werden, ob die Messung
der Differenz nicht eine adaquate Mdglichkeit bietet, das Gesamtvolumen der wells zu redu-

Zieren ohne dass sich das Signal-Rausch-Verhaltnis zu sehr verschlechtert.

Die Differenzmessung hat sich durch die deutliche Steigerung des Signal-Rausch-Verhaltnis-

ses als beste Variante erwiesen. Eine &hnliche Methode wurde auch schon von Sangkaewet
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al. eingesetzt[93]. Zusatzlich zeigt die Methode im Messbereich Linearitat fur die Messung von

Resazurin, wie fur analytische Methoden durch die ICH gefordert [89].

Wie in dieser Arbeit festgestellt wurde, lasst sich die Assaydauer nur bedingt verkirzen. Ein
Problem kénnte dabei sein, dass Uber die Stabilitat der Inhibitoren nicht viel bekannt ist. Aus
diesem Grund wurde in Kapitel 4.1.8 eine Assaydauer gesucht, die moglichst kurz ist. Alle
Substanzen, welche vor dieser Arbeit an P. falciparum getestet worden sind, sollten Uber die
Assaydauer stabil sein.Die am Malariaerreger verwendete Screening-Methode weist ebenfalls
eine Assaydauer von 72h auf. So kann vermutet werden, dass wenigstens BH312 und
MMV000972, sowie alle TCAMS-Substanzen, liber diesen Zeitraum bei 37 °C stabil sind [50,
111, 112]. Um Abweichungen aufgrund der Stabilitat ausschlielen zu kdnnen missten Stabi-

litdtsuntersuchungen der getesteten Inhibitoren durchgefihrt werden.

Es konnte in dieser Arbeit eine Methode entwickelt werden, welche flr das Screening von
Substanzbibliotheken gegen rekombinant in der Hefe exprimierte Laktat-Transporter geeignet

ist.
5.2 TCAMS Screening

Die TCAMS-Substanzbibliothek entstand 2010, als GSK ihre fast 2 Millionen Substanzen um-
fassende Bibliothek als mdégliche neue Wirkstoffe gegen P. falciparum testete. Gemessen
wurde die Aktivitat der plasmodialen Laktat-Dehydrogenase. Der erste Durchgang ergab
19.451 Substanzen (0,98 %), welche durch weitere Wiederholungen und Ausschluss einer di-
rekten Hemmung des Enzyms auf 13.533 Substanzen (0,68%) reduziert wurden. Keine der
Substanzen zeigte eine direkte Hemmung der LaktatDehydrogenase. 30 % der Substanzen
zeigten keine reproduzierbare Hemmung. Bei diesen handelt es sich mdglicherweise um Arte-
fakte [50].

Das Screening der TCAMS-Substanzbibliothek, durchgefuhrt mit 12.564 Substanzen, ergab
keine Substanz, welche die ResistenzmutantePfFNT G107S besser gehemmt hat als de bis-
herige Leitstruktur. Um sicherzustellen, dass eine Substanz gefunden wurde, welche zu einer
besseren Hemmung fuhrt, wurde die Grenze eines hits auf 100 % festgesetzt. Bei 100% lag
eine vollstandige Hemmung der Hefe vor. Es gab jedoch wells welche mehr als 100 % Hem-
mung zeigten. Dies konnte daran liegen, dass durch die Positivkontrolle der Transport von
Laktat unterbunden wird. Laktat, welches sich schon in der Hefe befindet, steht dem Stoff-
wechsel noch zur Verfligung. Die Hefe stirbt nicht direkt ab, sondern erst wenn dieses Laktat
verbraucht ist, da kein Laktat mehr nachtransportiert wird. Solange wird also auch Resazurin

reduziert. In den Experimenten wurde beobachtet, dass nur dann Resazurin nicht reduziert
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wird, wenn gar keine Zellen vorliegen, unabhangig von einem Inhibitor. Dies ergibt vor dem
eben genannten Hintergrund Sinn. Liegt eine Hemmung von mehr als 100 % vor, kénnte dies
bedeuten, dass die Hefezellen von der betreffenden Substanz abgetdtet wurden. So kann we-
niger Resazurin reduziert werden als in der Positivkontrolle, da kein Stoffwechsel mehr statt-
findet. Die gefundenen hits wurden direkt im biophysikalischen Assay auf die tatséchliche
Transporter-Hemmung getestet. Die Hefetoxizitat wurde nicht direkt getestet, deshalb kann
keine genauere Aussage Uber diese gegeben werden. Im Weiteren wird noch diskutiert, wel-

chen Einfluss Substanzen auf das Messsystem an sich haben kénnen.

