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Einleitung

1 Einleitung

Ein fundamentaler Vorgang in jeder lebenden Zelle ist der Transport von Soluten Uber
Zellmembranen. Diese Lipiddoppelschichten stellt eine lipophile Barriere dar, die kaum von
polaren und geladenen Molekilen durchdrungen werden kann. In die Zellmembran
eingebaute Proteine erméglichen diesen Stoffen den Ubergang in oder aus der Zelle.
Zahlreiche biologische Vorgédnge, wie die Versorgung mit Nahrstoffen, die pH-Homoostase
und Signaltransduktion, sind abhangig von diesem erleichterten Membranibergang. Diese
Membranproteine sind Transporter und Kandle. Transporter sind dabei in der Lage
entsprechende Substrate aktiv gegen einen Gradienten zu transportieren. Daflir beno6tigen
primar aktive Transporter Energie in Form von ATP.! Sekundér aktive Transporter nutzen das
elektrochemische Potential eines mittransportierten lons oder Co-Substrats. Dabei
funktionieren diese haufig nach einem alternativ access Mechanismus.? Dieser erlaubt es dem
Transporter zwischen einer intra- und einer extrazelluldr geoffneten Konformation zu
wechseln. Das Substrat bindet dementsprechend an den Transporter, wodurch es zu einer
Konformationsdanderung kommt und sich das Substrat anschliefend wieder 16st. Die Klasse
der Uniporter sind dagegen passiv und transportieren Substrate entlang eines Gradienten.
AuBerdem haben Transporter haufig eine hohe Affinitdt im mikromolaren Bereich zu ihren
Substraten.>* Dem entgegen stehen Kanéle, die mit einer niedrigen Substrataffinitit dem
Substrat den Ubergang liber die Zellmembran erleichtern. >¢ Kanile besitzen eine zentrale,
substratleitende Pore und haben haufig einen rigiden Aufbau, dessen Konformation sich nicht
andert.”®

Ebenso essenziell wie diese Kandle und Transporter selbst, ist deren Regulierung. Eine Stérung
der Funktion von Membranproteinen flihrt zu einer Vielzahl an Erkrankungen, aber ebenso
bietet die kontrollierte Regulation massive Chancen fir Therapien, Heilungen und

Praventionen. ®~11

1.1 Lactat und seine physiologische Bedeutung

Die Milchsdure wurde 1780 entdeckt und aus saurer Milch isoliert.!2 Mit einem pKs-Wert von
3,90 handelt es sich um eine schwache Saure, die im physiologischen Kontext nahezu

vollstdndig deprotoniert vorliegt. Im menschlichen Kérper wurde Lactat im Muskel entdeckt



Lactat und seine physiologische Bedeutung

und galt lange Zeit als ein Stoff, der aufgrund eines Sauerstoffdefizites bei erhdhter Belastung
gebildet wird.® Dabei ging man davon aus, dass Lactat lediglich fiir schidliche Effekte wie
Azidosen verantwortlich ist.}* Inzwischen ist bekannt, dass vor allem das Enantiomer L-Lactat
eine wichtige Rolle im gesamten menschlichen Metabolismus spielt. D-Lactat kommt dagegen
seltener im menschlichen Kérper vor, wird nicht bei enzymatischen Vorgangen gebildet und
ist daher physiologisch weniger relevant.'® Hauptsachlich wird L-Lactat bei der glykolytischen
Spaltung von Glukose gebildet. Bei der Glykolyse wird 1 Mol Glukose, unter Bildung von ATP,
zu 2 Mol Pyruvat. Das Pyruvat wird im Anschluss bei Abwesenheit von Sauerstoff durch die
Lactat-Dehydrogenase zu L-Lactat reduziert. Das schnell anfallende L-Lactat und
korrespondierenden Protonen, miissen ebenso schnell wieder ausgeglichen werden, um die
pH-Homdostase aufrecht zu erhalten und Azidosen zu verhindern.!® Viele Mikroorganismen
schleusen L-Lactat aufgrund dessen aus der Zelle. Allerdings wird das energiereiche L-Lactat
von Sdugetieren nicht ausgeschieden. Das einzige kohlenstoffhaltige Ausscheidungsprodukt,
welches bei Saugetieren in groBer Menge anfillt, ist CO,.'” Folglich wird L-Lactat komplett
oxidiert. Versuche mit *C-markiertem, exogen zugefiihrtem L-Lactat zeigten, dass es als
primare Kohlenstoffquell in den Citrat-Zyklus eingefiihrt werden kann.'® Dabei zeigte sich,
dass in nahezu allen menschlichen Zellen '3C-markierte Intermediate des Citrat-Zyklus
vorlagen. Die Energiegewinnung durch L-Lactat (Ubersteigt wadhrend dauerhaftem
Muskelstimulus die durch Glukose gewonnene Energie um ein Vielfaches.’®> Neben der
direkten Energieversorgung ist L-Lactat wichtig fiir ein Redox-Gleichgewicht von NAD* und
NADH. Dies ist ein wichtiger Mechanismus, um den Citrat Zyklus und die Glykolyse auf
zelluldrer Ebene zu entkoppeln.l” Weiterhin ist L-Lactat ein wichtiges Signalmolekil mit
Hormon-3hnlicher Wirkung auf die Gen-Expression.’®?° Ebenso bei epigenetischen
Verdnderungen, wie der Histon-Lactylierung,?*> spielt L-Lactat eine wichtige Rolle.
Dementsprechend ist auch der Transport von L-Lactat Gber die Zellmembranen wichtig. Der
Transport von L-Lactat wird im Menschen lGberwiegend von der Monocarboxylat-Transporter-
Familie (MCT-Familie) ilbernommen, Mikroorganismen haben eine grofRere Bandbreite an

Transportern, um Lactat aus den Zellen zu transportieren.
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1.2 Monocarboxylat-Transporter

Viele der Monocarboxylat-Transporter sind fir den Lactattransport in diversen Sdugetier-
Zellen verantwortlich. Die insgesamt 14 Vertreter dieser Transporter Klasse gehoren zu der
Solute Carrier (SLC) Transporterfamilie, im Speziellen handelt es sich um die SLC16A
Transporter. Nach dem Klassifikationssystem von Milton Saier werden sie der Major-
Facilitator-Superfamilie (MFS) zugeordnet.?>?> Die typischen Charakteristika fir diese
Superfamilie, wie z.B. die in zwei pseudosymmetrische Bindel aufgeteilten 12
Transmembranhelices und intrazelluldre Termini, sind auch bei der MCT-Familie vertreten.
Dies konnte durch die Aufklarung verwandter Transportproteine und letztlich des humanen
Monocarboxylat-Transporter 1 gezeigt werden.?®2® Trotz der phylogenetischen
Verwandtschaft der MCT-Familie und konservierten Motiven, sind die MCTs hinsichtlich ihrer
Expression und ihrer Transporteigenschaften eine sehr heterogene Transporterfamilie.?®
Neben L-Lactat transportieren die unterschiedlichen Mitglieder der MCT-Familie
zusammengenommen eine groRRe Bandbreite an Substraten. So transportieren die Vertreter
MCT1-4 protonenabhdngig kurzkettige Monocarboxylate, wie L-Lactat, Acetat und Pyruvat,
wobei besonders das Substratspektrum von hMCT1 sehr breit ist (vgl. Kap. 1.2.1).3° MCT7
hingegen transportiert Ketonkorper.3! GroRvolumige Substrate, wie Thyroidhormone
transportiert MCT8.32 Ahnlich wie MCT10, welcher aromatische Aminosiuren
transportiert. 333> MCT9 und MCT12 transportieren beide Kreatin,3®37 zusatzlich ist MCT9 in
der Lage Carnitin zu transportieren.3® Der MCT6, dessen physiologisches Substrat zwar noch
nicht entdeckt wurde, ist in der Lage diverse Xenobiotika zu transportieren.3®=*! Die restlichen
MCT sind orphan Transporter ohne ein bekanntes Substrat.?*

Die Transportfahigkeit vieler MCT ist abhangig von chaperon-Proteinen, wie Basigin oder in
selteneren Fadllen Embigin. Die Interaktion der Hilfsproteine kann sich fir das gleiche MCT in
verschiedenen Spezies unterscheiden. Diese Hilfsproteine bestehen aus einer C-terminalen
Transmembranhelix und einer N-terminalen Immunglobulin-dhnlichen Domane. Es existieren
verschiedene splice-Varianten von Basigin, welche sich in ihrer Lange der extrazelluldren und
stark glykosylierten Domdne unterscheiden. Ohne die Hilfsproteine, die Uber die
Transmembrandomane mit dem MCT interagieren, verbleiben die Transporter in Golgi-
Apparat und endoplasmatischem Retikulum und gelangen nicht an die Zellmembran.*>43

Von den 14 Mitgliedern wird der Fokus im Folgenden auf die beiden in dieser Arbeit

relevanten Vertreter MCT1 und MCT11 gelegt.
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1.2.1 Humaner Monocarboxylat-Transporter 1

Der humane Monocarboxylat-Transporter 1 ist der bisher am meisten untersuchte und zudem
in menschlichen Zellen am haufigsten vertretene Monocarboxylat-Transporter. Nahezu alle
Zellen, mit Ausnahme der B-Zellen des Pankreas exprimieren hMCT1. Die priméare Aufgabe des
Transporters ist der Export von Lactat. Lediglich in Zellen, die Gluconeogenese (Leber und
Niere) oder Liponeogenese (Leber und Fettgewebe) betreiben, wird der h(MCT1 fiir den Lactat-
Import genutzt.** Das Substrat-Spektrum von MCT1 umfasst viele unterschiedliche
Substanzen, wie z.B. Pyruvat, Acetoacetat und B-Hydroxybutyrat. Diese Substrate dienen,
neben L-Lactat, zur Redox-Kommunikation zwischen den Zellen.***> Eine weitere Aufgabe von
hMCT1 ist die Regulation des intrazellularen pH-Wertes. Normalerweise kontrollieren Zellen
ihren pH-Wert sehr engmaschig (iber Na*/H*- oder Carbonat-Transporter,64¢ bei
glykolytischen Zellen wird der pH-Wert jedoch grofStenteils durch den Lactat-Export
kontrolliert.**

Die bereits angenommenen Strukturmerkmale der Monocarboxylat-Transporter bestatigten
sich mit der veréffentlichten Struktur von hMCT1.2% Dabei zeigte sich, dass hMCT1 in zwei
Konformationen vorliegen kann. Diese Konformationsanderung wird durch den Aufbau des
Transporters in zwei pseudosymmetrische Blindel mit jeweils sechs Transmembran-Helices
ermoglicht. Diese Biindel kénnen sich durch die flexible loop-Region gegeneinander
verschieben. Es wird derzeitig postuliert, dass die Protonierung einer von aul3en zuganglichen
Aminosaure dazu fihrt, dass die entstehende positive Ladung das Substrat-Anion anzieht und
einen Protonen-Co-Transport erlaubt. Dabei kommt es zu einem Wechsel der Konformation
und die Bindetasche des Transporters zeigt in das Zellinnere, das Substrat und
korrespondierende Proton werden in die Zelle entlassen und der Transporter geht in die
urspringliche, dem ZellduReren zugdngliche, Form U(iber, was gleichzeitig den
geschwindigkeitsbestimmenden Schritt dieses Transportes darstellt. 474

Reguliert wird hMCT1 durch diverse zellulare Vorgange. Prominent ist dabei die
Hochregulation im Muskel durch einen dauerhaften Muskelstimulus oder korperliches
Training und entsprechende Herunterregulierung bei Nervenschaden. Hier ist postuliert, dass
eine Schwankung im Calcium- und Adenosinmonophosphat-Haushalt letztlich zu einer
Regulierung von hMCT1 fiihrt.>%>! Die Inhibition von hMCT1 hat weitreichende Folgen, wie
etwa eine Immunsuppression.®? In dieser Richtung ist es damit sowohl ein potenzielles Target

far entsprechende Therapien, aber auch ein Off-Target, dessen ungewollte Hemmung starke
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Nebenwirkungen nach sich ziehen kann. Ein weiteres Therapiefeld ist die extreme
Hochregulierung in Krebszellen im Rahmen des Warburg-Effektes.>® Dieser beschreibt den
vermehrten Export von Lactat aufgrund des erhéhten Glykolyse-Aufkommens wahrend des
Tumorwachstums. Um dieses Wachstum gewaéhrleisten zu konnen, werden zusatzliche Lactat-
Transporter in Form von hMCT1 bendtigt. Aufgrund der unphysiologischen Menge an
Transportern kann eine Tumorzelle gezielt angegriffen werden, wahrend gesunde Zellen
weniger stark belastet werden. Inhibitoren haben demnach das Potential, als
Chemotherapeutika oder Immunomodulatoren eingesetzt zu werden. Zwei solcher
potenzieller Kandidaten stellen AZD3965°* und AR-C155858°° dar. Diese Inhibitoren gelangen
zundachst in die Zelle. Nach bisherigem Kenntnisstand gelangt AZD2865 (ber passive Diffusion
und AR-C155858 durch einen hMCT1 vermittelten Transport in die Zelle und bindet
anschlielend an eben diesen Transporter. Beide Inhibitoren sind hochselektiv, hemmten
hMCT1 im nanomolaren Bereich und zeigten Potenzial fiir die Tumortherapie.

Die Funktion von hMCT1 steht im Zusammenhang mit der Anwesenheit von Basigin. Es wird
angenommen, dass Basigin als Chaperon die Konformation von hMCT1 dahingehend
verandert, dass die Translokation an die Zellmembran erfolgen kann.>® Allerdings gibt es auch
Hinweise, die darauf hindeuten, dass Basigin als eine Antenne wirkt, welche lokal die Protonen

und Substrat-Anionen Konzentration erhéht, was den Transport erleichtert.>’

1.2.2 Humaner Monocarboxylat-Transporter 11

Um die Rolle von hMCT11 in einen Kontext stellen zu kdnnen, muss zunadchst die genetische
Pradisposition fiir Diabetes mellitus Typ 2 dargestellt werden. Es existieren tiber 100 Genloci,
deren Verdanderung das Risiko fur Typ 2 Diabetes erh6hen kénnen und aufgrund derer die
Vererbbarkeit von Diabetes auf 30-70 % geschiatzt werden kann.>® Diese chromosomalen
Veranderungen umfassen meist mehrere Gene, deren Pathophysiologie oftmals unklar ist, da
die meisten Gene nicht mit dem zu erwartenden Insulinstoffwechsel, also der primaren
Pathophysiologie von Typ 2 Diabetes zusammenhingen.”® Mit Hilfe eines besseren
Verstandnisses derartiger Pradispositionen und der genetischen Zusammenhange, kann es
moglich werden, diese gezielt zu adressieren und somit personalisierte, besser vertragliche
und wirksamere Therapien zu schaffen.

Ein Zusammenhang zwischen hMCT11 und Diabetes mellitus Typ 2 wurde zunédchst bei
Untersuchungen von Diabetikern innerhalb der amerikanischen Bevolkerung festgestellt.

Dabei fiel eine signifikante Erhdhung der Diabetes mellitus Typ 2 Falle bei Mexikanern und
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Lateinamerikanern auf.®® Eine mégliche Erkldrung wurde bei Genomuntersuchungen der
betroffenen Bevolkerungsgruppen gefunden. Die erhdhte Pravalenz korrelierte mit finf
Mutationen, welche hMCT11 betrafen. Diese 5 single nucleotide polymorphisms (SNPs)
erhohten zusammen das Risiko im jlingeren Alter und bei weniger Cofaktoren an Typ 2
Diabetes zu erkranken. Liegen alle flinf SNPs im hMCT11 vor, wurde hMCT11 T2D als

Bezeichnung gewéhlt.®!

A
hMCT11 Wildtyp

Zellmembran

Basiginl hMCT11 l“

hMCT11_T2D

Jq N
v
| 1

Abb. 1.1: Derzeitig postulierte Mechanismen fiir das erhohte Diabetes-Risiko bei den hMCT11 T2D SNPs. A)
Rusu et al sind der Ansicht, dass die SNPs, aufgrund einer verminderten Expression und Basigin-Interaktion, zu
einer Loss-Of-Function Mutante filhren.®? B) ZHAO et al. fihrten hingegen an, dass weder Mause mit dem hMCT11
Wildtyp noch hMCT11 knock-out Mause eine Verdanderung der hepatischen Triglyceride zeigen, die Mause mit
hMCT11 T2D hingegen haben einen erhéhten Lipin1 Spiegel und resultierend daraus erhéhte Triglycerid-Werte.®?

Der Mechanismus, mit dem hMCT11 T2D das Diabetes Typ 2 Risiko erhoht, ist bisher nicht
vollstandig geklart, in Abb. 1.1 sind die postulierten Mechanismen schematisch dargestellt.
Die erste Hypothese beziiglich des Pathomechanismus stellten Rusu et al. auf.®! Die
Arbeitsgruppe postulierte, dass es sich bei hMCT11 um einen Transporter handelt, welcher

Pyruvat protonenabhdngig transportiert. Somit wirde hMCT11 hinsichtlich des
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Substratspektrums starke Ahnlichkeiten zu MCT1-4 aufweisen. Weiterhin sollen die fiinf
bekannten SNPs dazu flihren, dass die Pyruvat-Leitfahigkeit vermindert wird. Als Grund fiir
diesen Funktionsverlust flihrte die Arbeitsgruppe an, dass zum einen durch einen expression
quantitative trait locus (cis-eQTL) die Expression von hMCT11 in der Leber reduziert wird. Zum
anderen wiesen Proteomstudien daraufhin, dass die Interaktion mit Basigin vermindert wird
(vgl. Abb. 1.1 A). Die verminderte Interaktion mit dem Hilfsprotein fiihre dazu, dass die
Translokation von hMCT11 T2D an die Zellmembran der entsprechenden Zellen gestért wird.
Dass Basigin einen starken Einfluss auf die Translokation von einigen MCTs haben kann, wurde
bereits am Beispiel von MCT1 umfangreich untersucht. Bisher konnten jedoch weder der
Pyruvat-Transport durch weitere Experimente bestatigt werden noch konnte geklart werden,
wie eine verringerte hMCT11 Aktivitat zu einer Verdnderung des Leberstoffwechsels fiihrt.
Dies wurde bereits frih kritisiert.®3

Dieser Hypothese widersprachen schlieBlich ZHAo et al.®?, welche durch den Einsatz von
hMCT11-knock out-Mdusen nachweisen konnten, dass es keine Abweichungen im
Stoffwechsel der Tiere gibt. Daraus schlussfolgerten sie, dass eine loss-of-function nicht der
Grund fir die Veranderung des Leberstoffwechsels sein kann. Auch eine Rekonstitution des
hMCT11-Wildtyps in den Mausen fiihrte zu keiner Stoffwechselanderung. Erst die
Rekonstitution von hMCT11 T2D fiihrte schlieRlich zu einer Akkumulation von Triglyceriden
(Abb. 1.1 B). Daraus wiederum postulierte die Arbeitsgruppe, dass es sich bei h(MCT11 T2D um
eine gain-of-function Mutation handelt, welche dazu fiihrt, dass der Lipin1-Spiegel in der Leber

erhoht wird, was wiederum zur Steigerung des Triglyceridspiegels fihrt.

1.3 Formiat-Nitrit-Transporter

Die zweite Familie der Transportproteine, welche in dieser Arbeit behandelt werden, sind die
Formiat-Nitrit-Transporter (FNT).

Das Substratspektrum von Formiat-Nitrit-Transportern umfasst schwache monovalente
Sduren wie Formiat, Acetat, Lactat und Pyruvat. Weiterhin werden Anionen wie
Hydrogensulfid, Hypophosphit und Nitrit die Passage der Zellmembran erleichtert.®* FNT sind
in Mikroorganismen wie Bakterien, Algen, Pilzen sowie einzelligen, eukaryotischen Parasiten

verbreitet.5>
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Ein inzwischen gut beschriebener Vertreter dieser Familie ist der lange gesuchte L-Lactat-
Transporter PfENT.*%® Dieses Membranprotein erméglicht es P. falciparum groBe Mengen
L-Lactat/H*, welches wahrend der Glykolyse beim schnellen Wachstum anfillt, aus der Zelle
heraus zu leiten und so die pH-Homdostase und die osmotischen Verhaltnisse aufrecht zu
erhalten.

Die Vertreter der FNT-Familie bilden Pentamere mit einer zentralen, Lipid gefiillten Pore. Der
Transport findet jedoch durch die Transportpfad der einzelnen Protomere statt. Ein FNT-
Protomer besteht aus 6 Transmembranhelices (TM), von denen TM2 und TM5 wiederum in
zwei Halb-TM-Helices unterbrochen werden, welche mit einer konservierten loop-Region
verbunden sind. Im Transportpfad der Protomere befinden sich Engstellen, welche weder
Substrate noch Inhibitoren, die groBer als ein Wassermolekiil sind, passieren lassen wiirden.
Dementsprechend muss dort eine Flexibilitat in den Seitenketten des Proteins gegeben sein,
welche sich groRere Substrate oder Inhibitoren zu Nutze machen.36467
Formiat-Nitrit-Transporter haben hinsichtlich ihrer Sekundar- und Tertidrstruktur
Ahnlichkeiten zu den Aquaporinen, wie etwa die Unterbrechung von TM2 und TM5 durch
konservierten Schleifen und intrazellulire Termini.®® Jedoch weisen die beiden
Membranproteine auch signifikante Unterschiede auf, wie das Substratspektrum (Aquaporine
leiten, mit wenigen Ausnahmen, polare Neutralteilchen,%%7° FNT hingegen schwache, einfache
Sauren). AQP bilden zudem Tetramere, die loop-Regionen zeigen mit der Carbonyl Funktion
in den Transportpfad, was die Ausbildung von Wasserstoffbriickenbindungen ermdoglicht. Bei
FNT ragen die Seitenketten in den Transportpfad. Wahrend AQP in allen Lebewesen zu finden

sind, kommen FNT nur in Mikroorganismen vor.3%4

1.3.1 Malaria

Die Malaria war, laut Angaben der WHO, im Jahr 2019 fiir 229 Millionen Infektionen und
409 000 Todesfalle verantwortlich, was sie zu einer der gefahrlichsten Infektionskrankheiten
macht.”! Etwa die Halfte der Weltbevolkerung lebt in Malaria-Risikogebieten. Die
Hauptbelastung tragen hierbei Subsahara-Afrika und Stidostasien.

Die Krankheit wird durch Plasmodien, eukaryotische Parasiten aus der Familie der
Apicomplexa, ausgeldst.”? Es existieren fiinf humanpathogene Plasmodien: Plasmodium

falciparum, Plasmodium malariae, Plasmodium vivax, Plasmodium ovale und Plasmodium
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knowlesi.”>7> Die tédlichste Spezies, die fiir 85 % der Gesamtinfektionen und 90 % der
Todesfdlle verantwortlich ist, ist das hauptsachlich in Subsahara-Afrika vorkommende,
P. falciparum.”® Diesem folgt P. vivax, welches fur die meisten Infektionen auBerhalb Afrikas
verantwortlich ist.””””8 Die weiteren drei Spezies haben global gesehen weniger Relevanz,
kénnen jedoch auf lokaler Ebene erheblich fir Infektionen verantwortlich sein.”®8

Die Ubertragung der Plasmodien von Mensch zu Mensch erfolgt durch die Anopheles-Miicke.
Die weibliche Stechmicke nimmt den Parasiten bei einer Blutmahlzeit auf und gibt diesen bei
einem erneuten Stich (iber den Speichel in der infektiosen Form der Sporozoiten weiter. Die
Sporozoiten gelangen im Menschen (iber den Blutkreislauf in die Leber, wo sich die Parasiten
ungeschlechtlich vermehren und unter optimalen Bedingungen bis zu 30 000 Merozoiten
bilden.8? In den Blutkreislauf freigegeben, infizieren sie die Erythrozyten und vermehrt sich
dort wiederum ungeschlechtlich, was die Zahl der Merozoiten schubweise erhéht. Der Eintritt
der Parasiten in die Erythrozyten kann (iber diverse Interaktionen vermittelt werden. Fir
P. falciparum ist einer dieser Wege die Interaktion mit Basigin, welches als Oberflachenligand
fuir das parasitire Protein PfRh5 dient.®?

Wahrend dieser intensiven erythrozytaren Wachstumsphase haben die Parasiten einen
erhdhten Energiebedarf, der ausschlieRlich durch die Glykolyse gedeckt wird.83-8> Es kommt
anschliefend zur Lyse der Erythrozyten, wodurch die Merozoiten freigesetzt werden und
weitere Erythrozyten infizieren, worauf die infizierte Person mit einem fiir die Malaria
charakteristischen Fieberschub reagiert. Dieser Vorgang wiederholt sich bei Betroffenen, was
sich unbehandelt (iber Monate oder sogar Jahre, im Falle von P. malariae sogar Dekaden,
erstrecken kann.®! Ein geringer Anteil an Merozoiten differenziert sich zuséatzlich zu
mannlichen und weiblichen Gametozyten, welche bei einem erneuten Stich einer Anopheles
Micke in das Insekt aufgenommen werden und sich geschlechtlich vermehren konnen.
Darauf folgt die Vermehrung der neuer Sporozoiten in der Miicke und der Kreislauf ist
geschlossen.

Eine zusatzliche Herausforderung stellt sich bei P. ovale und P. vivax heraus, welche in der
Lage sind auf der Ebene des Leberstadiums Hypnozoite auszubilden. Diese kbnnen in einem
Ruhezustand im Patienten persistieren kdnnen und zu unregelmafiigen Zeitpunkten, oft nach
Jahren, erneut zu einer Erkrankung fiihren kénnen.86-88

Die Infektion mit Plasmodien kann asymptomatisch oder unkompliziert mit schwachen

Symptomen ablaufen und ldsst sich nur schlecht durch mikroskopische Blutuntersuchungen
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oder PCR-Test nachweisen. Allerdings besteht ebenso die Gefahr eines schweren Verlaufes,
welcher ohne eine Intervention haufig letal verlduft. Vor allem Kinder unter fiinf Jahren,
Schwangere und altere Menschen sind hierbei gefdhrdet. Besonders fatal ist die zerebrale

Malaria, welche sich durch schwere Anidmien und Koma duRert und oft tddlich ist.89°1

1.3.2 Pharmazeutische Interventionen und Resistenzlage der Malaria

Malaria ist eine Krankheit, welche seit Jahrtausenden existiert und sich im konstanten
Wettstreit mit dem Menschen befindet.®?°3 Strategien zur Ausrottung der Malaria, wie etwa
die Vektorkontrolle Uber Insektizide, werden aufgrund resistenter Insekten zunehmend
schwieriger. Obwohl zuséatzliche Strategien, wie der Schutz mit Insektennetzen, mafRgebliche
und wichtige Ansatze zur Bekdmpfung der Malaria darstellen, sind diese alleine nicht
ausreichend, um die Ausbreitung der Krankheit zu beherrschen.®*%> Die Suche nach einem
addquaten Impfstoff ist ein wichtiges Unterfangen, das bereits viele potenzielle Kandidaten
hervorbrachte, bislang jedoch erfolglos war.%5® Allerdings hat der vielversprechende
Kandidat R21/Matrix-M die Phase 2 Studie erfolgreich beendet.?® Jedoch wére die logistische
Herausforderung einer flaichendeckenden Impfung eine Hirde, die enorme Mengen an
Ressourcen und Zeit beanspruchen wiirde. Weiterhin waren Resistenzen auf lange Sicht auch
bei einem Impfstoff denkbar. Aufgrund dieser Tatsachen ist und bleibt eine pharmazeutische
Intervention in vorhersehbarer Zukunft von essenzieller Bedeutung. Um eine
Arzneistoffversorgung fir die Zukunft sicher zu stellen, wird ein breites Portfolio an
Substanzen benétigt, die eine Vielzahl verschiedener Ziele angreifen und so die
Resistenzbildung langfristig verlangsamen. Die bisherigen Standardtherapeutika wurden in

Abb. 1.2 aufgefiihrt.

10
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Abb. 1.2: Pharmazeutische Intervention gegen Malaria. Die prominentesten Arzneistoffmolekiile in der
Malariatherapie. A) Chinin ist der alteste Wirkstoff, wird jedoch aufgrund starker Nebenwirkungen nur noch
selten eingesetzt. B) Chloroquin war der langjdhrige Standard in der Therapie der Malaria. Die wachsende
Resistenzlage in weiten Teilen der Welt lasst den Einsatz jedoch meist nur noch in Kombination mit anderen
Arzneistoffen zu. C) Die Derivate von Artemisinin, wie z.B. Artemether oder Artesunat sind die letzte groRle
Innovation in der Malaria Therapie und sind als Kombinationstherapie der derzeitige Goldstandard.

Bereits im 17. Jahrhundert wurde Chinarinde gegen Malaria verwendet. Aus dieser wurde
spater der Wirkstoff Chinin isoliert. Es handelt sich dabei um einen Arylaminoalkohol, welcher
immer noch zur Malaria-Therapie eingesetzt wird.’® Chinin wirkt, indem es die Him-
Entgiftung hemmt. Ham ist ein toxisches Abbauprodukt von Hamoglobin, welches in der
Nahrungsvakuole des Parasiten in das unreaktive Pigment Hamazoin polymerisiert wird.
Aufgrund des ungiinstigen Nebenwirkungsprofils wird Chinin jedoch nur noch als Reserve
eingesetzt.10!

Der Arylaminoalkohol Chloroquin war lange Zeit Mittel der Wahl bei Malaria und wirkt analog
zum Mechanismus von Chinin. Aufgrund der weitverbreiteten Anwendung ist Chloroquin nun
von weit verbreiteten Resistenzen betroffen, welche vor allem von P. falciparum ausgebildet
werden. Die Resistenz der Parasiten beruht hauptsachlich auf Mutationen des chloroquine
resistance transporter (PfCRT), welcher aufgrund dessen in der Lage ist, Chloroquin vermehrt
aus der Nahrungsvakuole heraus zu transportieren.0219 Weiterhin wird die Konzentration
von Chloroquin und anderer Antimalaria-Wirkstoffe am Wirkort durch Mutationen des multi-

drug resistance transporters 1 (PfMDR1)'%* und des multi-drug resistance-associated protein

11
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(PfMRP)1% verringert. Aufgrund dieser Resistenzlage wird Chloroquin nur noch in Gebieten
eingesetzt, in denen bisher keine Resistenzen aufgetreten sind.

Die letzte Wirkstoffklasse mit vollkommen neuem Wirkstoffziel in der Therapie gegen Malaria
war das Artemisinin. Dieses Sesquiterpenlacton, urspriinglich aus Artemisia annua®®
gewonnen, weist eine Endoperoxidbricke auf, welche durch Spaltung eine radikalische
Spezies bildet, die diverse Zellfunktionen stort. Inzwischen werden Derivate von Artemisinin
eingesetzt, darunter Artesunat, Artemether und Dihydroartemisinin. Artimisinin-Derivate
werden durch Ham aktiviert, welches vor allem in infizierten Erythrozyten vorliegt, sodass eine
hohe Wirksamkeit wahrend der Vermehrung der Parasiten erreicht wird. Die Wirkung auf
gesunde Zellen und damit das Nebenwirkungsprofil wird dadurch gering gehalten.07.108 Oft
werden Artemisinin-Derivate in einer Kombination mit anderen Wirkstoffen genutzt und die
artemisinin-based comination therapy (ACT) stellt den derzeitigen Goldstandard der Malaria-
Therapie dar. Allerdings wurden auch fiir Artemisinin bereits Resistenzen gefunden, welche
auf eine Mutation des KELCH-13 Gens zuriickzufiihren sind. 109110

Aufgrund dieser wachsenden Resistenzlage, welche bereits alle verfligbaren Arzneistoffe
betrifft, ist es notig Substanzklassen zu finden, die neue Ziele angreifen und neue

Wirkmechanismen verwenden.

1.3.3 PfFNT als valides drug target

Wie bereits in Kapitel 1.3.1 beschrieben, benétigt der Parasit P. falciparum in seiner
erythrozytdaren Wachstumsphase groRe Mengen Glukose. So setzen infizierte Erythrozyten
zwei GréRBenordnungen mehr Glukose um als nicht-infizierte.®> Der schematische Energiefluss
eines infizierten Erythrozyten ist in Abb. 1.3 dargestellt.

Die Glukose wird durch den Glukose-Transporter 1 (GLUT1) in den Erythrozyten
transportiert,!!  diffundiert weiter durch die leicht permeable parasitophore

Vakuolenmembran!12

und wird anschliefend vom plasmodialen Hexose-Transporter PfHT von
dem Parasiten aufgenommen.'’®> Die Glukose wird im Rahmen der Glykolyse, unter
Gewinnung von Adenosintriphosphat (ATP), zu Pyruvat oxidiert. AnschlieBend wird, durch die
Lactat-Dehydrogenase (LDH) katalysiert, das Pyruvat zu Lactat reduziert. Bei der Glykolyse
entstehen aus 1 Mol Glukose 2 Mol L-Lactat und Protonen. Diese groRe Menge L-Lactat muss
aufgrund des zunehmenden osmotischen Stresses und des sinkenden pH-Wertes aus dem

Parasiten geschleust werden. Es war lange Zeit unbekannt, wie Plasmodien diese Menge

L-Lactat aus der Zelle exportieren.**'1> F{ir diesen Vorgang nutzt der Parasit, hier im
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speziellen Plasmodium falciparum, PfFNT.#%® Dieser Lactat-Transporter ist in der Lage, groRe
Mengen L-Lactat aus dem Parasiten in den Erythrozyten abzugeben. Der Erythrozyt, welcher
seinen Energie Bedarf ebenso Uber die Glykolyse deckt, ist gut in der Lage das zusatzliche
Lactat Uber hMCT1 in den Blutstrom abzugeben. Alternativ werden aber auch die
plasmodialen Transportproteine des new permeability pathway (NPP) und plasmodial surface
anion channel (PSAC) genutzt.'1®

Der von PfFNT vermittelte Export von Lactat aus der Zelle der Parasiten stellt einen
Schlusselschritt im Energiestoffwechsel von Plasmodien dar. Ohne diesen Schritt wiirden die
zelluldren Vorgdnge des Erregers einbrechen und der Parasit absterben. Aufgrund des
ubiquitdaren Vorkommens der in der Glykolyse beteiligten Enzyme, ware eine pharmazeutische
Intervention, wenn (iberhaupt, nur mit massiven Nebenwirkungen moglich. Der Export von
L-Lactat aus dem Erythrozyten ist ebenso schwer angreifbar. Die Hemmung von hMCT1 zeigte
keine Wirkung auf P.falciparum. Ein moglicher Grund konnte eine ausreichende Pufferwirkung
im Inneren des Erythrozyten sein. Oder aufgrund alternativer Export-Moglichkeiten von
L Lactat, wie dem Plasmodial Surface Anion Channel (PSAC) (vgl. Abb. 1.1).*' Dies bedeutet,
dass der vitale Energiestoffwechsel nur von zwei Punkten aus adressierbar ist: Durch
Hemmung der Glukoseversorgung von PfHT und der Hemmung des Lactat-Exportes durch

PFFNT.

13
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D-Glukose

P. falciparum
Zytosol —
pH 7,3

2 Pyruvat/H*
lLDH
Parasitophore 2 L-Lactat/H*
Vakuole

pH 6,8

Abb. 1.3: Energiefluss eines mit Plasmodien infizierten Erythrozyten. Glukose wird liber den GLUT1 in den
Erythrozyten aufgenommen und nach der Diffusion durch die Membran der parasitophoren Vakuole Gber den
PfHT in den Parasiten transportiert. Im Plasmodium wird die Glukose anaerob tber die Glykolyse zu Pyruvat
oxidiert, welches wiederum durch die LDH zu L-Lactat reduziert wird, wodurch die fiir die Glykolyse benétigten
Reduktionsdquivalente wiederhergestellt werden.

Die Hemmung von PfENT fuhrt zu einer Akkumulation von L-Lactat/H* und daraus resultierend
zu einer Ansauerung des plasmodialen Zytosols, was letztlich zum Tod des Erregers fiihrt.66:118
Ein spezifischer Inhibitor, welcher dieses Ziel erreichte, ist MMV007839 [1].1'° Diese Substanz

wird weiter in Kapitel 1.3.5 beschrieben.

1.3.4 Transportmechanismus von PfFNT

Erste Untersuchungen des Transportmechanismus von Formiat-Nitrit-Transportern erfolgten
durch elektrophysiologische Experimenten am EcFocA. Dabei fiel zunachst auf, dass ab einem
pH-Wert unter 5,1 kein Formiat mehr transportiert wird. In Kombination mit verschiedenen
Strukturdaten flhrte dies zu der Annahme, dass die Transportpore von EcFocA durch einen
Gating-Mechanismus des N-Terminus blockiert wird.??° Die Untersuchung der Struktur fiihrte
anschlieRend zu der Annahme, dass das zentrale Histidin eine entscheidende Rolle beim
Transport spielt. Dieses soll das Anion protonieren, wodurch das korrespondierenden
Neutralteilchen gebildet wird, welches dann die lipophile Engstelle passieren kann 64121122
Spater wurde das Transportverhalten allerdings mit *C-markiertem Substrat untersucht,

wodurch im Gegensatz zu elektrochemischen Tests auch ungeladene Teilchen detektiert

14
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werden konnten. Diese Versuche zeigten bei sinkendem pH-Wert sogar eine Zunahme des
Transports, wodurch ein Protonen-Co-Transport festgestellt werden konnte. Auch bei diesen
Untersuchungen stellte sich das zentrale Histidin als essenzieller Bestandteil des
Transportmechanismus heraus, ein Protonierungsschritt konnte allerdings nicht
nachgewiesen werden.1?3124 Zusatzlich wurde ein konserviertes Lysin am Poreneingang aller
FNTs identifiziert, welches eine elektrostatische Anziehung auf die Substrat-Anionen auslibt.
Wahrend das Substrat-Anion weiter in die Pore des Transportpfades gelangt, sinkt dabei die
Aziditat des Substrates und eine Protonierung durch das Bulkwasser erfolgt. Das dabei
entstehende Neutralteilchen kann nun die lipophile Engstelle passieren.’?3'2> Dieser
Transportmechanismus wird schematisch in Abb. 1.4 dargestellt. Da die Anionen-Leitfahigkeit
bei neutralen pH-Werten in den elektrophysiologischen Studien gezeigt werden konnte, liegt
die Annahme nahe, dass eine gewisse Restaktivitat fiir geladene Teilchen mdglich ist. Die

physiologische Relevanz dessen ist jedoch fragwiirdig.'?®

-
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Abb. 1.4: Transportmechanismus von Formiat-Nitrit-Transportern. Das dissoziierte Substrat wird durch die
positive Ladung des konservierten Lysins angezogen. Durch die sinkende Aziditdt des Substrates im Inneren der
Substratpore, wird das Anion vom Bulkwasser protoniert. Das so entstehende Neutralteilchen kann nun durch
die lipophile Engstelle gelangen. Abbildung nach WIECHERT UND BEITz.%%”

Der beschriebene Mechanismus lasst sich weder eindeutig den Transportern noch den
Kanalen zuordnen. Der den Aquaporinen dhnliche Aufbau und die geringe Substrataffinitat

deuten auf einen Kanal hin.>12%128 Der fiir den Substrattransport genutzte Protonengradient
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spricht allerdings eher fiir einen sekundaren Transporter. Ein dhnliches Bild zeigt sich zum
Beispiel bei den Ammonium-Transportern.'?° Dieses Phdnomen tritt haufiger beim Transport
sogenannter Shapeshifter Substrate auf, also schwache Sduren und Basen, welche in

unterschiedlichen Formn vorliegen kénnen.3°

1.3.5 Entwicklung eines PfFNT Inhibitors

Die Substanz MMV007839 [1], welche bereits in Kapitel 1.3.3 erwadhnt wurde, wurde in einem
Screening der Malariabox fiir PFFNT-Inhibitoren entdeckt.''® Die Malariabox ist eine Sammlung
verschiedener Substanzen mit nachgewiesener Wirkung gegen P. falciparum, fiir die jedoch

noch kein target bekannt ist.13!

A
F OH (o] (o]
F 4>
F X — F
F F F T CH
HO o/CH“ F o) o7
OH
F
MMVO007839 (1) MMVO007839 (1)
(offene Wirkform) (geschlossene Transportform)
B

Abb. 1.5: MMV007839 [1] — Prodrug-Prinzip und postulierter Bindemodus. A) MMV007839 [1] vollzieht einen
internen Ringschluss durch die Reaktion der vinylogen Carbonsdure mit der phenolischen Hydroxygruppe. Dieses
entstehende Chroman-Derivat stellt eine ungeladene Transportform dar. B) Der postulierte Bindemodus erinnert
an zwei Lactat-Molekile, welche ungeladen (Fluoralkyl) nahe der lipophilen Engstelle und geladen (vinyloge
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Carbonséaure) vorliegen. Die Hydroxygruppe flihrt allerdings bei forcierten Bedingungen zu der G107S-Mutation,
welche den Inhibitor sterisch behindert.

Die Substanz [1] besteht aus einer vinylogen Carbonsdure mit einer Pentafluoralkylkette und
einer aromatischen Komponente, welche eine Methoxygruppe in Position 4 und eine
Hydroxygruppe in Position 2 tragt.

Diverse Modifikationen an der vinylogen Carbonsdure bestatigten, dass es sich bei diesem
Strukturmerkmal um das Pharmakophor handelt. Die Methoxygruppe ist fiir die Aufnahme in
den Parasiten relevant. Beim Vergleich der ICso-Werte an rekombinant exprimiertem PfFNT in
S. cerevisiae mit den ECso Werten aus dem in vitro Test gegen Malaria-Parasiten, waren die
ICso Werte mit Derivaten ohne Methoxygruppe vergleichbar mit MMV007839 [1], die ECso
Werte jedoch hoher.

Die Fluoralkylkette ist in einem gewissen Rahmen modifizierbar. So ist es moglich die
Fluoratome ohne grofRere Wirkungsverluste gegen Chlor auszutauschen. Die Verkiirzung fiihrt
hingegen zu einer Verschlechterung der Wirkung.

Die Hydroxygruppe in 2-Position am Aromaten reagiert intramolekular mit der vinylogen
Carbonsaure, dabei kommt es zu einem Ringschluss und ein Chroman-Derivat entsteht. Diese
Form des Inhibitors ist ungeladen und es ist anzunehmen, dass dies eine Transportform
darstellt, die in den Parasiten gelangen kann. Die Wirkung entsteht allerdings durch die
offenkettige Form, welche in den schmalen Transportpfad von PfENT eindringt und diesen fir
L-Lactat blockiert. Dies zeigten Versuche mit Inhibitoren ohne die Hydroxygruppe, welche
konstant in der offenkettigen Form vorliegen. Diese Substanzen zeigten keine
Verschlechterung des ICso-Wertes auf der Proteinebene.

Die dauerhafte Behandlung der Parasiten mit dem dreifachen der ECso von MMV007839 [1],
flihrte allerdings zur Selektion einer Punktmutation, die durch einen Aminosaureaustausch zur
Resistenz gegeniber dem Inhibitor fuhrt. In der Mutation G107S fuhrt das Serin zu einem

ZusammenstoR mit der Hydroxygruppe von MMV007839 [1].

124 132

Diverse andere FNTs von Spezies wie Entamoeba histolytica'** oder Toxoplasma gondii
weisen an der Stelle 107 ein Glycin auf, lediglich das FNT von Babesia bovis hat an der
entsprechenden Stelle ein Serin.'® Weiterhin I4sst sich feststellen, dass diese
Resistenzmutation unflexibel ist, da der Einbau einer anderen Aminosdure den Lactat-
Transport stoppen wiirde.'*®

Die Verwendung der bereits erwdhnten offenkettigen Inhibitoren zeigte den postulierten

Zusammenstol} deutlich. Das Entfernen der Hydroxygruppe verbesserte den ICso-Wert gegen
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PfFNT G107S um den Faktor 10. Diese Verbesserung war jedoch nicht stark genug, um einen
Inhibitor zu erhalten, der potent genug war, um die Resistenzmutante effizient zu hemmen.
Zusatzlich trat das Problem auf, dass die Hydroxygruppe fiir das interne Prodrug fehlte, was
sich deutlich durch die Verschlechterung der ECso-Werte gegen die Parasiten in Blutmedium
zeigte.

Dieser Aminosaure-Austausch sprach jedoch auch fiir den postulierten Bindemodus (vgl. Abb.
1.5), welcher im spaten Verlauf dieser Arbeit durch die Strukturaufklarung mittels Kryo-
Elektronenmikroskopie bestatigt wurde.'® Dies ermdglicht in Zukunft weitere gezielte

Wirkstoffentwicklungen.

1.4 Zielsetzung der Arbeit

Ziel dieser Arbeit war es, pharmazeutisch relevante, lactatleitende Membranproteine besser
zu charakterisieren und neue Modulatoren zu finden.

Zunachst sollte dabei das zu Beginn dieser Arbeit noch wenig untersuchte hMCT11
rekombinant exprimiert werden. Bei Gelingen dieser Aufgabe, sollte das Substratspektrum
und allen voran die Lactat-Leitfdhigkeit untersucht werden. Letztlich sollten die T2D
Mutationen auf der Proteinebene in vitro untersucht werden, um Einflisse durch komplexe
physiologische Systeme zu vermeiden. Auf diese Weise sollte festgestellt werden, ob die
bekannten Mutationen zu einer direkten Veranderung in der Funktionsweise des Proteins
fiihren, oder ob sie Teil eines multifaktoriellen Mechanismus in einem groRReren
physiologischen Kontext sind.

Weiterhin sollte das plasmodiale Lactat-Transportprotein PfFNT untersucht werden. Von
diesem existiert die Mutante PfFNT G107S, die gegeniiber dem potenten Inhibitor
MMV007839 [1] resistent ist. Hierbei sollte zunachst ein Inhibitor gefunden werden, der in
der Lage ist, die Resistenzmutante in S. cerevisiae exprimiert zu hemmen.

Dabei sollten zusatzliche Modifikationen an der Inhibitor-Struktur durchgefiihrt werden, um
das Verstandnis der Substanzklasse weiter zu erhdhen und weitere Modifikationen zu
ermoglichen.

Entstehende Inhibitoren sollten zudem auch auf die FNT anderer Plasmodium-Spezies
angewendet werden, um zu testen, ob die Klasse der Inhibitoren das Potenzial hat, ein weites

Wirkungsspektrum unter Plasmodien zu erreichen.
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Letztlich sollte das Problem des fehlenden Prodrug Prinzips gelost werden, sodass ein neuer
potenter PfFNT Inhibitor entsteht, welcher in der Lage ist in vitro die Malaria Parasiten

abzutoten.
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Gerate und Material

2 Gerate und Material
2.1 Chemikalien, Kits, Materialien

Anatrace, Maumee, USA

n-Dodecyl-B-D-Maltopyranosid (DDM)

AppliChem, Darmstadt

Natrium-L-Lactat, Polyoxyethylen (23)-laurylether (Brij® 35), Polyoxyethylen(20)-cethylether
(Brij® 58Xa), Calciumacetat, Magnesiumchlorid, Zinkacetat,
Polyoxyethylen(20)-sorbitanmonolaurat (Tween® 20), Natriumlaurylsulfat,

Phosphoenolpyruvat

Avanti Polar lipids, Alabaster, USA

E. Coli Polar Lipid Extract powder

Becton, Dickinson and Company, Heidelberg

Bacto™ Yeast Extract, Bacto™ Trypton

Bibby Sterilin, Stone, GroRRbritannien

Polygram SIL G/UV254-Polyester-Fertigfolien mit 0,20 mm Kieselgel 60

Bio-Rad, Miinchen

Clarity Western ECL Blotting Substrate, Bio-Rad QuickStart™ Bradford Protein Assay

Fluka, Buchs

Ammoniumformiat

GE Healthcare, Freiburg

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

Ampicillin, Tetramethylethylendiamin (TEMED), Agarose LE

Hartmann Analytic GmbH, Braunschweig

14C-Natriumformiat, **C-Natrium-L-lactat, **C-Natriumacetat, 1*C-Natriummalonat

J.T. Baker, Miinchen

Ethanol, Methanol, Isopropanol, Essigsaure, Salzsaure
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Macherey-Nagel, Diiren

NucleoBond PC 500

Merck Chemicals, Darmstadt

Amicon Ultra-4 Centrifugal Filter Unit with Ultracel-100 kDa cut-off membrane

MP Biomedical, lllkirch, Frankreich

Ethidiumbromid

New England BioLabs GmbH, Frankfurt

OneTaq® DNA Polymerase

Oxoid, Basingstoke, USA

Agar bacteriological

Peqlab, Erlangen

peqGold prestained protein marker ll|

Promega, Mannheim

Wizard® Plus SV Minipreps DNA Purification System

Qiagen, Hilden
Ni-NTA-Agarose, Faktor Xa Protease 400 U

Roche Diagnhostics, Mannheim

cOmplete™, EDTA-free Proteaseinhibitor, Pyruvatkinase, E. coli-tRNA, Restriktionsprotease

Faktor Xa

Roth, Karlsruhe

LB-Medium, LB-Agar, Milchpulver blotting grade, Rotiphorese® Blau R, EDTA, MES, HEPES,
TRIS-Acetat, Glycerol, Glukose, 2-Mercaptoethanol, Dialyseschlauch Visking (14 kDa cut-off),
Natriumazid, Natriumacetat, Sterilfilter Filtropur S 0.2, alle weiteren nicht aufgefiihrten

Chemikalien.

Sigma Aldrich, Miinchen

Natriumformiat, Lithiumacetat, Magnesiumacetat, Polyoxyethylenglycol 8000, Coomassie
G250, glass beads (sduregewaschen), Polyoxyethylen(20)-stearylether (Brij® 78),
Polyoxyethylen(20)-oleylether (Brij® 98), L-Arginin, L-Asparagin, L-Cystein, L-Glutamin, L-
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Lysin, L-Phenylalanin, L-Histidin, L-Isoleucin, L-Aspartat, L-Thyrosin, L-Tryptophan, L-

Threonin, L-Alanin, L-Glutamat, L-Prolin, L-Serin, Adenin, Uracil, Antifoam Y30

Siid-Laborbedarf, Gauting

Hi Yield® Gel/PCR DNA Fragment Extraction Kit

Thermo Fisher Scientific, Schwerte

Slide-A-Lyzer dialysis casette MWCO 10 kDa 3 ml, Restriktionsendonukleasen, RiboLock
RNAse Inhibitor, dNTPs, T4-DNA-Ligase, Calf Intestinal Alkaline Phosphatase (CIAP)

VWR International GmbH, Hannover

SzintillationsgefdaRe Snaptwist®

Zinsser Analytics, Frankfurt

Szintillation Cocktail Mix Quicksafe A

2.2 Gerate

Agilent Technologies

ZORBAX Eclipse XDB-C8 (4,6 x 150 mm, 5 mm)

Avestin, Mannheim

Liposomen-Extruder LiposoFast

B. Braun, Melsungen

Certomat MO Laborschittler

Beckman Coulter, Krefeld

Optima™ XL-80 K Ultrazentrifuge, Rotor 50.2 Ti, Rotor SW 60 T

Bio-Rad, Minchen

Power Pac 200, Trans-Blot SD semi-dry transfer cell

Eppendorf AG, Hamburg

BioPhotometer®

Heraeus holding, Hanau

Multifuge™ 1S-R, Kelvitron® T (Brutschrank), Biofuge™ Pico

IKA®-Werke GmbH & CO. KG, Staufen

Ikmag® Ret-GS (Magnetrihrer/Heizplatte)
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Infors HAT, Bottmingen, Schweiz

Brutschrank Minitron

Jasco, Gross-Umstadt

BiolLogic stopped-flow Anlage:

Spannungsquelle ALX 250, Photomultiplier PMS 250, MPS 70/2 microcompressor unit, FC-
15/7.5 Kiivette, SFM-2000 Mischeinheit, MOS-200 UV/Vis und Fluoreszenzspektrometer, BH-
10-61 UV-Monochromator, PCl connector block 6221, Biokine Software Version 4.70

Kern, Balingen-Frommern

Analysenwaage Typ ABS 120-4

Mettler-Toledo, GielRRen

Balance MS205DU Prazisionswaage, PB3002-S DeltaRange Prazisionswaage

New Brunswick Scientific, Edison, USA

Innova U535 Ultratiefkiihlschrank

Packard Instrument Company, Downers Grove, USA

Tri-Carb 2900TR Flussigszintillationszahler

Peqlab, Erlangen

PerfectSpin 24R gekiihlte Mikrozentrifuge, SDS-GelgieRstand und Laufkammer

Sartorius AG, Gottingen

BIOSTAT® APlus (Fermenter)

Schott Instruments, Mainz

Lab 850 pH-Meter

Scientific Industries, Bohemia, USA

Vortex-Genie 2

Sl Analytics, Mainz

pH-Elektrode Blueline 12 pH

Thermo Electron Corporation, Osterode

Heraeus Multifuge 1S-R Kihlzentrifuge
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Thermo Scientific, Schwerte

Hochdruck-Homogenisator French Press cell disrupter FA-078

VWR, Darmstadt

Puranity TU 6 UV/UF Wasseraufbereitungssystem

Waters
Waters 717 HPLC-Anlage plus Autosampler, 486 tunable absorbance detector, 1525 Binary
HPLC Pump

2.3 Plasmide und codierende DNA-Sequenzen

pDRTXa

fir Messungen mit S. cerevisiae, mit N-terminalem Hamagglutinin-Tag (HA-Tag) und C-

terminalem Hio-Tag*

pIVEX2.3w GFPAM1

fiir die zellfreie Produktion von GFP-Fusionsproteinen, mit N-terminalem Hamagglutinin-Tag

(HA-Tag) und C-terminalem Hio-Tag

PET-3a

fiir die zellfreie Proteinsynthese.