Es traten 92 Substanzen als falsch positivehits auf, dies entspricht 0,73 % der getesteten Sub-
stanzen. Diller und Hobbs schéatzten die Anzahl der falsch positivenhits 2004 auf 10 fir jeden
echten hit unter der Annahme, dass die hit-Rate bei einer Substanz in 10.000 getesteten liegt
[113]. Spencer fasste bereits 1998 das Ergebnis aus 56 HochdurchsatzScreenings zusammen
und stellte dabei fest, dass eine gute lead-Serie ungefahr einmal alle 120.000 Substanzen auf-
tritt. Substanz-Analoga dienen dabei als Wiederholung. Dadurch das mehrere strukturell &hn-
liche Substanzen vorliegen, ist die Chance groRer diese wahrend eines Screenings zu entde-
cken [114].

Das Ziel des Screenings war es eine Substanz zu finden, welche einen anderen Bindemodus
aufweist als die bisher bekannten Substanzen. Jedes Protein verflgt jedoch nur tiber wenige
Stellen, an denen die Bindung von einer Substanz Gberhaupt mdglich ist. Dies hat verschie-
dene Grinde. Zunachst gibt es verschiedene Bindungen, die gebildet werden kénnen. Gela-
dene Substanzen kénnen Salzbriicken ausbilden, wahrend polare Gruppen zu Wasserstoffbri-
ckenbindungen fuhren. Bindungen unpolarer Gruppen werden vor allem durch hydrophobe

Wechselwirkungen, van der Waals Kréfte und Aromateninteraktionen hervorgerufen [115].
Dabei zeigen geladene Verbindungen die héchste Bindungsstarke. Polare Gruppen liegen mit
ihrer Bindungsstarke knapp oberhalb der unpolaren Gruppen. Sowohl Enthalpie als auch Ent-
ropie sind dabei wichtig, um zu beurteilen mit welcher Wahrscheinlichkeit eine Bindung einge-
gangen wird. Fur die Enthalpie, welche fir den Protein-Substanz-Komplex so klein wie méglich

sein sollte, spielt z. B. die Interaktion der funktionellen Gruppe der Substanz mit der Bindestelle
des Proteins eine Rolle. Auch das Entfernen des Wassers von teiden Bindungspartner, sowie
eine Ausbildung von Wasserstoffbriickenbindungen zwischen den Wassermolektilen sind hier
wichtig. Im Gegensatz zur niedrigeren Enthalpie, stellt eine héhere Entropie des ProteirSub-
stanz-Komplexes das Optimum dar. Dieser Entropiegewinn kann dabei zum Beispiel durch
freiwerdendes Wasser, welches zuvor an den Bindestellen vorlag, erhalten werden.Ein Entro-
pieverlust entsteht z. B. dadurch, dassdie Flexibilitdt der Substanz durch das Binden verringert

wird [116]. Damit die Bindung einer Substanz an ein Protein stattfinden kann, missen sich die
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funktionellen Gruppen beider Bindungspartner in rAumlicher Nahe befinden [117]. Bei einer
Bindestelle, welche natlrlicherweise von einer Protein-Protein-Interaktion verwendet wirde,
sind die Bindestellen nicht zwingend nahe beieinander. Da das Protein als Bindungspartner,
im Vergleich zu dem kleinen Molekdl, relativ grof3 ist, gibt es evolutionar gesehen keinen Druck
die Bindungsstellen auf engem Raum zu konzentrieren Soll ein kleines Molekiil an der gleichen
Bindungsstelle binden, dann kénnen allein durch den Grof3enunterschied nicht die gleichen
Bindungen geknupft werden. Mogliche Bindestellen eines Proteins, welche nicht zur Kniipfung
einer bestimmten Bindung da sind, sind zuféllig Gber das Protein verteilt [114]. Die Wahrschein-
lichkeit einer passenden Konstellation ist damit gering. An Stellen im Zielprotein, welche flr
bestimmte Funktionen zustandig sind, ist aus diesem Grund die Wahrscheinlichkeit deutlich
hoher, da potenzielle Bindungsstellen hier ndher beieinander liegen. Fir den FNT ist eine hohe
Funktionalitat bisher vor allem fiir den Transportpfad bekannt. Aus diesem Grund ist es nicht

verwunderlich, dass die bisher bekannten Inhibitoren an genau dieser Stelle binden [36].