PfENT

Formiat-Nitrit-Transporter von P. falciparum, codonoptimiert, NCBI Gen-ID: 814480
PVENT

Formiat-Nitrit-Transporter von P. vivax, codonoptimiert, NCBI Gen-ID: 5473836
POFNT

Formiat-Nitrit-Transporter von P. ovale, codonoptimiert.

PMENT

Formiat-Nitrit-Transporter von P. malariae, codonoptimiert, NCBI Gen-ID: 39868377
PKFNT
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Formiat-Nitrit-Transporter von P. knowlesi, codonoptimiert, NCBI Gen-ID: 7320429

PbENT

Formiat-Nitrit-Transporter von P. berghei, codonoptimiert, von Genscript synthetisiert

hMCT1

humaner Monocarboxylat-Transporter 1, NCBI Gen-ID: 6566

2.4 Verwendete Mikroorganismen

E. coli Stamm
DH5a (F-®80lacZAM15 A(lacZYA-argF) U169 recAl endA1l hsdR17(rk-, mk+) phoA supE44 thi-
1 gyrA96 relAl A-).

S. cerevisiae Stamm

W303-1A Ajenl Aady?2, zur Verfiigung gestellt von M. Casal 134
(MATa, can1-100, ade2-1oc, his3-11-15, leu2-3,-112, trp1-1-1, ura3-1, jenl::kanMX4,
ady2::hphMX4).

2.5 Antikorper

Anti-Hamagglutinin

Priméarantikérper (monoklonal, Maus) gegen das Hamagglutinin-Epitop YPYDVPDYA

Roche

Anti-Histidin
Primarantikorper (monoklonal, Maus) gegen das HHHHH-Epitop.

Qiagen

Goat-Anti-Mouse

Sekundarantikorper (polyklonal, Ziege) gegen Maus-IgG, konjugiert mit
Meerrettich-Peroxidase

Jackson ImmunoResearch
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2.6 Oligonukleotide

Sofern nicht anders angegeben, wurden Oligonukleotide von Invitrogen bezogen.
GrolRbuchstaben zeigen die Zugehorigkeit zur Originalsequenz. Kleinbuchstaben signalisieren

Modifikationen.

2.6.1 Mutations-Primer

hMCT11 P2D fw
ggatccctgcagATGgatGCTCCCCAGCGG

hMCT11 P2D rv
CATctgcagggatccactagtTGTCCGCgT

2.6.2 Sequenzier-Primer

PMAS
CTCTCTTTTATACACACATTC

ADH3
CATAAATCATAAGAAATTCGC

hMCT11 fw
TCGCCAGCGATCTGCTGCATCTCTACCTCG

hMCT11 rv
TCATCAGCATCATCACCAGCCCTGTGG

2.6.3 Klonierungs-Primer

hMCT11 SpeBamHPst
ttactagtggatccctgcagATGCCAGCTCCCCAGCGG

hMCT11 Xho
agctcgagACAAGTGGTGTCCAGAGTGG

2.7 Puffer, Medien und Losungen

Alle angegebenen Medien wurden autoklaviert. Puffer wurden sterilfiltirert. Sofern nicht

anders angegeben wurden alle Losungen mit gereinigtem Wasser hergestellt.
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2.7.1 Molekularbiologie

LB-Agarplatten

35 g LB-Agar (Lennox), 1000 ml gereinigtes Wasser, ggf. Zusatz von 0,01 % Ampicillin

LB-Flissigmedium

20 g LB-Medium (Lennox), 1000 ml gereinigtes Wasser, ggf. Zusatz von 0,01 % Ampicillin

YPD-Agarplatten

20 g Pepton, 10 g Yeast Extract, 20 g Glukose, 0,1 g NaOH, 20 g Agar, 1000 ml gereinigtes

Wasser

YPD-Flussigmedium

20 g Pepton, 10 g Yeast Extract, 20 g Glukose, 1000 ml gereinigtes Wasser

SD-AHLW-Agarplatten

1,7 g Yeast Nitrogen Base, 20 g Glukose, 1000ml gereinigtes Wasser, pH-Wert auf 5,6
einstellen und 20 g Agar hinzugeben. Autoklavieren, abkihlen lassen und 5 ml Adenin
(5 mg/ml), 1ml L-Histidin (20 mg/ml), 5 ml L-Leucin (20mg/ml) und 2 ml Tryptophan (5 mg/ml)

Zusetzen.

SD-AHLW-Flissigmedium

1,7 g Yeast Nitrogen Base, 20 g Glukose, 1000 ml gereinigtes Wasser und pH-Wert auf 5,6
einstellen. Autoklavieren, abkihlen lassen und 5 ml Adenin (5 mg/ml), 1 ml L-Histidin

(20 mg/ml), 5 ml L-Leucin (20 mg/ml) und 2 ml Tryptophan (5 mg/ml) zusetzen.

TAE-Puffer
40 mM Tris-Acetat (pH 8,0), 1 mM EDTA

10x OrangeG Ladepuffer

0,4 % Orange G, 30 % Glycerol, 100mM EDTA

Ethidiumbromid (10mg/ml)

1 Tablette Ethidiumbromid, 10 ml gereinigtes Wasser
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2.7.2 Proteinchemie

Puffer B
25 mM Tris, 5 mM EDTA; pH 7,5.

Puffer M
100 mM Natriumphosphat, 50 mM NaCl.

4x SDS-Ladepuffer

0,25 M Tris, 40 % Glycerol, 0,02 % Bromphenolblau, 8 % SDS, 400 mM DTT; pH 8,0.

4x Trenngelpuffer

1,5 M Tris, 0,4 % SDS; pH 8,8.

4x Sammelgelpuffer

0,5 M Tris, 0,4 % SDS; pH 6,8.

10x Kathodenpuffer

1,92 M Glycin, 0,25 M Tris-HCl, 1 % SDS; pH 8,2-8,6.

5x Transferpuffer

5 mM TRIS, 38,4 mM Glycin, 0,0075 % SDS, 20 % Methanol; pH 8,3.

Coomassie-Farbeldsung

600 ml Rotiphorese®-Blau R, 397,5 ml gereinigtes Wasser.

Entférbel6sung

10 % Eisessig, 30 % Ethanol.

10x TBS-Puffer
0,2 M TRIS-HCI, 1,35 M Natriumchlorid; pH 7,6.

TBST-Puffer
100 ml 10x TBS-Puffer, 900 ml gereinigtes Wasser, 1 ml Tween 20.

MTBST-Puffer
1,2 g Milchpulver blotting grade, 40 m| TBST-Puffer.
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2.7.3 “C-Substrataufnahmeassay

Messpuffer (pH 6,8)

50 mM HEPES, 50 mM Tris, mit gereinigtem Wasser auf das gewlinschte Volumen auffiillen

und den bendtigten pH-Wert mit 25 % Salzsdure bzw. 1 M NaOH-LOsung einstellen.

Messpuffer (pH 4,8)

50 mM Tris, 50 mM Citronensaure, mit gereinigtem Wasser auf das gewiinschte Volumen

auffiillen und den bendtigten pH-Wert mit 25 % Salzsaure bzw. 1 M NaOH-Losung einstellen.

Substrat-Puffer

5 mM des zu untersuchenden Substrats mit dem jeweiligen Messpuffer

2.8 Zellfreie Proteinsynthese

Reinigungspuffer

20 mM Tris-HCI, 150 mM Natriumchlorid, entsprechendes Detergens, pH 8,0.

Aminosauremix

4 mM jeder proteinogenen Aminosaure.

RWCMDE
16,7 mM von jeweils Arginin, Tryptophan, Cystein, Methionin, Asparaginsdure und

Glutaminsaure.

HEPES-EDTA-Puffer

2,5 M HEPES, 0,5 M EDTA, pH 8,0.

NTP-Mix
360 mM ATP und je 240 mM CTP, GTP und UTP.

Liposomenpuffer

5 mM HEPES, 5 mM MES, 200 mM Saccharose, 100 mM Kaliumchlorid; pH 6,8.

Gradientenl6sung

5 mM HEPES, 5 mM MES, 200 mM Saccharose, 100 mM Kaliumchlorid, 400 mM L-Lactat

oder Pyruvat; pH 6,8.
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2.9 S30-Extrakt und T7-RNA-Polymerase

S30 Puffer
10 mM Tris-Acetat, 14 mM Magnesiumacetat, 0,6 mM Kaliumacetat, pH 8,2.

S30-Puffer A
10 mM Tris-Acetat, 14 mM Magnesiumacetat, 0,6 mM Kaliumacetat, 6 mM

B-Mercaptoethanol; pH 8,2.

S30-Puffer B
10 mM Tris-Acetat, 14 mM Magnesiumacetat, 0,6 mM Kaliumacetat, 1 mM DTT; pH 8,2.

S30-Puffer C
10 mM Tris-Acetat, 14 mM Magnesiumacetat, 0,6 mM Kaliumacetat, 0,5 mM DTT; pH 8,2.

2x YTPG-Medium

50 g Hefeextrakt, 80 g Bactotrypton, 25 g Natriumchlorid, ad 4,5 | gereinigtes Wasser.

S30-Phosphatpuffer

14,95 g KH,POa4, 45,65 g K2HPO4, 250 ml gereinigtes Wasser, autoklaviert.

S30-Glukose-Lsg.

99 g D-Glukose, 500 ml gereinigtes Wasser, sterilfiltriert.
T7-Puffer

30 mM Tris-HCl, 10 mM EDTA, 50 mM NaCl, 5 % Glycerol, 10 mM B-Mercaptoethanol, auf

pH 8,0 eingestellt.
T7-Puffer Il

30 mM Tris-HCI, 10 mM EDTA, 20 mM NaCl, 5 % Glycerol, 10 mM B-Mercaptoethanol, auf

pH 8,0 eingestellt.

T7-Dialysepuffer

10 mM Tris-HCI, 1 mM EDTA, 10 mM NaCl, 1 mM DTT, auf pH 8,0 eingestellt.
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2.10 Stabilitatsuntersuchung

Puffer pH 1,1
4,8 ml Citrat-Lsg. (0,1 M) und 95,2 ml Salzsaure-Lsg. (0,1 M).

Puffer pH 3,0
40,3 ml Citrat-Lsg. (0,1 M) und 59,7 ml Salzsaure-Lsg. (0,1 M).

Puffer pH 5,0
0,95 ml Natriumhydrogenphosphat-Lsg. (1/15 M) und 99,05 ml Dihydrogenphosphat-Lsg.
(1/15 mol/l).

Puffer pH 7,0
61,2 ml Natriumhydrogenphosphat-Lsg. (1/15 M) und 38,8 ml Dihydrogenphosphat-Lsg.
(1/15 mol/l).

Puffer pH 9,0
87,6 ml Glycin-Lsg. (0,1 M) und 12,4 ml Natriumhydroxid-Lsg. (0,1 M).

PBS-Puffer pH 7,4

80 g NaCl, 2 g KCl, 14,2 g Na;HPO4 x 2 H,0, 2 g KH2PO4, ad 1000 ml mit ddH,0, auf pH 7,4 mit

NaOH und HCI eingestellt, autoklaviert.

2.11 Synthese und Analytik

2.11.1 Chemikalien

Verwendete Chemikalien wurden von ABCR, Acros, Alfs-Aesar, Fluka, Merck, Roth und TCl

bezogen und ohne weitere Verarbeitung eingesetzt.

2.11.2 Mitteldruckfliissigchromatographie

Zur Aufreinigung der Syntheseansatze wurde eine Mitteldruckflissigchromatographie (MPLC)
der Firma Roth bei einem Druck von 4-5 bar an Kieselgel 60 (40-63 um) durchgefiihrt. Fir die
Elution wurde ein FlieRmittelgemisch aus Cyclohexan und Essigsdureethylester (9:1) genutzt,
die Detektion erfolgte bei 254 nm.

Folgende Instrumente wurden verwendet:
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Pumpe: Labomatic MD-80/100 Mitteldruck Kolbenpumpe
Druck-Mess-Begrenzer: Labomatic MB-10

Pulsationsdampfer: Labomatic MDP-20

Steuereinheit: Labomat VS-200

Detektor: Labocord-200 UV-Spektrometer

Schreiber: Flachbrettschreiber BD 40 04 (Kipp & Zonen (Holland))
Saule: Labochrom MPGC-Chromatographiesdule 205 ml

2.11.3 NMR-Spektroskopie

Es wurde ein Kernresonanzspektrometer Bruker Avance Ill 300 verwendet, die Auswertung

erfolgte mit Bruker Topspin 2.1 Software.

H-NMR:
Messfrequenz = 300,13 MHz
Die chemische Verschiebung wurden auf folgende Signale der eingesetzten Losemittel

bezogen: [Ds]-DMSO in [De]-DMSO 39,52 ppm und CHClz in CDCl3 7,26 ppm.

13C-NMR:
Messfrequenz = 75,47 MHz
Die chemische Verschiebung wurden auf folgende Signale der eingesetzten Losemittel

bezogen: [Dg]-DMSO 39,52 ppm und CDCls 77,16 ppm.

2.11.4 Massenspektroskopie

Bruker Amazon SL lonenfallen-Massenspektrometer

Vorgeschaltete HPLC-Anlage: Agilent 1260 HPLC-System (Saule: Waters Xterra MS C8, 4,6 x
50 mm, 3,5 um, mit Phenomenex Security Guard C18-Vorsaule 3 x 4 mm), Elektronenspray-

lonisierung (ESI), Bruker Data Analysis 4.0 Software.

Elutionsparameter:

Eluent A: 0,1 %ige Essigsaure in destilliertem Wasser; Eluent B: Acetonitril
Gradient: 0-2,5 min (97 % A, 3% B), 2,5-5,5 min (95 % A, 5 % B), 5,5-10 min (35 % A, 65 % B),
10-11 min (100 % B).

33



Software

2.11.5 Diinnschichtchromatographie

Polygram SIL G/UV254-Polyester-Fertigfolien mit 0,20 mm Kieselgel 60 und Fluoreszenz-
Indikator (Macherey-Nagel, Diiren)

Detektion: Fluoreszenzloschung bei 254 nm

2.12 Software

Die Darstellung von chemischen Strukturen, sowie die Berechnung der physikochemischen

Eigenschaften erfolgte durch MarvinSketch (ChemAxon).

Das Fitting samtlicher Kurven, sowie deren graphische Darstellung erfolgte durch GraphPad

Prism Version 9.1.
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3 Methoden
3.1 Molekularbiologische Methoden

3.1.1 Herstellung kompetenter E. coli Zellen

Die Durchfuhrung erfolgte durch Anna Fuchs.

Die kompetenten E. coli Zellen wurden nach COHEN et al. mittels der Calciumchlorid-
Methode®3> hergestellt: Eine einzelne Kolonie des beschriebenen DH5a-Stammes wurde in 5
ml LB-Medium gegeben und etwa 9 h bei 37 °C und 200 U/min inkubiert. Mit dieser Vorkultur
wurden 100 ml Hauptkultur, ebenfalls LB-Flissigmedium, angeimpft und bei 20 °C und 200
U/min bis zu einer ODsgo von 0,4 bis 0,6 heranwachsen gelassen. Die Zellen kiihlten auf Eis 10
min ab und wurden bei 2000 g und 4 °C 10 min zentrifugiert. Das entstandene Pellet wurde
mit 30 ml kalter Calciumchlorid-Lésung (0,1 M) resuspendiert und 10 min auf Eis inkubiert.
AnschlieBend wurde die Zentrifugation (2000 g, 4 °C, 10 min), das Resuspendieren (20 ml kalte
Calciumchlorid-Losung) und die Inkubation auf Eis (20 min) erneut durchgefiihrt. Nach
weiterem Zentrifugieren (2000 g, 4 °C, 10 min) wurde das Zellpellet mit 10 ml Losung (20 %
Glycerol und 0,1 M Calciumchlorid) resuspendiert und mindestens 4 h auf Eis gelagert. Die
Zellsuspension wurde letztlich aliquotiert und bei -80 °C gelagert. Verwendet wurden lediglich
kompetente E. coli Zellen, welche bei einer Transformation mit 1 ng Plasmid-DNA mindestens

10° koloniebildende Einheiten je Mikrogramm DNA hervorbrachten.

3.1.2 Schnelltransformation von E. coli

Fiir die Transformation kompetenter E. coli Zellen (siehe 3.1.1) wurden diese zunachst 5 min
auf Eis angetaut, 1 pl praparierter Plasmid-DNA (3.1.4) hinzugegeben und die Zellen 20 min
auf Eis inkubiert. AnschlieRend wurden 20 ul der Zellsuspension auf einer LB-Agarplatte mit

Ampicillin ausgestrichen.

3.1.3 Dauerkulturen von E. coli

Es wurden 500 pl 80 % sterilen Glycerols mit 1000 ul frischer E. coli Ubernachtkultur vermischt
und bei -80 °C gelagert.

3.1.4 DNA-Isolierung

Plasmid-DNA wurde mit dem Minipraparation Kit Wizard Plus SV Minipreps DNA Purification
System isoliert. Eine einzelner E. coli Klon wurde in 5 ml Ampicillin-haltigem LB-Flissigmedium

Uber Nacht bei 37 °C inkubiert. Die Isolierung der Plasmid-DNA erfolgte nach
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Herstelleranweisung, mit der einzigen Abweichung, dass fur die Elution 50 ul steriles,

gereinigtes Wasser verwendet wurde.

3.1.5 Agarosegel-Elektrophorese

Zur Auftrennung von DNA-Fragmenten wurde die Agarosegel-Elektrophorese eingesetzt. Es
wurde 1 % Agarose in 50 ml TAE-Puffer suspendiert und in der Mikrowelle erhitzt, bis sich die
Agarose gelost hat. In die Losung wurde 1 pl Ethidiumbromid (10 mg/ml) gegeben. Nachdem
das Agarosegel ausgehartet war, wurde es in TAE-Puffer Gberfihrt. Die Proben wurden 1:10
mit Ladepuffer gemischt und in die Taschen des Agarosegels gegeben. Die DNA-Fragmente
wurden 20 min bei 120 V getrennt. Bei einer Wellenlange von 366 nm wurde das DNA
interkalierte Ethidiumbromid detektiert. Die Gréf3e wurde mittels des A-Pst I-GroBenmarkers

abgeschatzt.

3.1.6 DNA-Isolierung aus Agarosegelen
Die DNA-Fragmente wurden zunachst aus dem Agarosegel geschnitten. Anschliefend wurde
das Hi Yield Gel/PCR DNA Fragment Extraction Kit verwendet, um die DNA aufzureinigen. Die

DNA wurde in etwa 50 pl gereinigtem und autoklaviertem Wasser gelost.

3.1.7 DNA-Konzentrationbestimmung

Um die Konzentration und Reinheit von DNA-LGsung zu bestimmen, wurde die Losung in
einem BioPhotometer vermessen. Die Konzentration der Probe wurde durch das Gerat direkt
ermittelt und ausgegeben. Es wurde durch entsprechende Verdinnung die bendtigte
Absorption bei 260 nm im Lambert-Beer‘schen Bereich eingestellt. Die Reinheit wurde durch
das Verhdltnis der Absorptionen bei 260 nm wund 280 nm bestimmt, um

Proteinverunreinigungen zu ermitteln. Dieser Faktor sollte zwischen 1,8 und 2,0 liegen.

3.1.8 Restriktionsverdau

Es wurden 1 pg DNA in 20 pl des entsprechenden Inkubationspuffer mit den entsprechenden
Restriktionsenzymen 1 h inkubiert. Die Wahl des Inkubationspuffers erfolgte nach Angaben

des Herstellers fur die gewadhlten Restriktionsenzyme.

3.1.9 Ligation

Die Ligation von DNA-Fragmenten und Plasmid-Vektor erfolgte in einem Verhaltnis von etwa
3:1. Die DNA wurde dabei mit der T4-DNA-Ligase und dem entsprechenden Ligationspuffer in

einem Volumen von 10 pl fiir 1 h bei Raumtemperatur inkubiert.
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3.1.10 Polymerasekettenreaktion
Fir die Polymerasekettenreaktion wurden etwa 30 ng der Plasmid-DNA mit 20 pmol

Oligonukleotiden, 10 pmol dNTP-Mix, 10 ul 5x PCR-Puffer und 1 U Tag-Polymerase versetzt.
AnschlieBend wurde der Reaktionsansatz auf 50 pl mit ddH20 aufgefiillt und folgendem

Temperaturprogramm ausgesetzt:

Tab. 3.1: PCR-Temperaturprogramm.

Temperatur / °C Dauer /s
94 60

28 Zyklen

94 15
Schmelztemperatur 20

68 70

68 30

8

Die Schmelztemperatur wurde anhand dieser Formel abgeschatzt:
Tm =64,9 + 41 x GC (%) — 600 N1

GC (%): GC-Gehalt des Primers

N: Anzahl der Basenpaare

3.1.11 In vitro Mutagenese

Um eine Punktmutation in eine DNA-Sequenz einzufligen, wurde das Quikchange Site-
Directed Mutagenisis Protokoll von Strategene verwendet. Die zu mutierende DNA wurde im
entsprechenden Vektor als template genutzt. Die Mutagenese-Primer in 5‘-Richtung
enthielten den Basenaustausch fir die Mutation. Die 3‘-Primer begann direkt hinter der
Mutationsstelle. Die Primer umfassten eine Lange von etwa 30 Basenpaaren. Diese konnte je
nach AT-Gehalt und Schmelztemperaturen jedoch variieren. Die Mutation wurde (iber eine
PCR mit der Pfu-Turbo DNA-Polymerase eingebracht (Tab. 3.2). Dabei wurden 0,5 pl der
template-DNA, jeweils 1,5 pl der Primer (25 uM), 4 ul dNTPs (2,5 mM), 5 ul Pfu-Puffer (10x),
0,8 pl Pfu-Turbo Polymerase und 36,7ul ddH20 verwendet. Das PCR-Produkt wurde
anschlieend mit 1 U Dpnl bei 37 °C Gber Nacht inkubiert. Von diesem Ansatz wurden 10 pl

flr die Transformation von E. coli verwendet (3.1.2).
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Tab. 3.2: PCR-Temperaturprogramm

Temperatur / °C Dauer / min
95 0,5

16 Zyklen

95 0,5

55 1

68 2/ kb

68 20

8

3.1.12 Transformation von S. cerevisiae

Die Transformation wurde in Anlehnung an die Methode von GIETZ UND ScHIESTL!3®
durchgefiihrt: Eine einzelne Kolonie des entsprechenden Hefestammes wurde iber Nacht in
5 ml YPD-Flussigmedium bei 29 °C und 220 U/min inkubiert. Mit Hilfe dieser Kultur wurde eine
40 ml Hauptkultur in YPD-Flissigmedium angesetzt und auf eine ODgoo von 0,2 eingestellt.
Diese wurde bei 29 °C und 220 U/min so lange inkubiert bis eine ODggo von 0,6 + 0,1 erreicht
war. Diese Hefekultur wurde zentrifugiert (4000 g, 5 min, 4 °C), mit 25 ml kaltem, sterilem
Wasser gewaschen und erneut zentrifugiert (4000 g, 5 min, 4 °C). SchliefRlich wurden die Zellen
mit 1 ml sterilem Wasser suspendiert. Von dieser Suspension wurden jeweils 100 pl fir eine
Transformation bendétigt. Es wurde eine frisch hergestellte Losung aus 240 ul 50 % (m/V) PEG
3500, 36 pl 1 M Lithiumacetatlésung, 50 ul single-stranded DNA (2 mg/ml in TE-Puffer,
einmalig flir 5 min bei 100 °C erhitzt) und 33 pl sterilen Wassers zu den Zellen gegeben. Im
Anschluss wurde 1 pl Plasmid-DNA zu der Suspension gegeben und diese héchstens 60 min
bei 42 °C inkubiert. AnschlieBend wurden die Zellen 30 s bei 17 200 g zentrifugiert und das
Pellet in 1 ml sterilem Wasser suspendiert. Diese Suspension wurde um den Faktor 100
verdinnt und davon 100 ul auf einer SD-AHLW-Agarplatte ausgestrichen. Die Inkubation der
Platte erfolgte bei 29 °C tber 3 bis 5 Tage.

3.2 Proteinchemische Methoden

3.2.1 Aufschluss von S. cerevisiae

Zunachst wurde eine einzelner Klon Giber Nacht in 5 ml SD-AHLW-Flissigmedium bei 29 °C und
220 U/min inkubiert. Mit dieser Vorkultur wurden 100 ml SD-AHLW-Flissigmedium
angeimpft, diese Hauptkultur wurde bis zu einer ODgoo von 1,0 + 0,1 wachsen gelassen und

anschlielend zentrifugiert (4000 g, 5 min). Das Zellpellet wurde anschlieBend jeweils mit
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50 ml kaltem Wasser und 10 ml kaltem Puffer B gewaschen und bei -80 °C eingefroren. Die
Zellen wurden daraufhin langsam auf Eis aufgetaut und mit 500 pl Puffer B und 500 uM
sauregewaschenen Glaskigelchen versetzt. Dieses Gemisch wurde etwa 15-mal fir 30s
gevortext. Zwischen diesen Intervallen wurden die Zellen fir mindestens 1 Minute auf Eis
gekiihlt. Durch Zentrifugation bei 1000 g fiir 5 min bei 4 °C wurden die Glaskiigelchen entfernt.
Der Uberstand wurde erneut 5 min bei 10 000 g und 4 °C zentrifugiert. Der resultierende
Uberstand wurde 45 min bei 100 000 g und 4 °C zentrifugiert, sodass die mikrosomale Fraktion
pelletierte. Dieses Pellet wurde mit 100 pl Puffer M resuspendiert und gegebenenfalls
bei -20 °C gelagert.

3.2.2 Proteinquantifizierung

Die Proteinquantifizierung wurde nach der Bradford-Methode 37 durchgefiihrt, hierbei wurde
das Bio-Rad Quickstart® benutzt. Die Proteinldsung wurde mit gereinigtem Wasser verdiinnt,
sodass in Summe 800 ml resultierten und eine spatere Absorption von 0,2 bis 0,8 vorlag und
mit 200 ul Bradford-Reagenz gemischt. Nach 5-mindiitiger Inkubation bei Raumtemperatur
wurde das Gemisch bei 595 nm vermessen. Der Blank wurde gleichbehandelt, lediglich die

Proteinlosung wurde gegen gereinigtes Wasser ersetzt.

3.2.3 SDS-PAGE

Die Proteinproben wurden liber ein 5 % Polyacrylamid-Sammelgel und 12,5 % Polyacrylamid-

Trenngel aufgetrennt. 138

Tab. 3.3 Zusammensetzung von zwei Polyacrylamidgelen.

Komponente Sammelgel / ml Trenngel / ml
Gereingtes Wasser 2,40 5,25
4x Sammelgel-/Trenngel- Puffer 1,00 3,00
Acrylamid-Lsg. (Rotiphorese Gel 40 (29:1)) 0,60 3,75
TEMED 0,006 0,01
Ammoniumperoxidsulfat-Lsg. 0,025 0,08

Die Proteinproben wurden mit SDS-Ladepuffer 30 min bei 37 °C inkubiert und ggf. bei -20 °C
gelagert. Als GroéBenmarker wurde PeqGold prestained Protein Marker Il verwendet.

Zunachst wurden die Proteine bei 160 V in der Grenze von Sammelgel und Trenngel
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konzentriert und anschliefend bei 200 V aufgetrennt. Die Trenngele wurden anschlielend

mittels Western Blot, Coomassie-Farbung oder fluorimetrisch untersucht.

3.2.4 Coomassiefarbung

Fiir diese Proteinfairbemethode wurde das Gel mindestens 15 min mit etwa 20 ml Farbeldsung
(Rotiphoresetextsuperscript® Blau R) geschittelt. AnschlieBend wurde das Gel bis zur
Entfarbung des Hintergrunds mit Entfarbeldsung oder Wasser behandelt.

3.2.5 Western Blot

139 yerwendet, um die Proteine aus dem

Fiir Western Blots wurde die semi-dry-Methode
Polyacrylamidgel auf eine PVDF-Membran zu Ubertragen. Die Membran wurde fiir 30s in
Methanol geschwenkt und anschlieBend mit Whatman® chromatography paper fiir 5 min in
Transferpuffer gegeben. Das SDS-Gel wurde auf der Membran platziert, von Ober- und
Unterseite mit drei Whatmane-Papieren flankiert und zwischen die beiden Elektroden der
blotting-Apparatur gelegt. Der Proteintransfer erfolgte bei 17 V liber 60 min. Die Membran
wurde daraufhin fiir mind. 1 h bei Raumtemperatur in MTBST geblockt. Anschliefend wurde
die Membran in Primarantikorper (Verdiinnung 1:5000 enthalten in 15 mI MTBST-Puffer) Gber
Nacht bei 4 °C inkubiert. Letztlich wurde die Membran dreimal fir etwa 15 min mit TBST-
Puffer gewaschen, 1,5 h in Sekundarantikorper (Verdiinnung 1:5000 in 15 ml MTBST-Puffer)
bei Raumtemperatur inkubiert und noch weitere drei Male unter beschriebenen Bedingungen

gewaschen. Mittels des Amersham™ ECL Plus Reagenzkits wurde der Sekundarantikorper

nachgewiesen und am Lumi-Imager™ ausgewertet.

3.3 Zellfreie Proteinsynthese

Fiir die zellfreie Synthese von Membranproteinen wurde das Continuous-Exchange-Cell-Free-
System (CECF-System) verwendet.'® Weiterhin wurden im Labor etablierte Systeme!4%142 quf
die gewiinschten Proteine lbertragen.

Das CECF-System besteht aus zwei, von einer Dialysemembran getrennten, Bereichen, dem
reaction mix (RM) und dem feeding mix (FM). Der RM stellt den Ort der eigentlichen
Proteinsynthese dar, wohingegen der FM ein Reservoir wichtiger Bausteine ist. Bei der
Proteinsynthese entstehende niedermolekulare Nebenprodukte, welche den Ablauf

verlangsamen wirden. Diese diffundieren durch die Membran und werden somit im
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grofRvolumigen FM verdiinnt. Genauere Angaben zur Durchfiihrung befinden sind in den

Kapiteln. 3.3.3 und 3.3.6.

3.3.1 Gewinnung eines S30-Extraktes

Fir die zellfreie Proteinsynthese wird ein Zellextrakt (hier S30-Extrakt genannt) bendtigt, der
die Transkriptions- und Translationsfaktoren liefert. Im Folgenden ist beispielhaft die
Produktion des Zellextrakts von E. coli (BL21(DE3)) in einem 5 | Fermenter dargestellt:

Die bendétigten Zellen wurden auf einer LB-Agarplatte ausgestrichen und Gber Nacht bei 37 °C
inkubiert. Anschliefend wurde eine einzelne Kolonie in 50 ml LB-Fliissigmedium {iberfliihrt und
erneut Uber Nacht bei 39 °C und 220 U/min inkubiert. Es wurden die S30-Glukose-Lsg. und der
S30-Phosphatpuffer zu dem im Fermenter autoklavierten 2x YTPG-Medium gegeben und im
Anschluss die 50 ml Vorkultur zusammen mit 500 pl Antifoam Y-30 hinzugefiigt. Bei 37 °C und
100 % Sauerstoffsattigung wurde die Kultur zu einer ODgoo von 2,5 bis 3,0 kultiviert. Nach
Erreichen der gewilinschten Wachstumsdichte wurde die Kultur rasch heruntergekiihlt, um
das Zellwachstum zu stoppen. Die Ernte der Zellen erfolgte bei 4500 g flir 15 min bei 4 °C,
gewaschen wurde drei Mal mit jeweils 150 ml kaltem S30-Puffer A und schlieRlich wurden die
Zellen bei -80 °C eingefroren. Nach langsamem Auftauen der Zellen auf Eis wurde kalter S30-
Puffer B hinzugegeben, das Volumen sollte 110 % des Zellgewichtes betragen. Die
suspendierten Zellen wurden bei 20 000 psi mit einem Hochdruck-Homogenisator french press
cell disruptor aufgeschlossen. Die aufgeschlossene Zellmasse wurde im Anschluss 30 min bei
30 000 g und 4 °C zentrifugiert, es resultierten drei erkennbare Phasen, das Zellpellet, der
Zellextrakt und ein Lipidiberstand. Dieser noch nicht aufgearbeitete Zellextrakt wurde
abpipettiert und ausreichend 4 M Natriumchlorid-Lsg. zugesetzt, sodass eine Konzentration
von 400 mM NaCl entstand. AnschlieRend wurde der Extrakt 45 min bei 42 °C im Wasserbad
geschwenkt und tGber Nacht zwei Mal mit jeweils 2,5 | S30-Puffer C bei 4 °C mit einem 14 kDa
cut-off dialysiert. Der dialysierte Extrakt wurde erneut bei 30 000 g fur 30 min bei 4 °C
zentrifugiert, es wurde erneut die mittlere Extraktfraktion entnommen, aliquotiert und bei -

80 °C gelagert.
3.3.2 Gewinnung von T7-RNA-Polymerase

Die Herstellung der T7-RNA-Polymerase erfolgte durch Dr. Folknand Helmstetter.
Die fur die zellfreie Proteinbiosynthese bendtigte T7-RNA-Polymerase wurde von BL21(DE3)
pPAR1219 E. coli Zellen gewonnen. Die Zellen wurden von einer LB-Amp-Agarplatte in 20 ml LB-

Amp-Flassigmedium Uberfihrt und Gber Nacht bei 37 °C inkubiert. Mit dieser Vorkultur
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wurden 2 | LB-Amp-Flissigmedium angeimpft. Diese Hauptkultur wurde bei 37 °C inkubiert,
bis sie eine ODeoo von 0,6-0,8 erreichte. Die Expression der T7-RNA-Polymerase wurde durch
die Zugabe von IPTG (1 mM Endkonzentration) induziert und die Zellen wurden anschlieBend
weitere 5 h inkubiert. AnschlieRend wurde die Zellsuspension bei 4500 g fiir 15 min bei 4 °C
zentrifugiert, das entstandene Zellpellet mit 60 ml T7-Puffer gewaschen und bei -80 °C
gelagert.

Die aufgetauten Zellen wurden mit 30 ml T7-Puffer Il resuspendiert und dreimal bei 20 000 psi
im  Hochdruck-Homogenisator french press cell disruptor aufgeschlossen. Die
aufgeschlossenen Zellen wurden bei 20 000 g fur 30 min bei 4 °C zentrifugiert. Das
entstandene Zelltriimmerpellet wurde verworfen, der Uberstand abgetrennt und mit
Streptomycinsulfat-Lésung versetzt (Endkonzentration 2 %). Die dabei prazipitierte DNA
wurde durch Zentrifugation bei 30 000 g fiir 30 min bei 4 °C entfernt. Mit einer Sepharose Q-
Sdule wurde die T7-RNA-Polymerase mittels Anionenaustauschchromatographie gereinigt.
Dafiir wurde die Probe, nach Aquilibrierung mit zwei Sdulenvolumen T7-Puffer Il auf die Siule
gegeben und mit dem 21-fachen Saulenvolumen an T7-Puffer, mit steigender NaCl-
Konzentration von 20-500 mM, bei 3 ml/min eluiert. AnschlieRend wurde die Sdule mit 2
Saulenvolumen 1M NaCl-haltigem T7-Puffer und 3 Saulenvolumen 20 % ethanolhaltigem T7-
Puffer nachgespiilt.

Die resultierenden Elutionsfraktionen und je 15 ml wurden bei 280 nm vermessen, um den
Proteingehalt zu ermitteln und anschlieBend durch einen Western Blot mit spezifischen anti-
T7-RNA-Polymerase-Antikorpern auf den T7-RNA-Polymerase Gehalt untersucht. Die T7-RNA-
Polymerase haltigen Fraktionen wurden vereint und mit einem Amicon Filter Device (30 kDa
cut-off) auf 8 mg/ml Gesamtprotein konzentriert. Die L6sung wurde anschlieBend Gber Nacht
bei 4 °C gegen 1 | T7-Dialyse Puffer bei 14 kDA cut-off dialysiert.
Zuletzt wurde die Losung mit Glycerol auf einen Proteingehalt von 4 mg/ml eingestellt und bei

-80 °C gelagert.
3.3.3 Analytische zellfreie Proteinsynthese

Um schnell viele verschiedene Bedingungen fiir eine optimale Proteinsynthese zu testen,
wurde zundchst ein analytischer Ansatz mit kleinen Volumina in entsprechenden
Reaktionskammern durchgefiihrt. Kleine Reaktionskammern wurden dabei mit einer

Dialysemembran bespannt.

42



Methoden

Tab. 3.4 Pipettierschema der verschiedenen Stocks fiir einen analytischen Ansatz bei der

zellfreien Proteinsynthese.

Mastermix FM RM
Komponente Stockkonz. Volumen/ul
S30-Puffer 1x 3308,0
RWCMDE 16,67 609,9
Aminosauren 4 mM 1270,6 1299,0
Acetylphosphat 1000 mM 203,3

Phosphoenolpyruvat 1000 mM 203,3

NTP 75 x 135,5
DTT 500 mM 40,7

Folsdure 10 mg/ml 101,7
COmplete ® 50 x 203,3
HEPES-EDTA 24x 372,7

Magnesiumacetat 1000 mM 92

Kaliumacetat 4000 mM 330,4

PEG8000 40 % 508,3

Natriumazid 10 % 50,8

S30-Extrakt 1x 250
Plasmid-DNA 0,35 mg/ml 35,6
RiboLock @ 40 U/l 5,4
T7-RNA-Polymerase 4 mg/ml 30,6
E. coli-tRNA 40 mg/ml 12,5
Pyruvatkinase 10 mg/ml 5,7
Mastermix 3833,0 290,0

Die im 12-well-plates befindlichen Reaktionskammern wurden mit RM befillt und etwa 24 h
im Wasserbad bei 30 °C geschiittelt. AnschlieRend wurde der Inhalt der Reaktionskammern
entnommen, in 1,5-ml ReaktionsgefalRen 1 h lang auf Eis inkubiert und mit einer Nickel-

Affinitatschromatographie gereinigt.
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3.3.4 Magnesium-Screening und Qualitatskontrolle des S30-Extraktes

Es wurde ein analytischer Ansatz durchgefiihrt und GFP zellfrei hergestellt. Dabei wurden
verschiedene Magnesium-Konzentrationen getestet und die Fluoreszenzintensitat, welche
mit hoherer Syntheseeffizienz zunimmt, ermittelt. Diese MessgroRe diente zum einen zur
Kontrolle der Qualitdt des S30-Extraktes und zum anderen zur Bestimmung einer optimalen
Magnesiumkonzentration fiir die Herstellungen weiterer Proteine. Die Durchfiihrung erfolgte

durch Dr. Lea Petersen oder Bastian Hoger.

3.3.5 Detergenzien-Screening zur Herstellung von Membranproteinen

Fir die Auswahl eines moglichst optimal stabilisierenden Detergens wurden verschiedene
Substanzen im analytischen MaRstab getestet. Um die Qualitdt des hergestellten Proteins
abschatzen zu kdnnen, wurde eine C-terminale GFP-Chimare eingesetzt. Diese Chimare zeigt
ihre Fluoreszenz lediglich dann, wenn das Protein zum einen vollstandig translatiert wurde
und zum anderen vom Detergens ausreichend lange stabilisiert wird, sodass sich das
Fluorophor des GFP ausbilden kann. Die Intensitat der Fluoreszenz wurde in einem SDS-Gel
bestimmt, welches am Lumi-Imager F1™ bei einer Anregungswellenlange von 475 nm und
einer Emissionswellenlange von 510 nm untersucht wurde.

Die eingesetzten Detergenzien mit den entsprechenden kritischen
Mizellenbildungskonzentrationen (CMC) und die im Screening tatsadchlich eingesetzten

Konzentrationen sind in Tab. 3.5 dargestellt.

Tab. 3.5: Untersuchte Detergenzien zur zellfreien Herstellung von Membranproteinen.

Detergens CMC/% Eingesetzte Konz. / %
Brij® 35 0,011 0,2

Brij® 58 0,0086 1,5

Brije 78 0,005 1,0

Brij® 98 0,0029 0,2

DDM 0,0087 0,05

3.3.6 Praparative Proteinsynthese

Sofern geeignete Bedingungen fiir die zellfreie Proteinsynthese gefunden wurden, wurde der

MaRstab der Produktion auf 1 ml Reaktionsvolumen vergréBert. Die dafiir nétigen Lésungen
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wurden dafiir entsprechend hergestellt. Der reaction-mix wurde in eine Slide-A-Lyzer-
Dialysekassette und der feeding-mix in eine, nach SCHNEIDER, et al. 1*3 gebauten, Kammer (FM)
uberfuhrt. Diese verschlossene Kammer wurde etwa 24 h bei 30 °C in einem Wasserbad
inkubiert. Das erhaltene Protein wurde mittels Nickel-Affinitdtschromatographie (3.3.7)

gereinigt.

Tab. 3.6: Pipettierschema fiir einen Ansatz in der praparativen Proteinsynthese.

Mastermix FM RM
Komponente Stockkonz. Volumen/ul
S30-Puffer 1x 5950,0
Brije 78 15 % 1200
RWCMDE 16,67 1080
Aminosauren 4 mM 2250 2338,0
Acetylphosphat 1000 mM 360
Phosphoenolpyruvat1000 mM 360
NTP 75 x 240
DTT 500 mM 72,0
Folsdure 10 mg/ml 180
COmplete® 50 x 360
HEPES-EDTA 24x 660
Magnesiumacetat 1000 mM 163,8
Kaliumacetat 4000 mM 585
PEG8000 40 % 900
Natriumazid 10 % 90,0
S30-Extrakt 1x 684,0 26,9
Plasmid-DNA 0,35 mg/ml 350,0
RiboLock® 40 U/ul 75,0
T7-RNA-Polymerase 4 mg/ml 7,5
E.coli-tRNA 40 mg/ml 42,9
Pyruvatkinase 10 mg/ml 8,0
Mastermix 8028,0 472,3
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3.3.7 Nickel-Affinitatschromatographie

Das Protein wurde Uber den 10x Histidin-tag mit Hilfe von Nickel-Nitrilotriessigsaure (NTA)-
beads gereinigt 144145, Fir die Reinigung des analytischen und praparativen Ansatzes wurde
eine entsprechende Menge von jeweils 15 pl und 300 pl Nickel-NTA-beads verwendet.

Fir den analytischen Ansatz wurden zundchst die beads drei Mal mit 1 ml Reinigungspuffer
gewaschen, dem entsprechenden Protein-Ansatz hinzugefiigt und liber Nacht bei 4 °C rotiert.
Das Gemisch wurde anschlieBend auf eine PCR-DNA-Reinigungssdule gegeben, mit dem
finffachen Sdulenvolumen an Reinigungspuffer (unter Zusatz von 20 mM Imidazol)
gewaschen, anschlieBend mit dem zehnfachen Saulenvolumen Reinigungspuffer (unter Zusatz
von 300 mM Imidazol) 15 min inkubiert und dann eluiert.

Fiir den praparativen Ansatz wurden die Nickel-NTA-beads nahezu gleichbehandelt, lediglich
mit einem gréReren Volumen von 1 ml Reinigungspuffer gewaschen. Die Elution erfolgte beim
praparativen MaBstab schrittweise mit steigender Imidazolkonzentration. Dabei wurden,
neben dem Waschschritt die Fraktionen 50 mM, 100 mM, 200 mM, 300 mM, 400 mM und 500
mM Imidazol in Reinigungspuffer gewonnen. Die Inkubation, wahrend der Elution umfasste
bei jedem Schritt etwa 5 min.

Um die Membranproteine weiterhin stabil zu halten, mussten weiterhin Detergenzien
eingesetzt werden. Da es potenziell moglich war an diesem Zeitpunkt das Detergens zu
wechseln, wurde dementsprechend getestet, welches Detergens sich am besten eignet das

Protein wahrend der Reinigung zu solubilisieren.

3.3.8 Proteinkonzentrierung

Um die Proteinlésung auf eine verwendbare Konzentration zu bringen, musste diese meist
aufkonzentriert werden. Dies erfolgte durch Zentrifugation bei 7500 g bei 4 °Cin Amicon Ultra-
4 Centrifugal Filter Devices, solange bis die benotigte Konzentration erreicht wurde. Sofern

nicht anders vermerkt wurde fiir diese Ultrafiltration ein 100 kDa cut-off verwendet.

3.4 Proteoliposome

Um die Funktion der zellfrei hergestellten Proteine zu untersuchen, wurden diese in
Proteoliposome eingebracht und iber einen Schwellungsassay getestet. Als Negativkontrolle

wurden Leerliposomen ohne integriertes Protein verwendet.
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3.4.1 Praparation von Proteo- und Leerliposome

Die Herstellung von Proteoliposomen erfolgte nach RINAUD et al. 146

Zunachst wurde eine Lipid-Losung (25 mg polare E. coli-Lipidextrakt/1 ml Chloroform) in
einem standigen Stickstoffstrom eingetrocknet. Der entstandene Lipidfilm wurde
anschliefend etwa 2 h im Vakuum getrocknet. AnschlieBend wurde der Film mit 500-1000 pl
Liposomenpuffer (mit 2 mM B-Mercaptoethanol) etwa 1 h bei Raumtemperatur
rehydratisiert, suspendiert, aliquotiert, mit fllissigem Stickstoff eingefroren und bei -80 °C
gelagert.

Die Lipidsuspension wurde langsam auf Eis aufgetaut und 90 min bei Raumtemperatur
Ultraschall sonifiziert. AnschlieRend wurden die Liposomen mit 100 ug Protein versetzt, die
Negativkontrolle mit der entsprechenden gleichbehandelten Menge Liposomen-Puffer, auf
ein Volumen von 1 ml mit Reinigungspuffer erganzt und 30 min auf Eis inkubiert. Um
verbliebenes Detergens zu eliminieren, wurden die Liposomen in 20 ml Liposomenpuffer
verdiinnt und nach 20-minitiger Inkubation bei Raumtemperatur bei 140 000 g fiir 45 min bei
4 °C zentrifugiert. Das entstandene Pellet wurde in 1 ml Liposomen-Puffer aufgenommen und

durch eine Membran mit 200 nm PorengroRe extrudiert.

3.4.2 Vermessung von Liposomen

Um indirekt die Substrataufnahme in die Liposomen zu untersuchen, wurde der osmotisch
bedingte Wassereinstrom durch eine 90°-Streulichtinderung gemessen.®®

Um dies zu erreichen, wurden die Proteo- und Leerliposomen, bei 20 °C, mit dem gleichen
Volumen von 75 ul Gradientenldsung mit dem zu untersuchenden Substrat bei einer Flussrate
von 14 ml/s gemischt. Der Mischprozess war nach 1,6 ms abgeschlossen und wurde Uber die
nachfolgenden 80 s bei einer Wellenlange von 524 nm (100 W Xe/Hg-Lampe) Uber einen 400x
Verstarker beobachtet.

Eine resultierende Kurve entstand durch die Mittelung und Normierung von bis zu 9 Kurven.
Die Normierung erfolgte durch eine Verschiebung der initialen Streulichtintensitat zu Beginn
der Messung auf 0 Volt und einer Streckung der Kurve fiir das Maximum auf 1,0 Volt. Eine
Transportfahigkeit wurde durch ein Absinken der Kurve angezeigt. Liegt kein Transport des

Substrats vor, sinkt die Kurve nicht und bleibt auf 1,0 Volt.
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3.5 Aufnahme-Assay mit 1*C-markierten Substraten

3.5.1 Prinzip

Eine direkte Vermessung der Aufnahme von Monocarboxylaten durch S. cerevisiae wird durch
Y4C-markierte Substrate erméglicht. Der p-Strahler 14C ist durch seine lange Halbwertszeit von
5730 Jahren und seine geringe Strahlungsaktivitit von 0,157 MeV!4”1% ein leicht zu
handhabendes Isotop, welches die Eigenschaften der markierten Substrate nicht nennenswert
verandert.'® Fir die Experimente wird eine Substratldsung verwendet, welche ein Gemisch
aus nicht-markierten und radioaktiv markiertem Substrat enthalt. Wenn nun ein Transporter
fiir das entsprechende Monocarboxylat vorhanden ist, nimmt S. cerevisiae gleichermalien
nicht-markiertes und *C-markiertes Substrat auf. Nachdem die Aufnahme gestoppt wird, wird
die Hefe in einen Szintillationscocktail gegeben. Die emittierte B-Strahlung regt nun
Szintillationsmolekile (eine Mischung aus p-Ethoxynonylphenol und Diisopropylnaphthalin)
an, welche daraufhin Licht emittieren, was nach Verstarkung in einem Photomultiplier
detektiert wird. Dies stellt die urspriinglichen Aktivitdt der Transportproteine in den Hefen
dar. Ist nun ein Inhibitor anwesend, wird der Transporter blockiert und S. cerevisiae kann kein
bzw. nur noch eingeschrankt Substrat aufnehmen, wodurch analog weniger Strahlung
detektiert werden kann. Durch die Untersuchung verschiedener Inhibitorkonzentrationen
kann anhand der entsprechenden Restaktivitdt eine sigmoidale Hemmkurve erstellt und ein

ICso-Wert bestimmt werden. Das Prinzip wird graphisch in Abb. 3.1 gezeigt.

Szintillations-
—~ molekile

> O Lichtsignal
@0 e
° ° ) /‘
® Detektor
—
()

Abb. 3.1: Schematisches Prinzip der gemessenen Substrataufnahme in S. cerevisiae. Die Hefe wird einem
Gradienten von 1 mM radioaktiv markiertem Substrat ausgesetzt. Das von S. cerevisiae exprimierte
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Transmembranprotein ist in der Lage das Substrat aufzunehmen oder wird durch einen Inhibitor daran gehindert.
Die Hefe wird in eine Szintillationsfliissigkeit gegeben und darin iber 24 h aufgeldst. AnschlieRend werden die
von den angeregten Szintillationsmolekilen ausgehenden Lichtblitze detektiert und als Signal ausgegeben.

3.5.2 Zeitabhangige Substrataufnahme

Die Durchfuihrung erfolgte nach Wu et al. #:

Es wurde zundchst eine einzelne S. cerevisiae Kolonie von einer SD-AHLW-Selektionsplatte in
5 ml SD-AHLW-Flissigmedium Gberfihrt und Gber etwa 24 h bei 29 °C und 220 U/min
inkubiert. Daraufhin wurden mit 100 ul der ersten Vorkultur eine zweite 5 ml-Vorkultur
angesetzt. Mit Hilfe dieser zweiten Vorkultur wurde eine Hauptkultur, mit ausreichend
grofRem Volumen, angeimpft. Dabei wurde ein Erlenmeyerkolben verwendet, der mindestens
das 5-fache des Kulturvolumens fasst. Diese Hauptkultur inkubierte bei 29 °C und 220 U/min
bis zu einer ODggo von 1 +0,1. Die gewachsene Kultur wurde bei 4000 g 5 min zentrifugiert und
mit 50 ml Wasser gewaschen. Das Zellpellet wurde bis zur weiteren Verwendung maximal 5 h
auf Eis gelagert. Kurz vor der Messung wurden die Zellen mit einem Messpuffer (wenn nicht
anders angegeben bei pH 6,8) suspendiert und auf eine ODsgo von 50 + 5 eingestellt.