Im Jahr 2010 wurden einige Publikationen und reviews beziiglich falsch positiver hits in Sub-
stanzbibliothekscreenings veroffentlicht. Es konnte gezeigt werden, dass bestimmte Struktu-
relemente in vielen Screening-Methoden zu falsch positiven Ergebnissen fihren. Die gefunde-
nen falsch positiven hits wurden auf diese Strukturelemente hin untersucht. Exakt diese Struk-
turelemente wurden unter den falsch positiven hits nicht entdeckt. Ein paar Ahnlichkeiten konn-
ten dennoch gefunden werden. Einmal die Substanz TCMDC-138102, we | ¢ h e-Ananosul-
fon enthalt, siehe Abbildung 5.1 (A). Von diesem Strukturelement wird beschrieben, dass es
reaktive Retro-Michael-Alkene bildet [118]. Auch die Bildung von Aggregaten der zu testenden
Substanzen, welche dann unspezifisch hemmen, wurde beschrieben [119]. McGovern et al.
haben 2002 einige Substanzen identifizieren kénnen, welche Aggregate bilden. Tatsachlich
gibt es Ahnlichkeiten mit im Screening als falsch positive hits gefundenen Substanzen. Es be-
steht also die Mdglichkeit, dass ein paar der falsch positiven hits aus diesem Grund auftraten.
In Abbildung 5.1 (B) ist ein Beispiel fiir solch eine Ahnlichkeit gezeigt. [120]
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Abbildung 5.1: (A) TCMDC-1 3810 2 ; i n r o+Amimosulfok.i(B3 TCMD@124344%Im schwarzen Kasten

die von [120] gefundene Struktur, welche Aggregate bilden kann. Erstellt mit ChemDraw.

Von Thorne et al. wurde aul3erdem beschrieben, dass es ein Problem darstellt, wenn der Indi-
kator fur die Detektion in niedrigeren Konzentrationen eingesetzt wird als die zu testenden
Substanzen, da diese so grofRen Einfluss auf das Ergebnis haben kdnnen. Resazurin wurde in
einer Stoffmenge von ca. 120 uM eingesetzt, wahrend die zu testenden Substanzen in 10uM
eingesetzt wurden. Dieses Problem besteht also beim durchgefiihrten Assay nicht. Ein weite-
res Problem, welches diskutiert wurde, stellt die Kontamination mit Staub oder ahnlichen Par-
tikeln dar. Dies kann zu nicht reproduzierbaren, falsch positiven Ergebnissen fihren [119]. Um
das zu vermeiden, wurde jedes well im Screening auf seine Plausibilitat hin Gberpruft. Jedes
well indem sich Wachstum zeigte, dass jedoch ein hohes Signal aufgrund von Ablagerungen
irgendeiner Art aufwies, wurde als hit ausgeschlossen. Dies kam 34-mal vor und entspricht
damit 0,27 %.

Das in der TCAMS-Substanzbibliothek keine neue Struktur zu finden war, darf nicht dazu fih-
ren, dass die Suche nach weiteren Inhibitoren aufgegeben wird. Es gibt noch viele Méglichkei-
ten, wie diese Suche fortgesetzt werden kann. So gibt es einerseits den Ansatz, Grundstruktu-
ren schon ver wend e tpevilegedsahffold zmervenden untd so nefie viel-
versprechenden Substanzen zu identifizieren [121]. Andererseits wird diskutiert, dass keine
Substanzen aus Bibliotheken aussortiert werden sollten, wenn sie bisher in noch keinem
Screening eine Aktivityt gezeigt h adbakchemicale i ei ne
matter bezei chneten Substanzen s teaibdrigere Wahischéin-her aus
lichkeit bieten ein hit zu sein, als noch nie getestete Substanzen [122]. Auch ein fragment-
based Ansatz konnte sich lohnen. Hier werden vor allem kleine Strukturelemente getestet, wel-
che im weiteren Verlauf zu gréReren Molekilen ausgebaut werden. Damit konnten vor allem
als schwierig beschriebene targets adressiert werden, wie das Heat Shock Protein Hsp 90. Fir
dieses waren bisher vor allem natirliche Makrozyklen als Inhibitoren bekannt, welche schwie-

rig zu synthetisieren sind. Vor allem aufgrund der GroRRe dieser Fragmente kommt es in
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phanotypischen Assays allerdings noch zu einem starken Rauschen. Zusatzlich zeigen die
Fragmente vor dem Ausbau der Strukturen haufig ICso-Werte im hohen mikromolaren Bereich
und sind so schwierig zu identifizieren. Es gibt allerdings schon Ansétze wie dennoch ein phéa-

notypischer Assay moglich ist. [1232125]