Von dieser Suspension wurden pro Zeitpunkt jeweils 3 mal 80 ul in ein 1,5 ml Reagiergefald
gegeben und etwa 10-15 min bei Raumtemperatur aufgewarmt. Die Hefesuspension wurde
mit 20 pl Substratlésung bis zum zu testenden Zeitpunkt inkubiert und der Transport
anschliefend mit 1 ml kaltem Wasser abgestoppt. Dieser Ansatz wurde auf einen in einem
Vakuumtrichter befindlichen Glasmikrofaser-Filter gegeben und mit 7 ml kaltem Wasser
gewaschen. AnschlieBend wurde der Filter in ein Szintillationsvial mit 3 ml

Szintillationscocktail gegeben, Gber Nacht inkubiert und anschliefend vermessen.

3.5.3 ICso-Bestimmung in S. cerevisiae

In ein 1,5 ml Reagiergefa wurde mittels einer Prazisionswaage eine entsprechende Menge
des Inhibitors eingewogen und mit dem nétigen Volumen DMSO versetzt, sodass die
benotigte Konzentration resultierte (meist 80 mM oder 8 mM bei geringerer Loslichkeit). Von
dieser Ausgangslosung wurde eine Verdinnungsreihe erstellt, die entsprechende
Konzentrationen zur Abbildung einer sigmoidalen Kurve enthielt. Hierbei wurden aufgrund
der spateren Verdiinnung die 80-fachen Konzentrationen eingestellt. Die Lagerung erfolgte
bei -20 °C.

Von den Inhibitorlésungen wurden je Konzentration dreimal 1 pl in ein 1,5 ml Reagiergefal}
vorgelegt. Kontrollen mit 1 ul DMSO wurden zu Beginn und zum Ende einer Testreihe platziert.
Die ReagiergefaBe wurden mit 80 pl Hefesuspension versetzt, sodass die zu testende
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Inhibitorkonzentration und ein DMSO-Gehalt von 1,25 % entstand. Nach einer Inkubation von
10-15 min wurden 20 pl Substratlosung zur Hefesuspension gegeben und die Aufnahme nach
einer entsprechenden transporterabhdngigen Zeit mit 1 ml kaltem Wasser gestoppt.

AnschlieBend wurde die Probe analog zur Methode 3.5.2 behandelt.

3.6 Kultur von P. falciparum

Alle Experimente mit Plasmodien wurden am Bernhard-Nocht-Institut von Barbel Bergmann

unter der Leitung von Dr. Tobias Spielmann durchgefiihrt.

3.6.1 ICso-Bestimmung in P. falciparum

Die P. falciparum Parasiten (Stamm 3D7) wurden nach Trager und Jensen ° in 5 %
Erythrozyten (0+) in RPMI 1640 Medium und 0,5 % Albumax kultiviert. Zu jeweils 2 ml der
Parasitenkultur wurde die entsprechende Inhibitorkonzentration oder DMSO-Kontrolle
hinzugegeben und nach 24 h Inkubationszeit frisches Medium mit Inhibitor zugesetzt. Nach
Ablauf weiterer 24 h wurde die Parasitamie in den Kulturen mittels fluoreszenzbasierter
Durchflusszytometrie bestimmt. Anhand dessen wurde die Viabilitdt in Referenz zur DMSO-

Kontrolle berechnet und in Abhangigkeit zur entsprechenden Inhibitorkonzentration gesetzt.

3.6.2 Generierung von Resistenzen

Zunachst wurden 50 ml-Kulturen der P. falciparum Parasiten (Stamm 3D7) einer dreifachen
ECso-Konzentration des zu untersuchenden Inhibitors ausgesetzt. Taglich wurde frisches
Medium mit entsprechendem Inhibitor zugesetzt. Nachdem keine Parasiten mehr
nachweisbar waren, wurde das Medium alle 48 h gewechselt. Nach bis zu zwei Wochen
wachsen erneut Parasiten, die resistent gegen den verwendeten Inhibitor waren.
GemalB dem Fall, dass keine Parasiten erneut nachweisbar wurden, konnte darauf geschlossen

werden, dass die G107S-Resistenzmutante erfolgreich umgangen wurde.

3.7 Inhibitor-Synthese

Alle Synthesen wurden von Bjorn Henke am Pharmazeutischen Institut in Kiel durchgefiihrt.
Sofern unter Abschnitt 6 nicht anders angegeben, erfolgte die Synthese nach einer Claisen-

Kondenstation°1:
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Es wurden 42,8 mmol Lithiumhydrid in 7,5 ml Tetrahydrofuran (abs.) vorgelegt und unter
Riihren zum Sieden erhitzt. Dieser Suspension wurden 15,0 mmol des Carbonsaureesters und
12,5 mmol der CH-aziden Komponente in 5,0 ml Tetrahydrofuran (abs.) zugetropft und das
entstandene Gemisch 3 h unter Rickfluss erhitzt. Das Losemittel wurde vom Reaktionsansatz
getrennt, der Riickstand mit 60 ml kaltem Eisessig und Wasser (7:50) versetzt und zweimal mit
jeweils 100 ml Essigsdureethylester extrahiert. Die organischen Phasen wurden vereint, tiber
Natriumsulfat getrocknet und vom Losemittel befreit. Das so erhaltene Produkt wurde
saulenchromatographisch an Kieselgel mit einem FlieBmittelgemsich aus Cyclohexan und
Essigsdureethylester (9:1) gereinigt. Zusatzlich wurde das Produkt durch eine Sublimation

weiter aufgereinigt.

3.8 Hochleistungsfliissigkeitschromatographie

Alle Untersuchungen wurden mit einer Waters 717 plus Autosampler durchgefihrt, die
Detektion erfolgte mit einem 486 tunable absorbance detector und die Auswertung Uber die

Breeze-Software. Die Aufnahme erfolgte in Zusammenarbeit mit Susan Hauer.

3.8.1 logP-Bestimmung

Diese Methode wurde nach der OECD-Guideline OPPTS 830.75.70 durchgefiihrt. Zunachst
wurde eine Stammldsung verschiedener Standards mit bekanntem logP-Wert in Methanol
hergestellt. Die Konzentration dieser Standardsubstanzen sollte etwa 2 mg/ml darstellen. Aus
jeder Stammlésung wurden jeweils 15 pl mit 300 pl Methanol und 95 ul methanolischer
Probenlosung gemischt und in die HPLC injiziert. Die Retentionszeiten der Standardreihe
wurden gegen die entsprechenden logP-Werte aufgetragen. Uber ein polynomisches Fitting

und die Retentionszeit der Probe konnte ein logP-Wert ermittelt werden.
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Tab. 3.7: Verwendete Standardreihe fiir die logP Bestimmung nach OECD.

Standardsubstanz logP-Wert
4-Acetylpyridin 0,5
Acetanilid 1
Acetophenon 1,7
Benzoesauremethylester 2,1
Ethylbenzoat 2,6
Benzophenon 3,2
Benzoesdurephenylester 3,6

Folgende Parameter wurden bei der HPLC verwendet:

Stationare Phase:

Mobile Phase:

Injektionsvolumen:

Detektionswellenldnge:

Agilent ZORBRAX Eclipse XDB-C8 (4,6x150 mm, 5 um)

Eluent A: 20 mM Ammoniumformiat-Puffer (ag.) pH 8,5

Eluent B: Methanol

20 ul

220 nm

Folgender Gradient wurde bei einer Flussrate von 0,8 ml/min verwebdet:

Zeit / min A% B%
0 100 0
30 0 100
32 100 0
40 100 0

3.8.2 Stabilitaitsmessung

Um eine zu untersuchende Probenldsung herzustellen, wurde zundchst eine Stammldsung

angesetzt. Die jeweilige Einwaage wurde zundchst mit 500 ul Methanol angerieben und mit

9,5 ml PBS-Puffer versetzt. Aus diesen Stammlésungen wurden drei Untersuchungslésungen
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mit einer Konzentration von je 50 uM hergestellt. Wenige Tage zeitversetzt wurde ein zweiter

Ansatz analog hergestellt und taglich vermessen.

Fir jede Probensubstanz wurde vor Beginn der Zerfallsmessung eine Kalibriergerade erstellt,
welche funf Konzentrationen Uber den zu erwartenden Bereich abdeckt. Zur Ermittlung der
optimalen Wellenldnge wurde ein UV-Vis-Spektrum aufgenommen und die maximale
Absorption gewahlt. Die drei bis sechs Untersuchungslosungen wurden pro Tag jeweils

zweimal vermessen. Dabei wurde folgender Gradient bei einer Flussrate von 1,3 ml/min

verwendet:
Zeit / min A% B%
0 48 52
1 48 52
7 0 100
9 48 52
17 48 52

3.9 Statistische Auswertung

Sofern nicht anders angegeben resultieren alle ICso-Kurven dieser Arbeit aus dem Hefesystem.
Die Datenpunkte eines Experimentes wurden mit einer Dreifachbestimmung ermittelt. Dabei
wurde der ICso-Wert in drei unabhdngigen Versuchen bestatigt, sodass um diesen Wert herum
mindestens 6-9 technische Replikate vermessen wurden. Die DMSO-Kontrollen wurden
aufgrund der vielen Einflussfaktoren und der Rolle als Bezugspunkt bei jedem Versuch
durchgefiihrt. Hierfir wurden jeweils drei Proben zu Beginn und gegebenenfalls zum Ende
einer Messreihe verwendet. Der Hintergrund wurde aufgrund geringer Schwankungen
lediglich bei drei unabhdngigen Experimenten ermittelt. Die Inhibitorkonzentrationen wurden
so gewahlt, dass sowohl die vollstandige als auch ausbleibende Inhibition umfasst wurden. Die
Aktivitat der Proben wurde prozentual auf die DMSO-Kontrolle bezogen und normalisiert,
sodass eine komplette Inhibition 0 % Aktivitat darstellen und die geringste
Inhibitorkonzentration 100 %. Eventuell negative Werte wurden ebenso als 0 % angenommen.
Zur Auswertung wurde GraphPad Prism 9.1. verwendet. Die sigmoidalen Kurven wurden

mittels der Hill-Gleichung mit variabler Steigung gefittet und die ICso-Werte und deren
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Standardabweichung anhand dessen berechnet. Die Fehlerbalken der Graphen geben den

Standardfehler des arithmetischen Mittels (SEM) an.
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4 Ergebnisse
4.1 Untersuchung von hMCT11 in S. cerevisiae

Im Folgenden werden die Ergebnisse der Expression von hMCT11 in S. cerevisiae dargestellt.
Zunachst sollte die Expression von hMCT11 durch einen Western Blot direkt nachgewiesen
werden. AnschlieRend wurden Transportstudien mit *C-markiertem L-Lactat durchgefiihrt,
die die Grundlage weiterer Versuche darstellen sollten. Der verwendete Hefestamm W303-1A
ist aufgrund von Gen-knockouts fir die endogenen Transporter jenl und ady2 nicht in der
Lage kurzkettige Monocarboxylate aufzunehmen.*>27%>* Wird in der Hefe jedoch heterolog
ein Transportprotein exprimiert, erhalt sie die Fahigkeit zurlick und der Transport kann tber
14C-markierte Substrate nachgewiesen werden.

Die in den Experimenten getesteten Konstrukte waren der hMCT11-Wildtyp,
codonoptimiertes hMCT11, eine hMCT11 P2D-Mutante und verschiedene Basigin-Chimaren.
Fiir die Chimaren wurde hMCT11 am N-Terminus mit Basigin verknlipft. Dabei wurde zum
einen eine Variante mit komplettem Basigin verwendet. Zusatzlich wurden folgende zwei
Verkirzungen untersucht: hMCT11 BsgA220, was eine Immunglobulin-Doméne weniger
aufwies (eine splice Variante, die physiologisch relevant ist) und hMCT11 BsgA301, welches
nur die Transmembrandomane von Basigin hatte.>’ Der Vorteil der Verwendung von Basigin-
Chimaren gegeniiber einer Coexpression ist das korrekte stochiometrische Verhaltnis
zwischen hMCT11 und Chaperon. Und die raumliche Nahe der beiden Proteine ist zu jeder Zeit
sichergestellt. Zum Vergleich wurde auch hMCT1 exprimiert, das bereits funktional in der Hefe

untersucht wurde. 37155

4.1.1 Expression von hMCT11 in S. cerevisiae

Zunachst sollten die verschiedenen hMCT11-Konstrukte in S. cerevisiae exprimiert werden.
Die transformierten Hefen wurde aufgeschlossen (3.2.1) und die Expression der Proteine

durch einen Western Blot nachgewiesen.

55



Untersuchung von hMCT11 in S. cerevisiae

kDa
120
85

50

35

25 “

Abb. 4.1: Expressionsanalyse von hMCT11 und hMCT1 mittels Western Blot. A) Western Blot von hMCT1 und
hMCT11. Die Expression von hMCT11 konnte durch eine Bande bei 50 kDa nachgewiesen werden. Im Vergleich
zur funktionalen Referenz hMCT1 wurde jedoch deutlich weniger Protein exprimiert. Verwendet wurde ein Anti-
HA-Antikorper. B) Western Blot von codonoptimiertem hMCT11 und hMCT1. Die Expression von
codonoptimiertem hMCT11 konnte ebenfalls nachgewiesen werden, eine Steigerung der Expression konnte
jedoch nicht gezeigt werden. Als Primarantikdrper wurde ein Anti-Hiss-Antikdrper verwendet.

In Abb. 4.1 ist zu erkennen, dass sowohl der h(MCT11-Wildtyp als auch der codonoptimierte
hMCT11 in S. cerevisiae exprimiert wurden. Im Vergleich zu hMCT1 war die Expression jedoch
deutlich geringer. Aufgrund der sehr geringen Expression von hMCT11 konnten Unterschiede

zwischen den verschiedenen Konstrukten nicht dargestellt werden.

4.1.2 Funktionsdaten von hMCT11 in S. cerevisiae

Trotz der geringen Expression wurde die Transportaktivitdit von hMCT11 untersucht. Zunachst
wurde hierfiir eine Auswahl funf verschiedener Monocarboxylate getestet. Dies war zum
einen L-Lactat, welches im Rahmen dieser Arbeit eine zentrale Rolle einnahm, sowie Pyruvat,
welches bereits als Substrat fir hMCT11 postuliert wurde. Des Weiteren wurden Acetat,
Formiat und Malonat getestet. Die verschiedenen Substrate wurden jeweils mit einer
Konzentration von 1 mM bei einem pH-Wert von 6,8 fiir 10 min mit der Hefe inkubiert. Wie in
Abb. 4.2.A erkennbar, war die Aufnahme der Hefe fir alle Substrate auf dem Niveau des
Hintergrunds. Bei Acetat muss die erhohte Membrangangigkeit bei pH 6,8 beachtet werden.
So lag die Aufnahme durch die Hefe zwar bei 0,09 nmol/mg, der Hintergrund jedoch bei

0,10 nmol/mg. Die beiden Substrate L-Lactat und Pyruvat lagen im Fokus und wurden daher
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mit drei biologischen Replikaten mehrfach vermessen. Aufgrund der bereits vorliegenden
negativen Ergebnisse und zur Verminderung des Verbrauches von Radionukleotiden, wurden
Formiat, Acetat und Malonat lediglich einmal getestet. Aufgrund der negativen Ergebnisse flr
die verschiedenen Substrate, wurde sich im weiteren Verlauf der Arbeit auf L-Lactat

konzentriert.

Wie bereits in Kap. 1.2.2 beschrieben, gibt es Anzeichen, dass die Transportaktivitat von
hMCT11 durch Basigin vermittelt wird. Um den moglichen Einfluss fehlenden Basigins auf die
vorangegangenen Experimente zu untersuchen, wurde Basigin als Hilfsprotein hinzugefiigt.
Da Basigin nicht von S.cerevisiae exprimiert wird,*® wurden verschiedene Basigin-Chimaren
verwendet. Diese wurden von Dr. Anna-Lena Képnick bereits fir hMCT1 hergestellt und waren
im Hefesystem aktiv.>’ Fiir hMCT11 zeigte die vollstindige Basigin-Chiméare eine Aufnahme
von 0,012 nmol/mg bei einem pH-Wert von 6,8 und 10 min Substratinkubation. Die gleichen
Bedingungen fiihrten bei hMCT11 BsgA220 und hMCT_BsgA301 zu einer Aufnahme von
0,013 nmol/mg, bei einem Hintergrund von 0,013 nmol/mg (Abb. 4.2 B). Die Fusionsproteine
konnten somit weder im Western Blot nachgewiesen werden, noch war eine Funktion

feststellbar.
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Abb. 4.2: Aufnahme *C-markierter Substrate durch hMCT11. A) hMCT11 wurde in S. cerevisiae exprimiert und
mit verschiedenen *C-markierten Substraten (Lactat und Pyruvat N = 3; Formiat, Acetat und Malonat N = 1)
10 min bei einem pH von 6,8 inkubiert. Fiir keines der getesteten Substrate konnte eine Aufnahme in die Hefe
nachgewiesen werden. B) Die hMCT11-Basigin-Chimiren wurden fiir 10 min bei einem pH-Wert von 6,8 mit *C-
markiertem-L-Lactat inkubiert (N = 2). Fir keine der Chiméaren konnte eine Aufnahme des Lactats gezeigt werden.
Die Fehlerbalken stellen den SEM dar.

Aufgrund der ndheren Verwandtschaft der MCT-Familie mit natriumabhangigen
Transportern,** wurden die Transportuntersuchungen ebenso mit einem natriumhaltigen
Puffer durchgefiihrt. Weiterhin soll hMCT11 Substrate protonenabhédngig transportieren,
sodass eine Zunahme der Aktivitat bei sinkendem pH-Wert zu erwarten ware. Die Hefe wurde
dabei in einem entsprechenden Substratpuffer mit einem pH-Wert von 4,8 jeweils 4 und
10 min inkubiert. In Abb. 4.3.A wird gezeigt, dass hMCT11 bei pH 4,8 wahrend 4 min

0,019 nmol/mg aufgenommen hat und bei 10 min 0,021 nmol/min erreicht wurden. Somit
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liegen die Aufnahmen auf Hintergrund-Niveau mit 0,013 nmol/mg bei 4 min und

0,025 nmol/mg bei 10 min.
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Abb. 4.3: Untersuchung der Lactataufnahme unter veranderten Aufnahmebedingungen. A) S. cerevisiae wurde
4 und 10 min bei einem pH-Wert von 4,8 mit “C-markiertem L-Lactat inkubiert (N = 2). Dabei konnte keine
Veranderung der Transportfahigkeit gegeniiber des Hintergrunds gezeigt werden. B) Die Natriumabhéangigkeit
wurde durch die Zugabe von 1 mM Natriumchlorid untersucht (N = 2). Hierbei wurde keine Verdanderung des
Transports gegeniber des Hintergrunds festgestellt. Die Fehlerbalken stellen den SEM dar.

Eine erh6hte Natriumkonzentration wurde durch Zugabe von 1 mM Natriumchlorid erreicht.
In Abb. 4.3.B wird gezeigt, dass die Aufnahme von L-Lactat bei 4 min 0,014 nmol/mg betrug,
was dem Hintergrund entsprach. Nach 10 min hat hMCT11 0,017 nmol/mg Lactat
aufgenommen, bei gleichbleibendem Hintergrund von 0,014 nmol/mg. Somit lieRen sich bei

den veranderten Bedingungen keine Transportaktivitat tGber Hintergrund-Niveau feststellen.
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Menschliche Proteine haben haufig ein fiir Hefen unglinstiges Codonmuster. Wenn eine
groRere Anzahl an Codonsequenzen selten im Hefegenom zu finden sind, kann es zum
Abbruch der Proteinsynthese kommen. Die codonoptimierte Variante zeigte eine sehr geringe
Expression (Abb. 4.1). Die L-Lactat-Aufnahme (Abb. 4.4.A) betrug wahrend einer
Substratinkubation von 4 min, bei einem pH-Wert von 6,8 0,011 nmol/mg, wahrend die
Hintergrundaufnahme bei 0,016 mg/min lag. Ebenso wenig konnte ein erhohter Transport bei
10 min festgestellt werden. Fir hMCT11 wurden 0,014 nmol/mg und der Hintergrund lag bei
0,012 nmol/mg.
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Abb. 4.4: Untersuchung der Transportaktivitit von hMCT11 mit optimierten Strukturen. A) Eine
codonoptimierte Variante des hMCT11 wurde fiir 4 und 10 min bei pH 6,8 mit **C-markiertem L-Lactat inkubiert,
diese zeigte dabei keine Aufnahme des Substrates. N = 3. B) Die Messung von hMCT11 P2D, welche nach Idee
von Rusu et al.®’, die Degradierung von hMCT11 verhindern sollte, zeigte bei pH 6,8 keine erhéhte
Transportfihigkeit von *C-markiertem L-Lactat. Die Fehlerbalken stellen den SEM dar. N = 3.
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Die bioinformatischen Untersuchung von Rusu et al.?! zeigten, dass hMCT11 stark vom
Proteasom menschlicher Zellen kontrolliert und abgebaut wird. Dieser Abbau wird vom
zweiten Prolin der Sequenz kontrolliert und eine Mutation zu einer Asparaginsaure fiihrte zu
einer massiven Erhohung des Proteingehaltes. Dies wurde auf die Hefe Ubertragen, um
auszuschliellen, dass diese Sequenz auch bei der Hefe zu einer Ubiquitinylierung und damit zu
einem Abbau des Proteins fiihrt. Flir diese Modifikation wurde bei pH 6,8 nach 4 min eine L-
Lactat-Aufnahme von 0,014 nmol/mg ermittelt, bei einem Hintergrund von 0,013 nmol/mg.
Und nach 10-mindtiger Inkubationszeit zu 0,026 nmol/mg, bei einem Hintergrund von
0,009 nmol/mg (Abb. 4.4.B). Folglich zeigten auch die strukturellen Modifikationen von
hMCT11 keine Aufnahme, die (iber den Hintergrund steigt.
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Abb. 4.5: Aufnahmekurve von hMCT1 in S. cerevisiae. Die abgebildete Aufnahmekurve zeigt die *C-markierte
L-Lactat Aufnahme bei pH 6,8 durch hMCT1. Das Plateau lag bei 0,08 nmol/mg Hefe und die Rate 0,049 nmol/mg
min. Die Fehlerbalken stellen den SEM dar. N =3

Um zu zeigen, dass die Vermessung von Monocarboxylat-Transportern mit diesem Aufnahme-
Assay moglich ist und, um eine Grundlage fir spatere Tests an hMCT1 zu schaffen, wurde eine
Aufnahmekurve von hMCT1 bei pH 6,8 fiir 1*C-markiertes L-Lactat aufgenommen (Abb. 4.5).
Das verwendete Konstrukt lag bereits von Dr. Anna-Lena Kdpnick vor.>” Die Aufnahmekurve
von hMCT1 erreichte ein Plateau bei 0,08 nmol/mg Hefe. Dieses Plateau wurde mit einer Rate

von 0,049 nmol/mg min erreicht.
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4.2 Zellfreie Synthese von hM(CT11

Um zelluldre Einflisse der Hefe auszuschlieRen, die zu einem Abbau von hMCT11 fiihren oder
die korrekte Lokalisation in der Zellmembran verhindern, wurde hMCT11 zellfrei hergestellt

und untersucht.

4.2.1 Detergenzienscreening zur zellfreien Proteinsynthese

Membranproteine miissen aufgrund ihrer Struktur in wdssrigen Losungen zusatzlich mit
Detergenzien stabilisiert werden. Um geeignete Detergenzien zu finden, wurde zunachst ein
Fusionsprotein von hMCT11 und GFP konstruiert. Dieses wurde in einem analytischen Ansatz
(vgl. Kap. 3.3.3) fiir ein Screening potenziell verwendbarer Detergenzien verwendet. Zunachst
wurden empirisch vielversprechende Detergenzien getestet, wie Polyalkylenglykolether
verschiedener GroRBe (Brij® 35, 58, 78, 98) und Dodecyl-B-D-maltosid (DDM). Der Erfolg der
Proteinsynthese wurde mittels Fluoreszenzuntersuchungen und Western Blot Gberpruft (Abb.
4.6). Bei Brij® 35 waren im Western Blot diverse Banden unterschiedlicher Hohe und ein
starkes Hintergrundsignal erkennbar. Bei Brij® 78 zeigt sich eine deutliche Doppelbande auf
der Hohe von 75 kDa, bei schwacherem Hintergrund-Signal. Brij® 98 wies eine leichte Bande
bei 75 kDa auf. Brij® 58 und DDM zeigten hingegen keine Banden. Somit konnte hMCT11
lediglich mit Brij® 35 und 78 im Western Blot nachgewiesen werden. Weiterhin war die
Fluoreszenz des GFP, welche nur bei ausreichend langer Stabilisierung erkennbar wird,
lediglich bei Brij® 78 feststellbar. Zusatzlich zeigte sich im Western Blot eine klare
Doppelbande. Die untere Bande entsprach der fluoreszierenden Bande im SDS-Gel und somit
einer stabilisierten Konformation. Die obere Bande hingegen hat eine andere Faltung -
erkennbar an der unterschiedlichen Laufh6he- welche dem GFP nicht erlaubt, das Fluorophor
auszubilden und damit wahrscheinlich nicht ausreichend vom Detergens stabilisiert wurde.
Bei der Proteinsynthese mit Brij® 35 zeigten sich zum einen deutlich mehr Fragmente und zum
anderen war im SDS-Gel keine Fluoreszenz detektierbar. Auf Grundlage dieser Ergebnisse

wurde im weiteren Verlauf hMCT11 ausschlieRlich mit Brij® 78 synthetisiert.

62



Ergebnisse

A B
kbDa & L L 8

Q Q Q Q Q kDa
120 120
85 85

50 50

Abb. 4.6: Detergenzienscreening mit hMCT11-GFP-Chimare. A) Ein Western Blot von zellfrei hergestelltem

hMCT11 mit unterschiedlichen Detergenzien. Die Detektion erfolgte mit einem Anti-Hise-Antikorper
(Verdiinnung: 1:5000 in MTBST). B) Ein Polyacrylamidgel wurde bei 475 nm angeregt und mit der
Emissionswellenlange 530 nm auf die Prasenz von GFP untersucht.

4.2.2 Praparative Proteinsynthese von zellfreien hMCT11

Aufgrund der bendtigten Menge an Protein fur weiterflihrende Experimente, sollte die
Produktion von hMCT11 erhoht werden. Mit dem stabilisierenden Detergens Brij® 78 wurde
dementsprechend ein praparativer Ansatz, also eine zellfreie Proteinsynthese mit 1 ml
Reaktionsvolumen, durchgefiihrt. Hiermit sollte zum einen nachgewiesen werden, dass die
Synthese von hMCT11 auch im groRen MaRstab funktioniert, zum anderen konnte dabei auch
die Effizienz der Synthese Uberprift werden. Die Proteinsynthese und Reinigung erfolgten wie
in Kap. 3.3.6 beschrieben. In Abb. 4.7 ist eine deutliche Bande bei 50 kDa im Western Blot in
den 80 und 100 mM Imidazol-Fraktionen erkennbar. Anhand der Bandenintensitat und dem
passenden Molekulargewicht, konnte davon ausgegangen werden, dass hMCT11 vollstandig
und in ausreichender Menge produziert wurde. Fir den Durchfluss der Reinigung war keine
Bande im Western Blot erkennbar. Im SDS-PAGE-Gel hingegen waren diverse Banden mit
unterschiedlichen Laufhéhen vorhanden, die starkste Intensitat zeigten dabei Banden auf
50 kDa und 85 kDa. Ebenso wurde ersichtlich, dass die erste Reinigungsfraktion mit 20 mM
Imidazol, welche dazu diente schwach und unspezifisch gebundene Proteinaggregate zu
entfernen, nur eine sehr schwache Bande bei 50 kDa im Western Blot zeigte. Die grof3te
Proteinmenge zeigt sich in der 80 mM Imidazol Fraktion, welche allerdings im Coomassie

gefarbten Gel viele zusatzliche Banden oberhalb von 50 kDa aufwies. Nachfolgende Imidazol-
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Fraktionen zeigten, wie zu erwarten schwacher werdende Western Blot Banden. Jedoch sank
auch die Anzahl und Intensitat der zusatzlichen Banden im Coomassie Gel. Letztlich ist noch
feststellbar, dass keine Banden in der Nickel-NTA-beads Fraktion vorhanden waren.
Zusammenfassend lasst sich sagen, dass hMCT11 mit Brij® 78 vollstédndig produziert und
wahrend der Nickelaffinitionschromatographie gut eluiert wurde, aber ausreichend stark an

den Nickel-NTA-beads gebunden wurde, um eine addquate Reinigung durchfiihren zu kénnen.
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Abb. 4.7: Praparativer Ansatz von zellfrei hergestelltem hMCT11. A) SDS-Polyacrylamidgel mit Coomassie
Farbung. B) Western Blot mit 20 pul der entsprechenden Reinigungsfraktion. Die Detektion erfolgte mit einem
Anti-Hise-Antikorper (Verdlinnung: 1:5000 in MTBST). D: Durchfluss; B: Ni-NTA-beads; Reinigung mit Brij® 78.

4.2.3 Detergenzien zur optimalen Reinigung

Da wahrend der Proteinreinigung ein Detergenzien Wechsel moglich ist, wurde an dieser
Stelle untersucht, ob sich weitere Detergenzien zur Reinigung von hMCT11 eignen. Je nach Art
des durchgefiihrten Experiments eignen sich bestimmte Detergenzien besser als andere. Die
Durchfiihrung erfolgte wie in Kap. 3.3.7 beschrieben. Fir eine effiziente Affinitatsreinigung

muss das gewlinschte Protein zundchst an den Nickel-NTA-beads binden, sodass es nicht
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vollstdndig im Durchfluss verloren geht. Weiterhin sollte das Protein erst bei héheren Imidazol
Konzentrationen eluieren, sodass unspezifische und schwach gebundene Verunreinigungen
leichter entfernbar sind. Letztlich darf das Protein nicht an den Nickel-NTA-beads gebunden

bleiben, denn fir eine weitere Verarbeitung wird das ungebundene Protein bendtigt.

In Abb. 4.8 sind die Coomassie-gefarbten SDS-PAGE-Gele der unterschiedlichen Reinigungen
abgebildet. Bei einer Proteinreinigung mit 0,05 % DDM und 150 mM Natriumchlorid (Abb.
4.8.A) befanden sich die libliche Menge an Banden im Durchfluss. Bei den Fraktionen mit
20 mM und 80 mM Imidazol waren schwache Banden bei 50 kDa und gréBer zu erkennen. In
der Reinigungs-Fraktion mit 200 mM Imidazol befand sich die Bande mit der hochsten
Intensitat bei 50 kDa. In der 400 mM Imidazol- und der beads-Fraktion waren keine Banden
erkennbar. Die Reinigung mit 0,2 % DM und 150 mM (Abb. 4.8.B) zeigte im Durchfluss viele
Banden mit teilweise hoher Intensitat. Dem entsprechend waren die Banden bei 20 mM nur
sehr schwach. In den Fraktionen mit 80 mM und 200 mM waren die Banden mit der starksten
Intensitat bei 50 kDa und schwachere zusatzliche Banden auf unterschiedlichen Hohen. In der
400 mM Fraktion war keine Bande sichtbar. In der beads-Fraktion hingegen befanden sich
zwei schwache Banden auf den Hohen von 50 kDa und 120 kDa. Bei der Reinigung mit 0,005 %
LMNG und 150 mM Natriumchlorid (Abb. 4.8.C) zeigt sich eine grofRe Anzahl intensiver Banden
bei Molekulargewichten oberhalb von 50 kDa. In der Reinigungsfraktion mit 20 mM waren
diese Banden ebenso vorhanden, jedoch deutlich schwacher. Bei 80 mM Imidazol war lediglich
eine deutliche Bande bei 80 mM vorhanden. Die weiteren Fraktionen wiesen keine Banden
auf. Die Reinigung mit 1,2 % B-OG (Abb. 4.8.D) zeigte ebenso deutliche Banden auf jeder Héhe
des Durchflusses. Allerdings waren in den Reinigungsfraktionen lediglich bei 20 mM und
80 mM sehr schwache und diffuse Banden erkennbar. In der beads-Fraktion wiederum waren
vier sehr klare und intensive Banden bei 50 kDa, 85 kDa und 120 kDa erkennbar. Somit liel3
sich hMCT11 mit Brij® 78 und DDM reinigen. Fir weitere Experimente wurde weiterhin
Brij® 78 verwendet, um einen Detergenswechsel zu vermeiden. Sofern Brij® 78 gut fir die

Versuche geeignet war.
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Abb. 4.8: Reinigung von zellfrei hergestelltem hMCT11. A) DDM 0,05 % mit 150 mM NaCl zeigte ein sehr gutes
Elutionsprofil. Die Bindung an die Ni-NTA beads wurde erst bei hohen (400 mM) Imidazol Konzentrationen gel6st,
dies geschieht jedoch dann vollstdndig. B) DM 0,2 % mit 150 mM NaCl eluierte bereits bei geringen Imidazol
Konzentrationen, jedoch nicht vollstdandig. C) LMNG 0,005 % mit 150 mM hatte ein gutes Elutionsprofil, eluierte
allerdings schon bei geringen Konzentrationen vollstandig. D) B-OG 1,2 % mit 150 mM NacCl eignete sich nicht zur
Elution von den Ni-NTA-beads. D: Durchfluss, B: Ni-NTA-beads

4.2.4 Liposomen-Tests mit hMCT11

Um die Funktion des zellfrei hergestellten Proteins untersuchen zu kénnen, musste das
hMCT11 zundchst in Liposome rekonstituiert werden. Dafir wurde das Protein wie
beschrieben in Brji 78 hergestellt und gereinigt. Die Rekonstitution der Proteine in die
Liposome erfolgte nach der in Abschnitt 3.4.1 beschriebenen Methode.
Diese entstandenen Proteoliposome wurden dann mittels der Stopped Flow einem plotzlichen
Substratgradienten ausgesetzt. Die Liposome reagieren dabei aufgrund des osmotischen
Stresses mit einem schlagartigen Wasser-Efflux, was zu einem Zusammenziehen der Liposome

flihrt. AnschlieRend kann funktionales Protein Lactat in die Liposome transportieren. Dieser
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Transport fihrt dazu, dass Wasser dem Substrat folgt, um das osmotische Gleichgewicht zu
erhalten. Dies wiederum l3sst die Liposome anschwellen. Diese Messung wurde mit h(MCT11-
haltigen Liposomen durchgefiihrt, was in Abb. 4.9 gezeigt ist. In den ersten
Sekundenbruchteilen stieg das Signal aufgrund des Wasser-Efflux auf 1,0 V an. Bei einem pH
von 6,8 wurden die Liposome einem inwarts gerichteten Gradient von 200 mM ausgesetzt.
Sowohl bei Lactat als auch bei Pyruvat blieben die Signale (iber mindestens 40 s lang auf 1,0 V.
Der Verlauf der Leerliposomen erfolgte dabei analog. Bei einer Aufnahme des Substrates

wirde das Signal sinken und unter 1,0 V fallen.
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Abb. 4.9: Funktionsmessung von hMCT11-haltigen Proteoliposomen in der Stopped-Flow. Die Kurven zeigen
einen klassischen Verlauf fiir Liposome, einen steilen Anstieg des Signals gefolgt von einem gleichbleibenden
Signal. Leerliposome und Proteoliposome verhielten sich bei Pyruvat und L-Lactat nahezu identisch. Wiirde das
Substrat in die Liposome transportiert werden, so wiirde das Signal nach dem initialen Anstieg langsam abfallen.
Die Messung erfolgte bei pH 6,8 und einem inwdrts gerichteten Gradienten von 200 mM. Diese Kurven
entstanden aus einer Messung, welche noch zwei weitere Male bestatigt wurde.

Die Messungen mit der Stopped-Flow zeigten demnach keine Aktivitat bei Proteoliposomen
mit rekonstituiertem hMCT11, weder bei L-Lactat noch bei Pyruvat, bei einem pH von 6,8 und

einem inwarts gerichteten Gradienten von 200 mM des entsprechenden Substrates.

Aufgrund des ausbleibenden Nachweises auf die Transportaktivitdit von hMCT11, wurden

keine weiteren Tests mit diesem Protein durchgefiihrt.
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4.3 Untersuchung von Formiat-Nitrit-Transportern

Im Folgenden wird sich der Fokus dieser Arbeit auf die Hemmung der Formiat-Nitrit-
Transporter befinden. Fir die Untersuchung der FNTs wurde, wie zuvor der S. cerevisiae-
Stamm W301A Ajenl Aady2 verwendet. Die Expression der FNT-Proteine verleiht der Hefe
erneut die Fahigkeit zum Lactat-Transport. Um die Transportproteine im spateren Verlauf
hinsichtlich der Hemmbarkeit mit Inhibitoren zu untersuchen, musste zunachst sichergestellt
werden, dass die Proteine von der Hefe exprimiert werden und dass die Funktionalitat
gegeben ist.

Die Funktionalitdt und Hemmbarkeit der FNT wurden mit **C-markiertem L-Lactat untersucht,

was in diesem Arbeitskreis bereits etabliert wurde 411°

4.3.1 Herstellung von FNTs in S. cerevisiae

Die verwendeten DNA-Plasmide fiir PfFNT und G107S lagen bereits vor''®, ebenso die
Konstrukte fir die weiteren humanpathogenen Plasmodien. Die DNA von PbFNT wurde
codonoptimiert synthetisiert und tGber die Schnittstellen Spel und Xhol in den Vektor pDRTXa
eingefuigt. Die Hefen wurde aufgeschlossen (3.2.1), die erhaltenen Proteine in definierter
Menge (3.2.2) Uber ein SDS-Gel aufgetrennt (3.2.3) und schlieflich mittels Western Blot (3.2.5)

analysiert.

50 -

3 - -
[een

25

20

Abb. 4.10: FNTs der untersuchten plasmodialen Spezies. Western Blot der in S. cerevisiae exprimierten
plasmodialen Formiat-Nitrit-Transporter. Die Detektion erfolgte mit einem Anti-HA-Antikorper. Aufgetragene
Gesamtproteinmenge: 15 pg. Dieser Wester Blot entstand in Zusammenarbeit mit Christian Hansen.
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Der in Abb. 4.10 abgebildete Western Blot zeigt die Expression aller FNTs aus
humanpathogenen Plasmodium-Spezies und P. berghei. Die S. cerevisiae-Zellen mit dem
Leerplasmid zeigten keine unspezifischen Banden. Alle plasmodialen Formiat-Nitrit-
Transporter zeigten eine Bande bei der erwarteten Hohe um 35 kDa. Die schwéchste Bande
zeigte dabei PfFNT. Gefolgt von den etwas deutlicheren Banden bei PmFNT und PoFNT. PKFNT
wies eine Doppelbande auf, dessen oberer Teil starker ausgepragt war als die untere Halfte.
PVFNT zeigte von den FNTs der humanpathogenen Plasmodien die starkste Bande. Die hochste
Intensitat zeigte allerdings PbFNT bei 35 kDa. Alle FNT-Varianten wiesen eine schwache Bande
bei 120 kDa auf, die Intensitat war jedoch bei allen Konstrukten etwa gleich.
Die isolierte Membranfraktion zeigte dementsprechend im Western Blot bei allen FNT-

Varianten eine Bande auf der zu erwartenden Hoéhe fir ein vollstandiges Protein.

4.3.2 Ermittlung der Substratinkubationszeiten fiir Inhibitorexperimente

Um die notige Substratinkubationszeit zu ermitteln, wurde die Lactataufnahme Uber die Zeit
gemessen und ein Zeitpunkt gewdhlt, bei dem eine ausreichende Menge an L-Lactat
aufgenommen wurde und sich die Aufnahme idealerweise im linearen Bereich der Kurve
befand. Dafir wurde radioaktiv markiertes L-Lactat mit einem einwarts gerichteten Gradient
von 1 mM und ein pH-Wert von 6,8 verwendet (vgl. Kap. 3.5.1). Von den Aufnahmekurven
wurde der Hintergrund nicht-exprimierender Hefen abgezogen. Dieser lasst sich auf geringe
Diffusion und anhaftendes L-Lactat am Filtermaterial zurtickfiihren.

Die humanpathogenen FNT-Varianten (Pk, Po, Pm und Pv) wurden bereits einmal in der
Dissertation von Dr. Anna Meier initial vermessen.

In Abb. 4.11 sind die im Rahmen dieser Arbeit entstandenen Zeitkurven aufgefiihrt. Zunachst
fiel eine unterschiedliche Geschwindigkeit der L-Lactat Aufnahme auf, die schnellste Rate
zeigte dabei PKFNT mit 0,30 nmol/mg min, gefolgt von PoFNT mit 0,17 nmol/mg min, PfFNT
hatte eine Transportrate von 0,09 nmol/mg min, PvFNT zeigte eine Rate von
0,07 nmol/mg min, die langsamste Transportrate der humanpathogenen FNT-Varianten hatte
PMmFNT mit 0,02 nmol/mg min. Die Resistenzmutante PfFNT G107S hatte mit
0,06 nmol/mg min eine um 37 % geringere Transportrate als der Wildtyp. Das Plateau der
Aufnahmekurven war vergleichbar, PvFNT erreichte 0,16 nmol/mg, gefolgt von PmFNT mit
0,16 nmol/mg. Die Plateaus von PfFNT und PoFNT waren 0,14 nmol/mg, das vergleichsweise

niedrigste Plateau zeigte PKFNT mit 0,13 nmol/mg. Das Plateau von PfFNT G107S lag bei
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Abb. 4.11: Aufnahmekurven von FNTs der humanpathogenen Plasmodium-Spezies in S. cerevisiae. Die
Aufnahmekurven der Formiat-Nitrit-Transporter von humanpathogenen Plasmodium-Spezies inkl. der
Resistenzmutante G107S. Die Fehlerbalken stellen den SEM dar. Substrat: 1 mM L-Lactat + 0,04 pCi 4C-
markiertem-L-Lactat, pH 6,8. N = 3

Der Formiat-Nitrit-Transporter aus P. berghei, PbFNT (Abb. 4.12), war mit einer Transportrate
von 0,09 nmol/mg min sehr dhnlich zum PfFNT, mit einem Plateau von 0,1 nmol/mg war er

vergleichbar mit allen anderen FNTs und kam am nachsten an das PfFNT G107S heran.
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Abb. 4.12: PbFNT Aufnahmekurve. Die Aufnahmekurve von L-Lactat bei pH 6,8 des Formiat-Nitrit-Transporter
von P. berghei. Die Fehlerbalken stellen den SEM dar. Substrat: 1 mM L-Lactat + 0,04 uCi **C-markiertem-L-Lactat,
pH6,8.N=3

Die leichten Unterschiede in den Aufnahmekurven, vor allem bei der Transportrate, flihrten
zu unterschiedlichen Substratinkubationszeiten, die in Tab. 4.1 dargestellt werden. Diese
Werte wurden teilweise empirisch angepasst (wie etwa bei PbFNT) und beziehen sich nicht
nur ausschlieBlich auf die Aufnahmekurve. Ein mdéglicher Grund war beispielsweise eine
Schwankung in der Hefeviabilitat, welche durch eine Erhéhung der Substratinkubationszeit zu

konsistenteren Ergebnissen und ausreichenden Signalen flhrte.

Tab. 4.1 Substratinkubationszeiten aller untersuchten Transportproteine

Membranprotein Substratinkubationszeit / s

PfFNT 30
PfFNT G107S 120
PmENT 240
PKFNT 30
PVENT 120
POoFNT 30
PbFNT 120
hMCT1 180
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4.4 Inhibition von Formiat-Nitrit-Transportern

Formiat-Nitrit-Transporter lassen sich von der Strukturklasse der Pentafluoro-3-hydroxy-pent-
2-en-1-one hemmen. Die Nummern zu den entsprechenden Strukturen werden in den
folgenden Unterkapiteln an der Abszissenachse der Hemmungskurven und im Anhang (siehe

S. 165) angegeben

Die erste Leitsubstanz stellte dabei MMV007839 [1] dar. Aufgrund der G107S
Resistenzmutante wurde die Hydroxygruppe entfernt, sodass ein dauerhaft offenkettiger
Inhibitor [2] entstand.!® Diese MaRnahme verbesserte die Inhibition um etwa eine
GroéRenordnung, von 21 uM*?° auf die in dieser Arbeit reproduzierten 2,1 uM. Fiir ein besseres
strukturelles Verstandnis wurde eine Minimalversion der Inhibitorklasse mit Benzen als
aromatische Komponente hergestellt. Wie in Abb. 4.13 gezeigt, wurde [2] reproduziert und

der neuartige Inhibitor [3] vermessen.
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Abb. 4.13: Die erste Generation der PfFNT-Inhibitoren gegen PfFNT und PfFNT G107S. Das Entfernen der
Hydroxygruppe von [1] fihrte zu [2] und reduzierte den ICso-Wert gegen PfFNT G107S auf einen einstelligen
mikromolaren Bereich. Das Entfernen der Methoxygruppe fihrte zu [3], der ICso-Wert erhohte sich allerdings auf

5,18 uM. Die Fehlerbalken stellen den SEM dar. Substrat: 1 mM L-Lactat + 0,04 pCi *C-markiertem-L-Lactat,
pH6,8.N=3

Hier zeigte sich erneut, dass die Substanzen der ersten Generation an Inhibitoren den Wildtyp
von PfFNT sehr gut inhibieren konnten. BH296 [2] hemmte PfFNT mit 0,13 uM und der neue
Inhibitor [3] hemmte PfFNT sogar mit 0,04 uM. Allerdings konnte auch hier wieder bestatigt
werden, dass die Affinitdat zum PfFNT G107S deutlich schwéacher wurde. BH296 [2] konnte
PfFENT G107S lediglich mit einem ICso von 2,1 uM hemmen. Wird die Methoxygruppe entfernt,

wie bei [3], verschlechterte sich die Inhibition weiter auf 5,2 uM.

4.4.1 Umgehung der G107S-Resistenzmutation

Diverse Strategien die G107S-Resistenz zu umgehen, z.B. durch das Ausweichen mit einem
chemischen Linker oder kleineren Aromaten, waren in der Vergangenheit erfolglos. Daher
wird nun im folgenden Kapitel beschrieben, wie die Einflihrung eines Stickstoffatoms in den
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aromatischen Ring das Serin der G107S-Mutante direkt angreifen und somit effizient hemmen

konnte.
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Abb. 4.14: Inhibitoren mit Pyridin als aromatische Komponente. A) BH267.ortho [4] inhibierte PfFNT mit
0,15 pM und PfFENT G107S mit einem ICso-Wert 0,58 uM. B) BH267.meta [5] inhibierte PfFNT ebenso mit einem
ICs0 von 0,11 uM PfFNT und PfFNT G107S mit 0,63 uM C) BH267p [6] wies einen ICso von 0,15 uM gegen PfFNT
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auf, die Inhibition gegen PfFNT G107S wurde mit etwa 22 uM deutlich schwacher. Die Fehlerbalken stellen den
SEM dar. Substrat: 1 mM L-Lactat + 0,04 uCi **C-markiertem-L-Lactat, pH 6,8. N =3

Um entsprechende Aussagen Gber den Einfluss der Position des Stickstoffs treffen zu konnen,
wurden drei neuartige Inhibitoren synthetisiert. Diese Inhibitoren hatten den klassischen
Aufbau: Eine Fluorethylkette, gefolgt von einer vinylogen Carbonsdure und abschlieRend
einen Aromaten. Als Aromat wurde Pyridin genutzt, welches den Stickstoff in Relation zum
Pharmakophor in ortho- [4], meta- [5] oder para- [6] Position tragt, die Ergebnisse sind in Abb.

4.14 dargestellt.

Vorab lasst sich feststellen, dass die Auswahl der Stickstoff-Position keine Auswirkung auf die
Wirksamkeit gegen den PfFNT-Wildtyp hatte, BH267.ortho [4] erreichte einen ICsp von
0,15 uM, wie auch BH267.para [6]. BH267.meta [5] erreichte einen ICsp von 0,11 pM.
Unterschiede wurden erst bei Betrachtung der 1Cso-Werte gegen PfFNT G107S deutlich. Hier
resultierte aus dem Stickstoff in para-Position eine deutlich geringere Hemmung mit 21,6 uM.
BH267.ortho [4] schaffte es PFFNT G107S mit einem ICso von 0,58 UM zu hemmen, eine nahezu
identische Hemmung zeigte BH267.meta [5] mit 0,63 puM.

Es wurde ein weiterer stickstoffhaltiger Inhibitor mit einem Amid-Linker [7] getestet (Abb.
4.15). Mit dieser Struktur wurde untersucht, ob der Stickstoff den gleichen Effekt hat, wenn
dieser nicht im aromatischen Ringsystem eingebunden ist, sondern als Linker zwischen der
vinylogen Carbonsaure und einem Benzen-Ring vorliegt. Mit einem 1Cso gegen den Wildtyp
PfFENT von 0,46 uM war der Inhibitor zwar schwacher als die bisherigen Strukturen, aber noch
im nanomolaren Konzentrationsbereich. Die Hemmung von PfFNT G107S blieb mit 18,3 uM

allerdings gering.
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Abb. 4.15: Einfiigen eines Amid-Linkers [7]. Die Verwendung eines Amid-Linkers erzeugte einen nanomolaren
Inhibitor mit einem 1Cso-Wert von 0,46 uM. Die Inhibition verringerte sich allerdings gegen PfFNT G107S mit
18,3 uM. Die Fehlerbalken stellen den SEM dar. Substrat: 1 mM L-Lactat + 0,04 pCi *C-markiertem-L-Lactat,
pH6,8.N=3

Daraus resultierten mit BH267.meta [5] und BH267.ortho [4] erstmalig Inhibitoren, welche im
Stande waren, PfFNT G107S im submikromolaren Bereich zu inhibieren. Diese Substanzen
kénnen nun als Leitstrukturen fungieren und als Vorbild einer neuen Generation an PfFNT-

Inhibitoren dienen.

4.4.2 Aromaten mit zwei Stickstoffen

Um die inhibitorische Wirkung gegen die Resistenzmutante zu erhdhen, wurden
Kombinationen von [4] und [5] hergestellt. Dies ergab die zwei Inhibitoren [9] und [10] mit
einem entsprechenden Pyridazin oder Pyrazin als aromatische Komponente (vgl. Abb. 4.16).
Deren Inhibition war jedoch auch hinsichtlich des PfFNT Wildtyps mit ICso-Werten von
0,86 uM [10] und 0,46 uM [9] vermindert. Allerdings fiel vor allem die starke Erhohung der
ICso-Werte gegen PfFNT G107S auf, welche mit 3,8 uM [10] und 1,2 uM [9] auf dem Niveau
von BH296 [2] (2,1 uM) lagen.
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Abb. 4.16: Inhibitoren mit zwei Stickstoffen im aromatischen Ring. [8] inhibierte PfFNT mit einem ICso-Wert von
0,46 uM. Die Inhibition wurde gegen PfFNT G107S auf 1,2 + 0,3 uM reduziert. [9] hatte einen hdheren ICso gegen
PfFNT mit 0,86 uM, die Inhibition gegeniliber der Resistenzmutante war mit 3,8 uM starker vermindert. Die
Fehlerbalken stellen den SEM dar. Substrat: 1 mM L-Lactat + 0,04 uCi **C-markiertem-L-Lactat, pH 6,8. N = 3

4.4.3 Zweite Generation von PfFNT Inhibitoren

Die beiden Leitsubstanzen, BH267.ortho [4] und BH267.meta [5], wurden im folgenden
Abschnitt weiter modifiziert, um die Hemmwirkung am Transporter PfFNT G107S weiter zu
verbessern. Die ersten Modifikationen sind in Abb. 4.17 dargestellt. GroRtenteils wurden die
Veranderungen an BH267.meta [5] durchgefiihrt, da diese synthetisch besser zugénglich war.
Die Einfliihrung einer Methoxygruppe, analog zu BH296 [2], an BH267.meta [5] flhrte zu der
Substanz BH297 [10]. Die Hemmung von PfFNT blieb mit einem ICso von 0,11 uM unverandert.
Allerdings hemmte der Inhibitor PfFNT G107S mit 0,26 uM und war somit um nahezu eine
GroBenordnung starker als das Struktur-Analogon BH296 [2] (2,1 uM). Das Einfligen eines

Chlorsubstituenten in die para-Position von BH267.ortho [4] fihrte zu der Substanz [11]. Dies

78



Ergebnisse

hatte eine geringfiigige Erhdhung des ICso-Wertes auf 0,23 uM zur Folge. Die Hemmung von
PfFNT G107S blieb dagegen mit 0,51 pM unverdndert. Die Substitution von einer
Methylgruppe an der para-Position flihrte zum Inhibitor [12], welcher mit 0,15 uM einen
nahezu unverdnderten ICso-Wert gegeniliber PfFNT zeigte. Die Hemmung gegen PfFNT G107S
sank jedoch auf 1,74 uM, also fast um das Dreifache im Vergleich zu BH267.meta [5]
(0,63 um).
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Abb. 4.17: Unterschiedliche Substitutionen Pyridin-haltiger Inhibitoren. Es wurde versucht die Eigenschaften
der Pyridin-haltigen Inhibitoren durch Substituenten weiter zu verandern. Dies fiihrte bei BH297 [10] zu einer
Verbesserung in der Inhibition von PfFNT G107S auf 0,26 uM, was der bisher niedrigste Wert war. Das Einfligen
eines Chlorsubstituenten zeigte keine Anderung im Vergleich zum nicht substituierten BH267.ortho [4]. Die
Verwendung einer Methylgruppe verschlechterte die Inhibition auf 1,74 uM. Die Fehlerbalken stellen den SEM
dar. Substrat: 1 mM L-Lactat + 0,04 uCi *C-markiertem-L-Lactat, pH 6,8. N =3
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Abb. 4.18: Verwendung einer groBvolumigen aromatischen Komponente mit [13]. Die Verwendung von einem
groBvolumigen Chinolin als aromatische Komponente flihrte zu einer guten Hemmung des Wildtyps mit 0,24 uM.
Allerdings fiihrte dies jedoch zu einem ICso-Wert von etwa 100 uM und damit zu einem Inhibitionsverlust gegen
PfFNT G107S. Die Fehlerbalken stellen den SEM dar. Substrat: 1 mM L-Lactat + 0,04 pCi 1*C-markiertem-L-Lactat,
pH6,8. N=3

Ein groRvolumige Substituent (Abb. 4.18), wie bei [13] mit einem Chinolin, wurde zwar von
PfFNT ohne Verlust der Inhibition toleriert, jedoch nicht von PfFNT G107S. Der ICso-Wert gegen
den Wildtyp-PfFNT lag bei 0,24 uM. Dieser stieg allerdings gegen PfFNT G107S auf etwa
100 puM.