5.3 Vergleich der FNTs humanpathogener Plasmodien

Im Folgenden werden die Ergebnisse, welche in Kapitel 4.3 erhalten wurden diskutiert. Zu-
nachst wird die Proteinexpression genauer betrachtet, dann folgen der Transport von L-Laktat

und die Hemmbarkeit durch bekannte Inhibitoren.

5.3.1 Proteinexpression

Wie zuvor schon in unserem Arbeitskreis gezeigt, lassen sich FNTsverschiedenster Protozoen
in S. cerevisiae-Zellen rekombinant exprimieren und auf ihre Funktion hin untersuchen [16, 69,
71]. Die in dieser Arbeit untersuchten Proteine lieBen sich ebenfalls, wie in Kapitel 4.3.1 be-
schrieben, in S. cerevisiae exprimieren. Im Western Blot der Proteine fielen vor allem die un-
terschiedliche Bandenstarke, als auch die Doppelbande von PKFNT, auf. Ein Unterschied in
der Bandenstarke kann bei gleichem Gesamtproteinauftrag auf eine variierende Proteinex-

pression in der S. cerevisiae-Zelle hinweisen [126].

Mit zwei total protein staining-Methoden wurde nachgewiesen, dass gleichviel Protein jeweils
aufgetragen wurde [94, 95]. Dies lasst die Vermutung zu, dass PVFNT und PkFNT vermehrt
exprimiert werden. Dies muss bei der Beurteilung der anderen Ergebnisse berlcksichtigt wer-
den. Allerdings sollte dabei immer beachtet werden, dass die Proteinexpression, welche im
Western Blot gezeigt wurde, die gesamte Menge an Transporter-Protein anzeigt. Dieses kann
sowohl in der Plasmamembran als auch in anderen Membranen der Zellorganellen lokalisiert
sein. Um genauere Informationen dazu zu erhalten, kénnte man zum Beispiel mitdem HA-
Antikérper Uber Immunfarbung die Lokalisation in den unterschiedlichen Membranen tberpri-
fen [127]. Damit kbnnen auch Unterschiede in der Transportkapazitat und -rate beziglich der
Expressionslevel beurteilt werden, um die Unterschiede zwischen den FNT-Varianten noch

deutlicher zu machen.

Die Doppelbande des PkFNT konnte auf eine posttranslationale Modifizierung des Proteins
hindeuten, allerdings tritt diese bei den anderen Proteinen nicht auf. In anderen Western Blot
Untersuchungen des PkFNT, siehe Kapitel 4.3.1 auf Seite 72, deutet sich an, dass das Protein
nicht komplett stabil ist. Die Bildung von Abbruchfragmente wére eine wahrscheinlichere Er-
klarung fur die Doppelbande. Die untere Bande wirde einem Abbruch von 3-5 kDa entspre-

chen. Dies kénnte zum Beispiel ein Abbruch des C-Terminus sein. In den hier gezeigten
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Western Blots zeigt sich auch bei der Verwendung des Anti-His-Antikdrpers, dass ein Abbruch

stattfindet. Hier ist ebenfalls eine schwache Band unterhalb von 35 kDa zu erkennen.

5.3.2 Transport von L-Laktat

Um das Transportverhalten der FNT-Varianten der Malariaerreger zu testen, wurde sowohl der
direkte Transport von L-Laktat (4.3.3) als auch das indirekte Zellwachstum (4.3.2) untersucht.
Da ein Wachstum der Zellen in L-Laktat Medium nur mdglich ist, wenn auch der Transport
stattfindet, wurde auf eine mdgliche Korrelation dieser Daten miteinander getestet. Sollte eine
solche Korrelation vorliegen, ware es moglich von den Daten der einen Messung auf ein Er-
gebnis der anderen Messung zu schlieBen. Bei der Verwendung von Wachstumsdaten kénnte

man radioaktive Abfélle vermeiden, wahrend man andersherum vor allem Zeit sparen kdnnte.

Eswurden die verschiedensten Parameter aus beiden Messungen herangezogenund auf eine
Korrelation getestet. So wurden zum Beispiel von den Wachstumsdaten die Verdopplungszeit
in h, die Plateauhdhe des Messsignals von einer auf die gleiche Plateauh6he normierten Aus-
wertung die AUC von 0-50 h in %, sowie die Zeit, nach der das halbmaximale Wachstum er-
reicht war, verwendet. Von der Messung der direkten Aufnahmerate wurde diese in nmol -
mg ! - min * und die Plateauhthe in nmol - mg * verwendet. In Abbildung 5.2 ist in heatmaps
das Ergebnis nach erfolgter Pearson-Korrelation dargestellt [128]. Der r-Wert nach Pearson-
Korrelation gibt an, ob eine perfekte positive Korrelation vorliegt (Wert ist eins), gar keine Kor-
relation vorliegt (Wert ist null), oder eine perfekte negative Korrelation vorliegt (Wert ist minus
eins). Dieser Parameter reicht allerdings noch nicht aus, um eine Bewertung durchzufiihren,
da die Irrtumswabhrscheinlichkeit auch betrachtet werden muss. Man bendtigt demnach zusatz-
lich den P-Wert, welcher angibt wie hoch die Wahrscheinlichkeit ist, dass das Ereignis durch
Zufall entstanden ist. Schaut man sich dann zusatzlich noch den r?-Wert an, ist ersichtlich wie-

viel Prozent der Werte vermutlich von den jeweils anderen abhangen.

Zwei Kombinationen fir Parameter aus den Wachstumsversuchen und den Aufnahmeassays
fallen dabei ins Auge. Mit r = 0,69, einer Irrtumswahrscheinlichkeit von P = 0,20, und einem r?
von 0,47 kdnnte die Plateauhthe der Wachstumskurve (4, D) mit der Aufnahmerate aus dem
biophysikalischen Assay (5, E) korrelieren.Bei Betrachtung der Werte aus den Versuchen fallt
auf, dass PfFNT bei beiden Parametern den hdchsten Wert hat. Wahrend allerdings bei den
Aufnahmeraten (siehe Abbildung 4.31) die Werte tdber PKFNT, POFNT und PVENT bis zu
PmMENT absinken, sind bei der Plateauhthe (siehe Abbildung 4.29) alle anderen auf einem
Niveau und zeigen zudem keinerlei signifikanten Unterschied. So ist also fur diese beiden Pa-

rameter keine Korrelation der Messungen im Allgemeinen zu erkennen.
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Abbildung 5.2: heatmap der Korrelation von Wachstums- und Aufnahmeparametern. Gezeigt ist die Korrelation fir
die Messungen aller FNT-Varianten zusammengefasst. Da hier die Korrelation der Methoden an sich gepruft werden
soll, sind hier nicht die einzelnen FNT-Varianten dargestellt.

Die nachsten beiden Parameter sind die Aufnahmerate aus dem biophysikalischen Assay (5,
E) und die Verdopplungszeit in h aus den Wachstumsdaten (3, C). Die Korrelation der Mess-
werte ist in Abbildung 5.3 gezeigt. Die beiden Parameter zeigen einen r-Wert von 0,94, eine
Irrtumswabhrscheinlichkeit von P = 0,02 und r? = 0,89. Wie am negativen Wert von r erkennbar,
handelt es sich hierbei, um eine negative Korrelation. Dies ergibt Sinn, da eine niedrigere Ver-
dopplungszeit ein schnelleres Wachstum anzeigt. Wie bereits erwahnt, sinken die Werte der
Aufnahmerate von PfENT bis PmFNT ab. Bei der Verdopplungszeit (sieheTabelle 4.7) dagegen
zeigt PfENT die kirzeste Zeit, gefolgt von POFNT, PKFNT und PVFNT. PmFNT zeigt die hochste
Verdopplungszeit. Die Reihenfolge vonPkFNT und PoFNT sind vertauscht, alle anderen zeigen
ein passendes Verhalten. Bei den Verdopplungszeiten konnte ein signifikanter Unterschied
zwischen PfENT und PmENT, sowie PfENT und PVENT festgestellt werden. Bei den Aufnahme-
raten zeigten alle Proteine signifikante Unterschiede voneinander mit einem P-Wert von <

0,0001.
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Abbildung 5.3: Korrelation der Verdopplungszeit und der Aufnahmerate verschiedener FNT-Varianten. Aufgetra-
gene Fehler sind SEM. Die Werte stammen jeweils aus einer Dreifachbestimmung.