4.4.4 Modifikation an der Fluoralkylkette

Der Einbau von Fluoralkylketten fihrt bei Untersuchungen der ADME-Eigenschaften aufgrund
von gesundheitlichen und umweltbezogenen Bedenken zu regelméaRigen structural alerts.*>’
Es ist vergleichsweise unwahrscheinlich, dass eine perfluorierte Ethylgruppe ein Problem
darstellt, da derartige Bedenken erst ab perfluorierten Butylketten auftreten?>® und die
originalen Substanzen der Malariabox*?'3! keine Toxizitit gegeniiber diversen humanen
Zelllinien aufwiesen.?>® Dennoch wurde sich dieser Problematik angenommen und versucht
die Zahl der Fluoratome zu verringern. Es zeigte sich bereits, dass eine Verkirzung der
Fluoralkylkette PfFNT nicht effizient hemmt. Dabei war auffdllig, dass das vollstandige
Entfernen aller Fluoratome zu einem Funktionsverlust fuhrte. Die Reduktion auf drei
Fluoratome verminderte die Inhibition von PfFNT, filihrte hingegen noch zu einem
nanomolaren Inhibitor. Somit musste die schwacher werdende Affinitat der Inhibitoren mit

anderen Strategien ausgeglichen werden. Diese sind in Abb. 4.19 dargestellt. Der erste Ansatz

81



Inhibition von Formiat-Nitrit-Transportern

umfasst eine Hydroxygruppe, welche das hochkonservierte Histidin der Formiat-Nitrit-
Transporter!?* adressieren sollte.'®® Mit einem ICso-Wert von 5,1 uM lieR sich eine gewisse
Affinitat feststellen. Allerdings war diese um etwa eine GrofRenordnung schwacher als bei
anderen Inhibitoren. Gegen die Resistenzmutante zeigte [14] eine kaum feststellbare
Hemmung von lGiber 1000 uM. Bei [15] waren ebenso zwei Fluoratome im Molekiil vorhanden.
Weiterhin wurde allerdings eine Alkylkette mit vier Kohlenstoffatomen genutzt, um die
lipophile Engstelle im PfENT passieren zu kénnen und die Bindungsenergie zu erhéhen. Der
resultierende Inhibitor [15] zeigte einen ICso-Wert von 0,36 UM und ist damit der erste
nanomolare Inhibitor fir PfEFNT mit einer minimalen Fluormenge von lediglich zwei Atomen.
Allerdings fiel ebenso auf, dass die Wirkung gegen G107S lberproportional verloren ging. Der

ICso-Wert von [15] lag bei lediglich 24 uM.
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Abb. 4.19: Modifikationen in der Fluoralkylkette. Der Inhibitor [14] zeigte einen ICso von etwa 5,1 uM gegen
PfFENT. Der I1Cso gegen PfFNT G107S konnte mit Gber 1000 uM nicht mehr ermittelt werden. [15] zeigte mit einem
ICs0 von 0,36 uM eine starke Inhibition gegen PfFNT, diese wurde gegen PfFNT G107S mit 24 uM jedoch wieder
verringert. Substrat: 1 mM L-Lactat + 0,04 uCi **C-markiertem-L-Lactat, pH 6,8. N = 3

4.4.5 Modifikation des Pharmakophors

Die Arbeiten von Dr. Andre Golldack zeigten bisher, dass Entfernen der vinylogen Carbonsaure
zu einem Verlust der Inhibition fiihrten.'® Im Folgenden sollte die Frage beantwortet werden,
ob bei der Verwendung eines Amids die inhibitorische Wirkung erhalten bleibt oder, wie bei
vergangenen Modifikationen, verloren geht. Ware die vinyloge Carbonsaure gegen eine Amid
Funktion austauschbar, wiirde sich eine neue Substanzklasse bilden, mit vielen potenziellen

Veranderungen der physikochemischen Parameter.
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Abb. 4.20 Modifikation des Pharmakophors von BH267.meta [5]. Die beiden neuen Substanzen [16] und [17]
weisen ein vinyloges Amid, statt einer vinylogen Carbonsaure auf. Allerdings zeigte der Wildtyp-PfFNT bei einer
Konzentration von 100 uM noch eine Aktivitat von 80,1 % [16] und 96,1 uM [17].

Zu diesem Zweck wurden die beiden Inhibitoren [16] und [17] synthetisiert. Die Strukturen
sind in Abb. 4.20 dargestellt. Sie wurden mit einer Schmelze von BH267.meta [5] hergestellt,
traten in etwa gleichen Teilen im Produktgemisch auf und lieRen sich anschliefend trennen
(siehe Kap. 6). Allerdings zeigte sich kaum eine inhibitorische Wirkung gegen den Wildtyp von
PfFNT im Hefesystem. Bei einer Konzentration von 100 uM hatte PfFNT noch eine Restaktivitat
von 80,1 % [16] und 96,1 % [17]. Somit ist auch diese Art der Modifikation des Pharmakophors

nicht moglich.

4.4.6 Hemmung von Plasmodium falciparum

Die Hemmwirkung der Substanzen wurde zunachst im Hefe-basierten System untersucht, um
gezielte Modifikationen durchzufiihren und die spatere Wirksamkeit abzuschatzen. Um
jedoch die in vitro Wirksamkeit genauer bestimmen zu kénnen, wurden die Substanzen im
komplexeren Parasitensystem betrachtet.

Alle folgenden Daten wurden von Barbel Bergmann in Kooperation mit dem Arbeitskreis von

Professor Dr. Tobias Spielmann am Bernhard-Nocht-Institut in Hamburg aufgenommen.

Tab. 4.2: ICso-Werte ausgewdhlter Inhibitoren gegen den Malaria-Parasiten P. falciparum
3D7.

Inhibitor ICso gegen P. falciparum [ uM
[15] 20,09 + 0,88

[11] 14,00 + 0,77

BH267.ortho [4] 13,50+ 0,77

BH297 [10] 3,87 +0,25

BH267.meta [5] 0,29 +0,01
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Die geringste Wirkung auf P. falciparum 3D7 zeigte [15] mit einem ECso von etwa 20 puM.
Darauf folgten [11] mit einem ECso-Wert von 14 uM und BH267.ortho [4] mit 13,5 uM. Eine
verbesserte Wirkung zeigte BH297 [10] mit einem ECso-Wert von 3,87 uM, welches sich im
Vergleich zu [2] nur in der Anwesenheit eines Stickstoffes im aromatischen Ring unterscheidet.
Den geringsten ECsp-Wert zeigte BH267.meta [5] mit 0,29 uM. Somit war es erstmals moglich
P. falciparum mit einem Inhibitor, der keine Hemiketale-Transportform aufwies, abzutoten.
Weiterhin zeigte sich, dass BH267.meta [5] deutlich weniger anfallig die die Bildung resistenter
Parasiten war, was die Behandlung von den Parasiten mit subletalen Dosen zeigte (siehe Kap.
3.6.2). Im spateren Verlauf der Arbeit konnten allerdings, mit milderen Bedingungen, zwei
weitere Mutationen selektiert werden, PfFNT V196L und PfFNT G21E. Diese Mutationen
werden im spateren Verlauf genauer erlautert.

Aufgrund der in vitro Wirksamkeit gegen P. falciparum wurde BH267.meta [5], trotz der
beobachteten Resistenzentwicklung, zur neuen Leitsubstanz fiir die weitere Entwicklung und

stand im Fokus weiterer Tests.

4.5 Hemmung von FNTs weiterer Pasmodium-Spezies

Neben P. falciparum existieren vier weitere Plasmodium-Spezies, welche Menschen infizieren
konnen. Die Formiat-Nitrit-Transporter dieser Spezies wurden bereits in ihrem
Transportverhalten untersucht (4.3.2) und wurden im Folgenden mit den Inhibitoren
BH267.meta [5], BH297 [10] und MMV007839 [1] behandelt (vgl. Abb. 4.21). Dies diente als
Test, ob eine Wirksamkeit von BH267.meta [5] bei den analogen Parasiten zu erwarten ware

und minimale strukturelle Unterschiede die Inhibition stark beeinflussen konnen.

85



Hemmung von FNTs weiterer Pasmodium-
Spezies
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Abb. 4.21 Getestete Substanzen gegen andere Plasmodium-Spezies. Die abgebildeten Substanzen wurden
gegen weitere Spezies getestet, BH267.meta [5] (schwarz) als neue Leitstruktur, BH297 [10] (Magenta) als
Struktur mit der starksten Inhibition gegen PfFNT G107S und MMV007839 [1] (Dunkel Cyan) als urspriingliche
Malariabox Substanz.

Weiterhin wurde der Formiat-Nitrit-Transporter PbFNT von P. berghei, dem Malaria-Parasiten

von Mdausen und Nagetieren, untersucht, um Tierversuche vorzubereiten.

4.5.1 Hemmbarkeit von FNT aus humanpathogenen Plasmodien

Die FNT aus humanpathogenen Plasmodium-Spezies wurden mit den genannten Inhibitoren
behandelt und die ICso-Werte im Hefesystem untersucht. Dabei erreichten alle untersuchten
Inhibitoren eine Hemmung gegen alle FNT-Varianten im nanomolaren Bereich. Es waren
allerdings leichte Abweichungen innerhalb der Werte erkennbar (vgl. Abb. 4.22). Die
Malariabox-Substanz MMV007839 [1] erreichte gegen PmFNT und PvFNT jeweils 0,14 uM und
0,16 uM, was etwa dem gleichen ICso Wert im Vergleich zur Hemmung von PfENT (0,11 uM1%9)
entsprach. Gegen PVFNT erreichte [1] eine verbesserte Inhibition mit 0,09 uM, PkFNT hemmte
[1] allerdings nur mit einem ICsp von 0,45 uM. Der Inhibitor BH297 [10] erreichte gegen PvFNT
einen ICso-Wert von 0,25 uM, knapp gefolgt von 0,38 uM gegen PmFNT. Eine schwachere
Inhibition zeigte [10] gegen PoFNT und PkKFNT mit jeweils 0,64 uM und 0,99 uM.
BH267.meta [5] zeigte im Vergleich zu PfFNT (0,11 uM) etwa die die Halfte der Hemmwirkung
gegen PmFNT (0,21 uM), PoFNT (0,21 uM) und PVFNT (0,23 uM). Gegen PKFNT zeigte jedoch
auch BH267.meta [5] die schwachste Hemmung mit 0,87 uM.

Dennoch erzielten alle Inhibitoren submikromolare [Cso-Werte gegen FNTs aller

humanpathogener Plasmodium-Spezies.
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Abb. 4.22: ICso-Werte von humanpathogenen FNT Varianten. Die ausgewahlten Substanzen inhibierten die FNTs
alle humanpathogenen Plasmodium-Spezies im nanomolaren Bereich. Leichte Abweichungen waren bei PKFNT
zu beobachten, das von BH267.meta [5] und BH297 [10] vergleichsweise schwach inhibiert wurde. Die
Fehlerbalken stellen den SEM dar. Substrat: 1 mM L-Lactat + 0,04 pCi **C-markiertem-L-Lactat, pH 6,8. N=3

4.5.2 Hemmung des Plasmodium berghei FNT
Eine weitere Plasmodium-Spezies ist P. berghei, welche infektios fliir Mdause und andere Nager

ist. Das entsprechende PbFNT wurde mit den ausgewahlten Inhibitoren behandelt und der
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daraus resultierende ICsp-Wert diente als Abschatzung der Wirksamkeit dieser Substanzen,

wie in Abb. 4.23 dargestellt.
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Inhibitor / uM

ICs, [5] = 0,75 + 0,04 uM
IC;, [10] = 0,79 + 0,05 uM
IC, [1] = 0,32 + 0,03 uM

Abb. 4.23: PbFNT ICso Kurve. Die Malariabox Substanz MMV007839 [1] zeigte einen ICso-Wert von 0,32 pM.
BH297 [10] und BH267.meta [5] wiesen eine niedrigere Affinitdt mit 0,79 uM und 0,75 uM auf. Die Fehlerbalken
stellen den SEM dar. Substrat: 1 mM L-Lactat + 0,04 uCi **C-markiertem -L-Lactat, pH 6,8. N =3

Die Inhibition war bei der urspriinglichen Substanz MMV007839 [1] mit einem ICso-Wert von
0,32 uM am starksten ausgepragt, dennoch war [1] damit etwa um den Faktor 3 schwacher
gegen PbFNT als gegen PfFNT. Die beiden stickstoffhaltigen Substanzen BH267.meta [5] und
BH297 [10] zeigten eine etwa halb so starke Inhibition mit jeweils 0,75 uM und 0,79 uM und
waren damit etwa um den Faktor 7 schwacher im Vergleich zur PfFNT-Hemmung. Alle |Cso-
Werte verblieben somit im nanomolaren Bereich.

Strukturelle Unterschiede innerhalb der Inhibitoren scheinen damit nur schwache Effekte zu
haben, auch wenn davon auszugehen ist, dass die Hydroxygruppe von MMV007839 [1] einen
positiven Effekt auf die Bindung des Inhibitors hatte.

Im Falle von MMV007839 [1] und BH267.meta [5], kann aufgrund vorangegangener Tests eine
Wirkung auf die Parasiten angenommen werden, bei geringerer Wahrscheinlichkeit einer

Resistenzbildung von BH267.meta [5].
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4.6 Bestimmung physikochemischer Parameter der Inhibitoren

Fir ein besseres Verstandnis der Lipophilie, ist der logP-Wert ein wichtiger Parameter in der
pharmazeutischen Entwicklung. Der Wert wurde mit der in Kap. 3.8.1 beschriebenen Methode
ermittelt. Die Ergebnisse sind in Abb. 4.24 dargestellt. Zundchst fiel auf, dass sich keiner der
gemessenen logP-Werte in extremen hydrophilen oder lipophilen Bereichen bewegt. Die
hochste Lipophilie zeigte die Malaria-Box Substanz MMV007839 [1] mit einem logP Wert von
2,90. Darauf folgte [3], ein Inhibitor mit einem homoatomaren Benzen-Ring als aromatischer
Komponente, mit einem logP-Wert von 2,59. Der logP-Wert der Pyridin-Derivate bewegte sich
im Bereich von 2 wie [15] (2,33), [11] (2,32), BH297 [10] (2,20) und [12] (1,93). Mit einem nicht
substituierten Pyridin-Ring als aromatische Komponente, wiesen BH267.ortho [4] und
BH267.meta [5] einen logP-Wert von 1,48 und 1,65 auf. Den niedrigsten logP-Wert hatte [8]

was einen Pyrazin-Ring aufwies, mit 1,30.
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Abb. 4.24: logP Werte von PfFNT Inhibitoren. Abgebildet sind die mit HPLC ermittelten logP-Werte fir diverse
PfFNT-Inhibitoren. A) Inhibitoren mit der Pentafluoralkyl Kette, darunter befanden sich MMV007839 [1], der
minimale aromatische Inhibitor [3] und diverse Pyridin-Derivate, insbesondere BH267.meta [5]. B) Der logP Wert
von [15] als einziger Vertreter ohne Pentafluoralkyl Kette und nanomolarer Inhibition vom Wildtyp PfFNT.

Weiterhin wurde die Wasserloslichkeit von BH267.meta [5] untersucht. Daflir wurde die in
Abschnitt 3.8.2 beschriebene HPLC Methode genutzt. Vor der quantitativen Analyse wurde
eine gesattigte Losung von BH267.meta [5] in ddH20 bzw. einem Puffer mit gewiinschtem pH-
Wert hergestellt. Diese Suspension wurde 1 h bei Raumtemperatur gelagert und regelmafig

kraftig gemischt. AnschlieBend wurde das Gemisch mit einem 0,22 um Filter von festem
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BH267.meta [5] befreit. Die entstandene Losung wurde anschliefend verdinnt und mit der
HPLC vermessen. Dabei zeigte sich, dass die Loslichkeit in reinem Wasser 0,50 = 0,01 mM
betrug und der pH-Wert verdanderte sich dabei auf etwa pH 4. Die Loslichkeit von
BH267.meta [5] erhdhte sich im sauer und alkalisch gepufferten Milieu. Bei einem pH-Wert
von 9,0 betrug die Loslichkeit 13,63 mM, bei pH 7,0 sogar 19,36 mM. Im sauren pH-Bereich
stieg die Wasserloslichkeit schwacher an, bei pH 3,0 befanden sich nur 0,58 mM in Lésung,
diese Lucke im Loslichkeitsprofil wurde erst bei einem pH-Wert von 1,1 mit einer Loslichkeit

von 8,0 mM verlassen.

4.7 Stabilitdtsuntersuchungen

Um die Handhabbarkeit der Inhibitoren, mit besonderem Fokus auf BH267.meta [5], besser
verstehen zu konnen, wurde die Stabilitdat der Substanzen untersucht. Hierbei wurden
verschiedene Parameter genutzt, wie die Temperatur, das Losemittel oder der pH-Wert.
Weiterhin wurde der Einfluss verschiedener struktureller Parameter getestet. Die Analyse
einer Probe unter forcierten Bedingungen (mehrere Minuten in wéassriger Losung zum Sieden
erhitzt) mittels Diinnschichtchromatographie und Massenspektrometrie ergaben, dass sich
die Pentafluoro-3-hydroxy-pent-2-one erneut in die Edukte zersetzten. Im Fall von
BH267.meta [5] wurde somit 3-Acetylpyridin gebildet, was als Zersetzungsprodukt detektiert
werden konnte.

Die Durchfuhrung aller HPLC-Messungen erfolgte in Zusammenarbeit mit Susan Hauer.

4.7.1 Zersetzung von BH267.meta

Eine 25 ml Untersuchungslosung mit 50 uM BH267.meta [5] in PBF-Puffer wurde bei
Raumtemperatur und pH 7,4 gelagert. Dabei wurden tagliche Proben entnommen und
untersucht (vgl. Kap. 3.8.2). AnschlieRend wurde Uber die HPLC jeweils eine Probe bei 254 nm
und 326 nm analysiert. Uber eine Kalibriergerade mit bekannten Konzentrationen von
BH267.meta [5] und 3-Acetylpyridin wurden die Konzentrationen der Substanzen in der

Analysenldsung bestimmt und Gber die Zeit aufgetragen (vgl. Abb. 4.25).
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Abb. 4.25: Zersetzung von BH267.meta [5]. Eine Losung mit 50 uM BH267.meta [5] wurde bei Raumtemperatur
in PBS-Puffer pH 7,4 gelagert und taglich bei 326 nm und 254 nm vermessen. Die Substanz BH267.meta [5]

(326 nm) zersetzte sich mit einer Halbwertszeit von etwa neun Tagen, die Konzentration des
Zersetzungsproduktes 3-Acetylpyridin (254 nm) nahm analog zu. N =3

Die Abnahme von BH267.meta [5] erfolgte weitestgehend analog zur Bildung des
Zerfallsproduktes. Nach 24 h war der Gehalt von BH267.meta [5] auf 90,17 % gefallen, analog
dazu nahm die Wiederfindung fir 3-Acetylpyridin auf 9,92 % zu. Die Halbwertszeit von
BH267.meta [5] wurde nach etwa 168 h, also 7 Tagen erreicht. Zu diesem Zeitpunkt stieg der
Gehalt an 3-Acetylpyridin in der Untersuchungslésung auf 43,98 % an. Nach 192 h Uberstieg
der Gehalt von 4-Acetylpyridin mit 47,33 % den von BH267.meta [5] mit 45,19 %. Nach
21 Tagen wurde das Experiment beendet. Zu diesem Zeitpunkt lagen noch 12,98 % von
BH267.meta [5] vor und die Konzentration von 3-Acetylpyridin war auf 74,21 % angestiegen.
Das 3-Acetylpyridin war in dieser Losung zwar stabiler als BH267.meta [5], zeigte aber ebenso
einen Konzentrationsabfall Gber die Zeit. Dieser Effekt wurde den fliichtigen Eigenschaften
und nicht ndher untersuchten weiteren Reaktionen zugeschrieben.

Diese Zersetzung zeigte sich jedoch nicht beim Feststoff von BH267.meta [5]. Es wurde eine
Probe mit Feststoff bei 37 °C gelagert und monatlich vermessen. Dabei zeigte sich lber

6 Monate keine nennenswerter Zersetzung tGber 5 %.

4.7.2 Einfluss der Temperatur auf die Zersetzung von BH267.meta

Die Temperatur hat einen erheblichen Einfluss auf viele Zersetzungsreaktionen. Um diese
Effekte zu quantifizieren, wurde BH267.meta [5] in PBS-Puffer pH 7,4 bei jeweils bei 37 °C,
etwa 8 °C und bei -20 °C gelagert (Abb. 4.26). Je nach Zerfallsgeschwindigkeit wurden die

Intervalle des Probenzuges dabei variiert. Die Geschwindigkeit der Zerfallsreaktion verhielt
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sich dabei erwartungsgemal. Bei 37 °C wurde die Halbwertszeit auf etwa 24 h reduziert. Die
Lagerung bei 8 °C verlangerte hingegen die Halbwertszeit auf 28 Tage. Aber auch hier wurde
festgestellt, dass sich 5 % der Substanz innerhalb der ersten 48 h zersetzen. Bei -20 °C konnte
keine Halbwertszeit bestimmt werden, da kein nennenswerter Zerfall festgestellt wurde. Auch
nach 28 Tagen waren noch 95 % der Substanz vorhanden. Ebenso konnten mehrere Zyklen

von Auftauen und Einfrieren die Stabilitat in keinem nennenswerten Mal3e beeinflussen.
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Abb. 4.26: Stabilitdit von BH267.meta [5] bei unterschiedlichen Temperaturen. BH267.meta [5] zeigte wie
erwartend eine starke Zersetzung bei hoheren Temperaturen. Wahrend die Halbwertszeit bei Raumtemperatur
etwa 9 Tagen entsprach, wurde diese bei 37 °C, also simulierter Kérpertemperatur auf nur 24 h reduziert. Dem
entgegen stand eine Verlangerung der Halbwertszeit bei der Lagerung im KiihIschrank auf 28 Tage. Im gefrorenen
Zustand konnte der Zerfall nahezu gestoppt werden. N =3

4.7.3 Einfluss des pH-Wertes auf die Zersetzung von BH267.meta

Um den Einfluss des pH-Wertes auf die Stabilitdt der Substanz untersuchen zu kénnen, wurde
eine Reaktionskinetik mittels eines UV/Vis-Spektrometers aufgenommen, da die Variation des
pH-Wertes die verwendete HPLC-Methode maligeblich veranderte. Die in Abb. 4.27 gezeigten
Werte stammen aus einer Einfachbestimmung, dessen Endpunkt jedoch mit weiteren, analog

behandelten Lésungen, abgesichert wurde.
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Abb. 4.27: Stabilitdt von BH267.meta [5] bei unterschiedlichen pH-Werten. Die Stabilitdt von BH267.meta [5]
war im neutralen pH-Milieu am hdchsten, nimmt dann aber im sauren und basischen pH-Bereich ab. Im sauren
pH-Bereich waren dabei zwei pH-Einheiten ausreichend, wie an der identischen Stabilitdt bei pH 5 und pH 3
erkennbar war. Die Stabilitdt wurde Uber eine UV/Vis-Kinetik bei einer Wellenldnge von 326 nm ermittelt. N =3

Zunachst war erkennbar, dass die hochste Stabilitat bei einem pH-Wert von 7,0 vorlag. Eine
deutliche Verminderung des Stabilitdt war bei den sauren pH-Werten von 5,0 und 3,0
erkennbar, welche im direkten Vergleich jedoch keinen Unterschied aufwiesen. Bei
alkalischen Bedingungen mit pH 9,0 lag die geringste Stabilitat vor. Nach 80 h war die
Konzentration von BH267.meta [5] bei pH 7,0 auf 67,4 % der urspriinglichen Konzentration
gesunken, was den HPLC-Ergebnissen entsprach. Bei pH 3,0 und 5,0 fielen die Konzentrationen
nach 80 h auf etwa 50 % der Ausgangskonzentration. Der starkste Zerfall war bei pH 9,0 zu
beobachten. Hier zersetzte sich BH267.meta [5] nach 80 h auf 43,6 % der

Ausgangskonzentration.