Zusatzlich fallt auf, dass avischen der Zeit, welche ein Protein fur das halomaximale Wachstum
braucht und der AUC nach 50 h in % eine Korrelation besteht. Diese beiden Parameter zeigen
eine negative Korrelation von 0,76, sowie 0,14 als Irrtumswahrscheinlichkeit undein r? = 0,58.
Bei genauem Betrachten war diese Korrelation zu erwarten, da erstens die Zeit, die die meisten
hier getesteten Protein-exprimierenden Hefen brauchten, um ihr halbmaximales Wachstum zu
erreichen, knapp uber 50 h lag. Diese Zeit, die die Hefen bend6tigen entspricht einer Wachs-
tumsgeschwindigkeit. Je schneller eine Zelle wachst, desto gréRer ist die AUC, die unter ihrer
Wachstumskurve entsteht. Aus diesem Grund ist eine Korrelation dieser Parameer zu erkla-

ren.

Da noch mehr Faktoren fur das Wachstum einer Zelle wichtig sind, kann der Einfluss der reinen
Substrat-Aufnahmerate grof3 oder klein sein. Dies hangt mit dem geschwindigkeitsbestimmen-
den Schritt im Stoffwechsel der Zelle zusammen. Dies kann die Substrat-Aufnahme, die Um-
wandlung von L-Laktat in Pyruvat Uber die Laktatdehydrogenase, oder ein anderer Schritt, der

nicht zwingend etwas mit dem Kohlenstoff-Stoffwechsel zu tun haben muss sein [129].

Allerdings wurde von Wendell und Bisson 1993 festgestellt, dass das Wachstum vonS. cere-
visiae-Zellen von der Expression und Aktivitt des hefespezifischen Glukosetransporter HXT2
abhangt [130]. Und im Jahr 2010 wurde von Runquist et al. postuliert, dass die Transportfahig-
keit verschiedener Xylose-Transporter einen direkten Einfluss auf Xylose-gekoppeltes Zell-
wachstum hat [131]. Dies zeigt, dass es einige Beispiele gibt, bei denen die Korrelation zwi-
schen der Aufnahme einer im Stoffwechsel bendétigten Substanz und dem Wachstum der Zelle

moglich ist.
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Es gibt weitere Beobachtungen, welche sich direkt mit Stoffwechselvorgangen beschaftigen.
Zum Beispiel an chiméren Hexose-Transportern aus S. cerevisiae von Elbing et al. aus dem
Jahre 2004, bei der die Aufnahme von Glukose einen direkten, inversen Einfluss auf die Rate
der Glykolyse gezeigt hat. Auch fur den Citratzyklus gibt es &hnliche Beobachtungen von Hey-
land et al. aus dem Jahr 2009. Diese beiden Stoffwechselwege sind wichtige Schritte in der

Energiegewinnung und damit im Wachstum der Zellen [132, 133].

Die in dieser Arbeit erhaltenen Daten lassen noch keine endgliltige Beurteilung zu, ob das
Messen des einen Parameters auf den anderen Parameter schliel3en Iasst. WeitereTests sind
notig, um eine genauere Aussage dazu zu treffen Es ware z. B. denkbar weitere FNFVertreter
aus anderen Organismen zu untersuchen, welche sich signifikant in ihrer Transportfahigkeit

unterscheiden.

Schaut man sich nun die Aufnahmerate der untersuchten Proteine an, fallt auf, dass diese
untereinander keine grof3en Unterschiede aufweisen, vgl. Abbildung 4.31. Lediglich PmFNT
und PfENT zeigen einen signifikanten Unterschied voneinander. Beim Vergleich der Amino-
séuresequenzen fallt auf, dasPmFNT, POFNT, PKFNT und PVFNT deutlich mehr gleiche Ami-
nosauren untereinander teilen, als sie es mitPfFNT tun, vgl. Tabelle 1.2. Im Vergleich mit PfENT
ist die hdchste Ubereinstimmung identischer Aminosauren 74,6 %, wahrend bei den anderen

die niedrigste Ubereinstimmung 78,2 % ist.

In den Proteinen gibt es genau 20 konservierte Aminosauren, in denen sich PfENT von den
anderen vier FNTs unterscheidet. Diese sind in Tabelle 5.1 dargestellt. Zum Vergleich befindet
sich das Alignment der Proteine in Abbildung 1.7 auf Seite 14. Schaut man sich zusétzlich
Abbildung 5.4 an, ist zu erkennen, dass sich die unterschiedlichen Aminosauren vor allem nahe
der Termini des Proteins befinden und nicht im postulierten Transportpfad [71]. So wird ver-
mutlich nicht durch eine GroRRen-, Ladungs- oder Polaritatsanderung direkt der Transport ge-

hindert und eine andere Transportrate bedingt.
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Tabelle 5.1: Aminosauren in PfENT und den anderen humanpathogenen FNTs nach ihrer Position in PfENT.

Nr. PfFNT Rest Nr. PfFNT Rest

3 P K 166 F I
10 L I 187 S C
17 S T 190 V I
21 G S 206 L I
52 M \% 210 A S
56 L \% 263 L I
83 V A 274 G A
95 M L 278 'Y F
114 M T 282 K R
117 Y L 300 M L

Abbildung 5.4: Modell von PfENT in der Aufsicht (links) und in der Seitenansicht. In der Seitenansicht ist die extra-
zellulare Seite oben und die intrazellulare Seite unten dargestellt. In hell markiert die Aminoséuren, welche die Pore
bilden. In blau markiert die Aminoséuren, welche bei allen FNTs der anderen humanpathogenen Plasmodiengleich
und damit unterschiedlich zu PfFNT sind. Modell erstellt mit Swiss-Modell anhand des Hydrosulfit-Kanals (PDB ID:
3TDR). Abbildung erstellt mit PyMOL und Adobe lllustrator.

In Abbildung 5.5 ist die Elektrostatik aller untersuchten FNTs dargestellt Die extrazellulare
Seite ist links dargestellt, die intrazellulare Seite rechts. Erkennbar ist in Abbildung 5.5 vor
allem, dass PVFNT, PKkFNT, POFNT und PmFNT auf der intrazelluldaren Seite weniger negative
Ladungen aufweisen alsPfFNT. Auf der extrazellularen Seite ist deutlich schlechter erkennbar,
ob Unterschiede bestehen. Mdglicherweise ist PmFNT auch auf dieser Seite etwas weniger
mit negativen Ladungen versehen. Bei PvFNT und PKFENT scheinen mehr positiv geladene
Aminosauren auf dieser Seite vorzuliegen. Die positiven Ladungen auf der intrazellularen Seite

am Poreneingang zeigen eine Ubereinstimmung mit dem in unserem Arbeitskreis postulierten
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Transportmechanismus. Auch die bisher untersuchten anderen FNTs weisen auf der intrazel-

luldaren Seite mehr positive Ladung auf, als auf der extrazellularen Seite [70, 73].

Abbildung 5.5 (n&chste Seite): Elektrostatik der Modelle der FNTs der humanpathogenen Plasmodien von der extra-
(links) und intrazellularen Seite (rechts) aus. In Blau dargestellt ist die positive Ladungsverteilung, in Rot dargestellt
die negative. Berechnet und erstellt mit PyMOL uber die Funktion APBS Electrostatics. Alle Modelle wurden durch

Swiss-Modell anhand des Hydrosulfit-Kanals (PDB ID: 3TDR erstellt. Die Abbildung wurde mit Adobe Photoshop
und Adobe lllustrator bearbeitet.
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5.3.3 Hemmbarkeit der Transporter

Bei den FNTs der humanpathogenen Plasmodien zeigte sich im Transportverhalten nur ein
signifikanter Unterschied zwischen PfFNT und PmFNT. In dieser Arbeit wurden sie auch be-
zuglich ihrer Hemmbarkeit durch die im Arbeitskreis von Dr. André Golldack und Bjorn Henke
entwickelten Substanzen getestet. Diese Testung erfolgte einmal mit dem hier entwickelten

Wachstums-Assay, 4.3.4, und fur eine Substanz auch im biophysikalischen Assay, 4.3.5.

Die Substanz BH-312, welche aus der Malariabox stammt, wurde schon an einigen Vertretern
der FNT-Familie getestet. Fir den FNT aus P. falciparum wurde im Hefesystem ein ICso-Wert
von 0,17 uM festgestellt, im Erreger selbst sogar 0,14 uM. Fiur die Resistenzmutante G107S
wurden im Hefesystem 21 uM und im Erreger 35 uM als 1Cso-Werte publiziert [36]. In Xenopus
laevis Oozyten wurden 0,023 pM als 1Cso-Werte publiziert und fir die Resistenzmutante zeigten
sich 1,3 uM [37]. Weiterhin wurde festgestellt, dass Babesia bovis FNT mit einer Konzentration
von 150 uM halbmaximal gehemmt werden konnte [36]. Zusatzlich zeigten sich fir die drei
FNT-Vertreter aus Toxoplasma gondii ICs-Werte von 29 uM (TgFNT1), 2 uM (TgFNT2) und
0,55 uM (TgFNT3) in der Hefe, wahrend das Parasitenwachstum mit 47 uM halbmaximal ge-

hemmt werden konnte [69].

In dieser Arbeit konnte der ICso-Wert fir PfENT im biophysikalischen Assay mit 0,13 uM besta-
tigt werden. Auch im Wachstums-Assay konnte eine dhnliche Konzentration ermittelt werden,
welche zum halbmaximalen Wachstum fihrt (0,6 uM). Dies zeigt, dass mit beiden Methoden

ahnliche Werte bestimmt werden konnten.

Eine Korrelation der Werte ist in Abbildung 5.6 dargestellt. Diese Korrelation nach Pearson
zeigt einen r-Wert von 0,96 und damit eine negative Korrelation, welche zuerwarten ist, wenn
Aktivitdt gegen Hemmung aufgetragen wird. Der p-Wert liegt mit 0,03 sehr niedrig und deutet
damit eine signifikante Korrelation an. Und auch der Wert fiir r? zeigt eine Abhangigkeit von

93 % der Werte voneinander. Hier liegt eine Korrelation der Werte vor.
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Abbildung 5.6: Korrelation der Aktivitdt aus dem biophysikalischen Assay mit der Hemmung aus dem Wachstums-
Assay fur PIFNT und BH-312. Aufgetragene Fehler sind SEM.

Bei der Korrelation der Daten fiur PfENT G107S wurden die biophysikalischen Daten von Dr.
André Golldack [36] mit den in dieser Arbeit ermittelten Wachstums-Assay-Daten verglichen.

Auch hier ist eine Korrelation sehr wahrscheinlich (r = 0,94; p = 0,06; r* = 0,88).

Diese Korrelation darf allerdings zunachst nur als erster Hinweis dienen, da aufgrund der in
beiden Assays verwendeten unterschiedlichen Inhibitor-Konzentrationen fir die Substanzen
hochstens 4 Werte-Paare herangezogen werden konnten. Fir einen Korrelationskoeffizienten
vonr=0, 90 mit einem Fehler erster Art von e

bendtigt man nach Hulley et al. mindestens 7 Proben [134]. Fur eine sichere Korrelation mus-
sen mehr Werte aufgenommen werden. Ein weiteres Problem bei der Korrelation von anderen
Substanzen war, dass dort nur die niedrigen Inhibitor-Konzentrationen bei beiden Assays ge-
testet waren und diese zu schnell im Rauschen verschwinden kdnnen. Aufgrund dieser Unge-

nauigkeit eignen sich diese Werte nicht fur eine Korrelation.

Wie in Kapitel 5.1 schon erwéhnt, konnten auch Stabilitdtsprobleme mit den Inhibitoren eine
Rolle spielen. Es ist nur fir BH-312 und MMV000972 bekannt, dass diese zuvor in einem 72h
eingesetzt wurden und dort eine Aktivitat zeigten. Alle anderen verwendeten Substanzen wur-

den nicht auf ihre Stabilitdt getestet.

In Tabelle 5.2 sind die Strukturformeln aller Substanzen dargestellt. Die Benennung der Grup-

pen ist hier erneut aufgefuhrt, vgl. Kapitel 4.3.4.
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Die Gruppen, nach denen die Substanzen strukturell eingeteilt wurden, sind folgende:

I.  Mit Prodrug-Prinzip
a. Unterschiedliche Alkylketten
b. Unterschiedliche Aromaten Substitution
II.  Fehlendes Prodrug-Prinzip:
a. Benzol ausgetauscht oder substituiert
b. Mit Linker
c. Abwandlungen am Pharmakophor
lll.  Andere
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Tabelle 5.2: Strukturformeln der untersuchten Substanzen. Gruppe la ist in blaugrau markiert, Gruppe Ib in orange,

Gruppe lla in Gelb, Gruppe llIb in blau, Gruppe llc in griin, Gruppe Il in grau und die noch nicht synthetisierte Nr.
27 ohne Farbe.

1 BH-312 2 STK806304 3 STL298501 4 STL298499
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