4.7.4 Einfluss des Losemittels

Fiir eine gute Handhabbarkeit im LabormaBstab ist die Stabilitdit von BH267.meta [5] in
verschiedenen Losemitteln wichtig. Um diese zu prifen, wurde die Substanz in dem zu
prifenden Losemittel bei Raumtemperatur gelagert und an mehreren Zeitpunkten

untersucht. Die Ergebnisse sind in Abb. 4.28 dargestellt.
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Abb. 4.28: Stabilitdt von BH267.meta [5] bei verschiedenen Losemitteln. BH267.meta [5] zeigte im Vergleich zu
PBS-Puffer pH 7,4 keine veranderte Stabilitdt in Methanol. Die Substanz war allerdings stabil in DMSO, sodass
nach 14 Tagen keine Zersetzung detektierbar war.

Es ergab sich dabei, dass Methanol lediglich einen sehr geringen Einfluss auf die Stabilitat im
Vergleich zu PBS-Puffer mit einem pH-Wert von 7,4 aufwies. In den ersten Tagen verhielten
sich die Proben in Methanol und PBS-Puffer nahezu identisch. Die Halbwertszeit lag bei beiden
Losemitteln bei etwa 9 Tagen. Eine deutliche Erhéhung der Stabilitat zeigte hingegen DMSO,

bei diesem Losemittel zeigte sich auch nach 14 Tagen kein Zerfall Gber 5 %.

4.7.5 Einfluss von Stickstoffatomen auf die Stabilitat der FNT-Inhibitoren

Um eventuelle Stabilitdts-beeinflussende Faktoren der Inhibitoren-Struktur zu untersuchen,
wurden verschiedene FNT-Inhibitoren bei Raumtemperatur in PBS-Puffer mit physiologischem
pH-Wert untersucht. Dabei wurde zunachst der Einfluss des neu eingefiigten Stickstoffatoms
in die aromatische Komponente der Inhibitoren betrachtet. Zum Vergleich wurden [3] ohne
ein Stickstoffatom, BH267.meta [5] mit einem Stickstoffatom (vgl. Kap. 4.7.1) und [8] mit zwei

Stickstoffen untersucht.
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Abb. 4.29: Stabilitdt verschiedener Inhibitoren mit unterschiedlicher Anzahl von Stickstoffatomen. Die
Stabilitat der Inhibitoren nimmt mit der Anzahl an Stickstoffen in der aromatischen Komponente ab.

In Abb. 4.29 ist erkennbar, dass sich die Einfiihrung eines Stickstoffes negativ auf die Stabilitat
des Inhibitors auswirkte. Nach 24 h lagen noch 94 % von [3] vor, von BH267.meta [5] hingegen
nur 90,17 % und von [8] 88,45 %. Die Halbwertszeit von [3] lag bei 384 h (etwa 16 Tagen), was
einer Verbesserung um mehr als den Faktor 2 im Vergleich zu BH267.meta [5] mit einer
Halbwertszeit von 168 h (etwa 7 Tage) entsprach. Die Einflihrung eines zweiten
Stickstoffatoms verringerte die Stabilitat weiter, jedoch nicht in dem AusmaR nur eines
eingefligten Stickstoffes. Die Halbwertszeit von [8] verringerte sich auf ungefdhr 120 h
(5 Tage). Das entsprach einer Reduktion von etwa 28 % im Vergleich zu BH267.meta [5]. Zum
Ende der Messungen nach 21 Tagen lagen noch 39,69 % von [3] vor. Der Gehalt von
BH267.meta [5] lag bei 12,98 %. Und von [8] waren lediglich 8,09 % der urspriinglichen

Konzentration vorhanden.

4.7.6 Einfluss von Substituenten an der aromatischen Komponente auf die

Stabilitdt der FNT-Inhibitoren
Aufgrund einer verringerten Elektronendichte des Pyridin-Ringes im Vergleich zum Benzen-
Ring, wurde der Einfluss auf die Stabilitdt durch Substituenten untersucht, die durch +I- oder
+M-Effekte die Elektronendichte erhohen. Fir diese Fragestellung wurden die bereits
untersuchten Inhibitoren BH297 [10] und [12] verwendet, welche jeweils eine Methoxygruppe

und einen Methylsubstituenten aufwiesen.
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Abb. 4.30: Stabilitdt unterschiedlicher Pyridin-haltiger Inhibitoren mit unterschiedlichen Substituenten. Die
untersuchten Substituenten zeigten nur einen sehr geringen Einfluss auf die Stabilitat der Inhibitoren.

Die Abb. 4.30 zeigt, dass der Substituent an der para-Position des Aromaten nur einen
geringen Einfluss auf die Stabilitdt des Inhibitors hat. Zwischen BH267.meta [5] und [12] waren
keine nennenswerten Unterschiede erkennbar. Nach 24 h waren noch 90,17 % von
BH267.meta [5] und 90,52 % von [12] vorhanden. Von BH297 [10] waren nach 24 h noch
91,01 % vorhanden. Nach 168 h war von BH267.meta [5] die Halbwertszeit erreicht und der
Stoff lag mit einer Konzentration von 49,90 % vor. Bei [12] waren zu dieser Zeit noch 51,89 %
vorhanden und bei BH297 [10] 56,45 %. Nach 21 Tagen waren noch 12,98 % von
BH267.meta [5] vorhanden (vgl. Kap. 4.7.1), von [12] lagen noch 15,01 % vor und der Gehalt

von BH297 [10] war auf 19,89 % der urspriinglichen Konzentration gefallen.

4.8 Neue PfFNT-Resistenzmutanten

Der Inhibitor BH267.meta [5] hatte eine verringerte Wahrscheinlichkeit resistente Parasiten
im Labormalstab hervorzubringen. Nach vielen Versuchen gelang es allerdings am Bernhard-
Nocht-Institut Parasiten zu generieren, die zwei weitere, bisher unbekannte Mutationen
aufwiesen. Diese Mutationen waren PfFNT G21E, eine Mutation am N-Terminus des PfFNT
und PfENT V196L, eine Mutation, welche in der cytoplasmatischen Konstriktionsstelle vorlag.
In Zusammenarbeit mit Jana Schmidt wurden diese Resistenzmutanten weiter untersucht (vgl.

Abb. 4.31).
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Die Expression in S. cerevisiae wurde mittels Western Blot liberprift (vgl. Kap. 3.2.5). Die
Proteine waren in der mikrosomalen Fraktion der Hefe vorhanden und konnten daher weiter

getestet werden.
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Abb. 4.31: Neue PfFNT Resistenzmutanten. Die neuen Resistenzmutanten PfFNT G21E und PfFNT V196L wurden
von Jana Schmidt kloniert und erfolgreich in der Hefe exprimiert. Sie konnte ebenso zeigen, dass die Mutanten
eine Leitfahigkeit fur Lactat aufwiesen, diese war jedoch langsamer als beim Wildtyp-PfFNT. Die Fehlerbalken
stellen den SEM dar. Substrat: 1 mM L-Lactat + 0,04 uCi **C-markiertes-L-Lactat, pH 6,8. N = 3

Des Weiteren wurde die L-Lactat-Aufnahme mit *C-markiertem Substrat Gberprift, hierbei
war auffillig, dass beide Resistenzmutanten L-Lactat langsamer leiten konnten als der
Wildtyp. Die Mutationen sollten somit im Vergleich zum Wildtyp-PfFNT einen Nachteil fiir den
Parasiten darstellen. Fiir die Untersuchung der Inhibitoren bedeutete diese langsamere
Aufnahme eine Verlangerung der Substratinkubationszeit auf 2 min, um eine ausreichende

Aufnahme zu gewahrleisten.
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Abb. 4.32: ICso-Werte gegen die neuen Resistenzmutanten PfFNT G21E und PfFNT V196L
Die Inhibition der Substanzen gegen G21E war mit denen von PfFNT vergleichbar. PfFNT V196L zeigte dagegen
ein heterogeneres Bild. Wahrend BH267.meta [5] und MMV007839 [1] eine schwachere Inhibition zeigten, sich
aber noch im nanomolaren Bereich befanden, zeigte BH297 [10] mit einem ICso-Wert von etwa 10 UM nur noch
eine sehr schwache Hemmung. Die Fehlerbalken stellen den SEM dar. Substrat: 1 mM L-Lactat + 0,04 uCi *C-
markiertes-L-Lactat, pH 6,8. N =3

Es wurden weiterhin die ICso-Werte der bisher gut untersuchten Inhibitoren BH267.meta [5],
BH297 [10] und MMV007839 [1] gegen G21E und V196L getestet (Abb. 4.32). Dabei fiel
zunachst auf, dass sich die Substanzen gegen PfFNT G21E mit 0,21 uM (BH267.meta [5]),
0,31 uM (BH297 [10]) und 0,26 uM (MMV007839 [1]) untereinander dhnlich verhalten und
die Resistenzmutante um den Faktor 2-3 schlechter hemmten als PfFNT. Anders stellt sich die
Lage jedoch bei V196L dar. Der ICso-Wert von BH297 [10] war besonders auffillig. Die
Punktmutation verringerte die Inhibition um den Faktor 100 im Vergleich zum Wildtyp PfFNT.
Somit erreichte BH297 [10] lediglich einen ICso-Wert von 10,2 uM. Die weiteren Inhibitoren
BH267.meta [5] und MMV007839 [1] zeigten ebenso eine schwachere Inhibition mit 0,84 uM
und 0,85 pM. Die beiden Inhibitoren wiesen im Vergleich zum PfFNT-Wildtyp eine um den
Faktor 7 schwachere Hemmung fiir PfENT V196L auf.

Generell fihrten die neuen Resistenzmutanten G21E und V196L zu einer geringeren
Hemmbarkeit durch die getesteten Inhibitoren. Besonders auffallig dabei war BH297 [10] mit
einem ICsp von 10,2 uM gegen V196L. Allerdings befanden sich die (ibrigen 1Cso-Werte noch

im submikromolaren Bereich.

99



Toxikologisches Profil der FNT-Inhibitoren

4.9 Toxikologisches Profil der FNT-Inhibitoren

4.9.1 Wirkung auf humane Zelllinien und hERG Aktivitat

In verschiedenen Kooperationen wurde das toxikologische Profil von BH267.meta [5] sowie
einiger Derivate bestimmt. Zundchst wurde von Till Priegann aus der Arbeitsgruppe von
Professor Dr. Dennis Schade am Pharmazeutischen Institut der Uni Kiel der Effekt der
Substanzen auf humane Zelllinien untersucht.'®! Dabei wurden HEK293 Zellen verwendet, um
die allgemeine Toxizitdt abschatzen zu kdnnen, und HepG2 Zellen, welche eine erste Aussage
auf die Hepatotoxizitat geben kénnen. Es wurden die ATP-Spiegel mittels des CellTiterGlo™-
Kits bestimmt und ein reduktives Milieu mit einem Resazurin-Assay untersucht. Weiterhin
wurde der proliferative Effekt Gber das Auszahlen der Zellkerne bestimmt. Als Zeitpunkte
wurden 8 und 24 h ausgewdahlt, um eine akute Toxizitdt untersuchen zu kdnnen. Die

Ergebnisse sind in Abb. 4.33 dargestellt.
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Abb. 4.33: Toxizitdt gegen die menschliche Zelllinien HEK293 und HepG2. Bei allen untersuchten Parametern,
wie dem ATP-Spiegel, reduktiven Metabolismus (Resazurin-Assay) und der Proliferation (Anzahl der Zellkerne)
zeigten die Substanzen MMV007839 [1] und BH297 [10] lediglich eine schwache Wirkung von etwa 10 uM. Bei
BH267.meta [5] war bei 100 uM nur ein schwacher Effekt erkennbar. Die Messung erfolgte durch Till Priegann.

Es zeigte sich dabei, dass BH297 [10] und MMV007839 [1] in allen Assays einen ECso-Wert von

jeweils etwa 10 uM aufwiesen, was einem Sicherheitsfaktor von 100 im Vergleich zur

Inhibition von PfFNT entsprach. BH267.meta [5] schien noch besser vertraglich fir die

getesteten Zelllinien zu sein. Die hochste eingesetzte Konzentration von 100 uM zeigte nur

eine geringfligige Beeintrachtigung der Zellen.
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Ein zweiter wichtiger Punkt, welchen es bereits friih in der Entwicklung eines neuen
Arzneistoff-Molekils zu adressieren gilt, ist die Wirkung am hERG-Kanal. Die
arzneistoffinduzierte  Hemmung  dieses  spannungsaktivierten  Kaliumkanals in
Herzmuskelzellen kann zu einer potenziell todlichen torsade-du-pointe Arrhythmie fiihren. Es
gibt kaum eine zuverldssige Methode, bedingt durch die strukturelle Diversitat der hERG-
Inhibitoren, um eine solche Hemmwirkung in silico auszuschlieBen.1®2-164 Daher wurde dieser
potenzielle Effekt von Dr. Marianne Musinski in der Arbeitsgruppe von Professor Dr. Thomas
Baukrowitz Uber eine TEVC-Messung Uberprift. Weder BH267.meta [5], noch ein anderer
getesteter Vertreter (MMV007839 [1], BH297 [10] und [8]) der Substanzklasse zeigten eine
Hemmung des hERG-Kanals bei 100 uM.

4.9.2 Off-Target-Effekte der FNT-Inhibitoren auf hMCT1

Neben der Inhibition von PfFNT und PfFNT G107S, sowie der Wirksamkeit gegen P. falciparum
in vitro, ist es wichtig, dass keine humanen Transportproteine inhibiert werden. Die Aufgabe
des L-Lactat-Transportes, welche PfFNT im Parasiten erfiillt, Gbernimmt im Menschen der
hMCTL1. Dieser unterscheidet sich funktionell und strukturell von den FNTs. Dennoch wurde
im Hefe-Assay Uberpriift, ob eine Hemmung dieses Transporters im Menschen zu erwarten
ware.

Um dieser Fragestellung nachzugehen, wurde hMCT1 analog zu FNT untersucht (vgl. Kap.
3.5.3). Als Inhibitoren wurden wieder BH267.meta [5], BH297 [10] und MMV007839 [1]

verwendet.

102



Ergebnisse

|

X
X 100-
)
5
2
3
il
O
S
i =

0 -

T T T T T
0,1 1 10 100 1000

Inhibitor / uM

IC,, [5] = 500 pM
IC,, [10] = 100 uM
IC,, [1] = 100 uM

Abb. 4.34: Inhibition von hMCT1 durch Pentafluoro-3-hydroxy-pent-2-one. Keine der getesteten Substanzen
zeigte eine physiologisch bedeutsame Hemmung von hMCT1. MMV007839 [1] und BH297 [10] zeigten einen ICso
von etwa 100 uM, BH267.meta [5] hemmte hMCT1 lediglich mit etwa 500 uM. Die Fehlerbalken stellen den SEM
dar. N=3

Generell ist in Abb. 4.34 erkennbar, dass hMCT1 nur in hohen Konzentrationen von den
Substanzen inhibiert wurde. BH297 [10] und MMV007839 [1] hatten einen ICso von etwa
100 pM. Beide Inhibitoren waren in der Lage hMCT1 mit einer Konzentration von 1000 uM
vollstdndig zu hemmen. BH267.meta [5] inhibierte hMCT1 nur mit einem ICso-Wert von etwa
500 uM. Aufgrund der Loslichkeit war dies die hochste getestete Konzentration. Der
Transporter h(MCT1 zeigte dabei noch eine Restaktivitat von 42,7 %. Zusammenfassend waren
die Substanzen um den Faktor 1000-5000 weniger affin fiir hMCT1 als fiir das eigentlich target
PfENT.

4.10 BH267.meta-Aktivitat im in vivo Maus-Modell

In Kooperation mit dem Schweizer Tropen- und Public Health-Institut wurden die ersten
Versuche fiir die Substanzklasse mit BH267.meta [5] im Maus-Modell durchgefiihrt. Hierfiir
wurden Mause mit dem Malaria-Parasiten P. berghei infiziert. Der Testgruppe (n = 4) wurde
eine Suspension mit unterschiedlichen Dosen BH267.meta [5] (3, 10, 30 und 50 mg/kg

Korpergewicht) peroral verabreicht, die Kontrollgruppe blieb unbehandelt. Daraufhin wurden
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Blutproben entnommen und die Parasitamie bestimmt. Die Kontrollgruppe wies dabei eine
hohe Parasitenlast von durchschnittlich 73,7 % auf. Die mit BH267.meta [5] behandelte
Testgruppe zeigte dagegen keine nachweisbaren Parasiten im Blut. In der Beobachtungszeit
zeigten die Mause zusétzlich keine Symptome, die auf eine toxische Wirkung zuriickzufiihren
wadren. Das Korpergewicht der Mause blieb wahrend der Versuche gleich. AnschlieBend
wurden die Mause unbehandelt weiter beobachtet. Treten keine neuen infektionsbedingten
Symptome auf, gilt die behandelte Tier als geheilt. Die Kontrollgruppe wurde nach
durchschnittlich 4 Tagen euthanasiert. Die Testgruppe mit einer Dosis von
3 mg/kg Korpergewicht Uberlebte fur 8 Tage, bei 10 mg/kg Korpergewicht betrug die
Uberlebenszeit durchschnittlich 10,6 Tage und bei 30mg/kg Korpergewicht und
50 mg/kg Korpergewicht 13 bzw. 13,6 Tage.

Somit zeigte BH267.meta [5] eine in vivo Wirksamkeit und keine akuten toxischen Effekte.
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5 Diskussion
5.1 Ist hMCT11 ein Monocarboxylat-Transporter?

Zundchst soll die Frage diskutiert werden, ob es sich bei dem humanen Monocarboxylat-
Transporter 11 um einen protonenabhangigen Transporter von kurzkettigen
Monocarboxylaten handelt. Um dieser Frage nachzugehen, wurde das Protein mit
verschiedenen Expressionssystemen getestet. Wahrend dieser Versuche zeigte das hMCT11
keine Transportaktivitat fur die getesteten Monocarboxylate. Im Folgenden soll daher erértert
werden, ob das Protein in ausreichender Menge produziert wurde, ob es sich um funktionales
Protein handelt und ob die Methode prinzipiell geeignet ist, um einen derartigen Transporter

zu untersuchen.
5.1.1 Eignung der Methoden zur Untersuchung von Monocarboxylat-

Transporter

Zunachst stellt sich die Frage, ob die verwendeten Systeme fiir die Untersuchung von
Monocarboxylat-Transportern geeignet sind. Das verwendete Hefe-System mit S. cerevisiae
bedarf hierbei genauerer Betrachtung. Generell ist die Backerhefe einer der am besten
untersuchtesten Labororganismen, dessen Genom vollstandig sequenziert ist und der leicht
gentechnisch manipulierbar ist. Weiterhin ist S. cerevisiae in der Lage, weite Temperatur- und
pH-Bereiche zu tolerieren.® Prinzipiell war es auch méglich einen humanen Monocarboxylat-
Transporter funktional herzustellen, wie am hMCT1 gezeigt wurde. Sowohl die Expression als
auch die Aufnahme und eine Inhibition wurden bereits an diesem Transporter im Hefe-System
beschrieben.>”15

Weiterhin wurde ebenso das Zellfrei-System fiir h(MCT11 etabliert. Dieses wurde bereits von
Dr. Folkand Helmstetter verwendet, um EhFNT zu produzieren und zu vermessen.'?* Dieses
Protein wurde ebenso im Hefe-System untersucht und konnte in diesem nicht erfolgreich
hergestellt werden. Somit stellt die zellfreie Proteinsynthese eine valide Alternative dar,
welche bei Nicht-Eignung des Hefe-Systems verwendet werden kann. Die zellfreie
Proteinsynthese umgeht viele Einschrankungen, die die Expression in zelluldaren Systemen
betrifft. So lassen sich Proteasen leicht inhibieren und die Bausteine der Synthese kdnnen
optimiert werden. Es kann weiterhin nicht dazu kommen, dass der eingebaute Transporter

zytotoxische Substanzen in die Zelle transportiert oder essenzielle Stoffe herausschleust.
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5.1.2 Rekombinante Herstellung von hMCT11

Die rekombinante Herstellung von hMCT11 war erfolgreich. Es wurden zwei Systeme etabliert,
welche in der Lage waren, hMCT11 zu produzieren. Jedoch waren die Banden im Western Blot
im Hefesystem bei hMCT11 um ein Vielfaches schwacher als beim hMCT1 (vgl. Abb. 4.1). Dies
deutet auf ein sehr geringes Expressionslevel von hMCT11 hin. Eine Zelle benétigt nur wenige
Transporter an der Oberfliche, um ausreichend Substrat zu transportieren.®® Allerdings ist
unklar, ob hMCT11 lberhaupt an die Zellmembran gelang und ob es dann in ausreichender
Menge flir das verwendete Radioassay vorlag. Es wurden diverse Ansatze zur Erhéhung der
Expression getestet. Zum einen wurde hMCT11 als Wildtyp untersucht und unverandert in die
Hefe eingebracht. Dieser Ansatz lieferte sehr geringe Mengen Protein, welche nur einen
Bruchteil der Bandenintensitat vom funktionalen hMCT1 im Western Blot darstellen. Zum
anderen wurde eine codonoptimierte Variante des hMCT11 verwendet. Bei dieser Sequenz
wurden fiir S. cerevisiae untypische Codons entfernt und gegen solche ausgetauscht, welche
zwar fir die gleiche Aminosaure codieren, jedoch im Genom der Hefe hdufiger auftreten.
Beispiele fir solche untypischen Sequenzen sind Poly-A- und Poly-T-Bereiche, sowie
ungewollte splice Regionen.'®”1%8 Ein solcher Ansatz sollte die Menge des hergestellten
Proteins erhdhen. Der gewiinschte Effekt blieb jedoch aus und die Intensitat der Western Blot
Banden erhohten sich nicht. Keine nachweisbare Expression im Western Blot zeigten die
Fusionsproteine mit dem postulierten hMCT11-Chaperon Basigin, sowie die in menschlichen
Zellen gegen den Proteasom-Abbau stabilere hMCT11 P2D-Mutante.

Eine mogliche Erklarung flr diese geringe Expression ist das Protease-System von S. cerevisiae,
welches das fremde Protein erkennt und degradiert. Dieser Abbau wird in den meisten Fallen
durch eine fehlerhafte Faltung induziert. Die beschriebene Degradation ist nicht
auszuschlieBen, unterstiinde jedoch einem anderen Mechanismus als die Ubiquitinylierung in
menschlichen Zellen, da diese nicht durch die P2D-Mutante umgangen werden kann.?! Eine
fehlerhafte Faltung kann Grund fiir eine Degradation sein, diese ware jedoch losgel&st von der
Basigin-induzierten Faltungskontrolle der MCT, da diese bei den getesteten Basigin-Chiméaren
vorhanden ist.>” Weiterhin sollte S. cerevisiae in der Lage sein, dass codonoptimierte hMCT11
in ausreichender Menge herzustellen, da die fiir die Hefe untypischen Codons entfernt
wurden. Es bleibt jedoch eine Ungewissheit, dass hMCT11 durch einen anderen Mechanismus
in der Hefe abgebaut wird, die Fehlfaltung trotz Basigin Chimare auftreten kann oder

unbekannte Griinde fiir eine unzureichende Menge an Protein vorliegen.
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Diese Einschrankungen des Hefe-Systems, wurden jedoch mit der zellfreien Proteinsynthese
angegangen. Dieses System basiert zum einen auf dem Expressionssystem von E. coli und ist
damit von der eukaryotischen Hefe S. cerevisiae vollkommen losgelést. Und da das
Translationssystem variabel extern hinzugefiigt wird, ist ein Mangel kritischer Substanzen, wie
der tRNA, ausgeschlossen. Zum anderen konnte mit einfachen Mitteln die Proteaseaktivitat
inhibiert werden, sodass in diesem Zellfrei-System das Protein nicht vorzeitig abgebaut wurde.
Unter diesen optimierten Bedingungen war es moglich bis zu 1 mg gereinigten hMCT11-
Proteins zu produzieren. Diese Menge reicht fir Transportstudien und Ansdtze der
Strukturaufklarung aus. Zusatzlich zeigt sich durch die Expression einer fluoreszierendenden
GFP-Chimare, dass das Protein lange genug von den Detergenzien solubilisiert wird, sodass
sich das Fluorophor von GFP ausbilden kann.'*? Jedoch konnte auch in Proteoliposomen keine
Leitfahigkeit des Proteins gemessen werden. Mogliche Fehler kénnten hier z.B. das Ausbleiben
der Rekonstitution darstellen. Eine weitere Moglichkeit wéare, dass das Testsystem der
Stopped-Flow, welches eher fiir Proteine mit einer hohen Transportrate, wie die Aquaporine
oder PfFNT verwendet wird,'®°® nicht fiir die Messung mit den eher langsamen
Monocarboxylat-Transportern geeignet war.

Es wurde bisher allerdings kein Substrat von hMCT11 sicher beschrieben und bestitigt.53170
Daher besteht die Moglichkeit, dass die getesteten Substanzen keine Substrate fir hMCT11
darstellen und daher keine Funktion festgestellt wurde. Somit konnten die Ergebnisse von

Rusu et al.%! mit den ausgewahlten Tests nicht bestatigt werden.

5.2 Inhibitor-Entwicklung gegen PfFNT

Wie bereits ausgefihrt, ist der Malaria-Parasit P. falciparum von dem Lactat-Transport durch
PfFNT abhéangig, um ein letales Absinken des pH-Wertes im Zytosol zu vermeiden. Die
Hemmung dieses Transportproteins ist eine Chance, eine neue Wirkstoff-Klasse gegen Malaria
zu entwickeln. Die effiziente Hemmung von PfFNT wurde mit MMV007839 [1] erreicht. Der
Inhibitor zeigte zudem entsprechende in vitro Wirksamkeit in P. falciparum. Allerdings wurde
die Resistenzmutante PfFNT G107S gebildet, was ein neues Ziel in der Inhibitorentwicklung
gesetzt hat. Ein Inhibitor sollte neben einer Inhibition von PfFNT auch PfFNT G107S hemmen.
In diesem Abschnitt soll erldutert werden, wie diese Resistenzmutation umgangen werden
konnte und wie ein solcher Inhibitor sich in dem Malaria Parasiten P. falciparum verhalten

konnte.
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5.2.1 Eignung des Hefe-basierten Aufnahmeassays

Das verwendete Hefe-Assay wurde bereits an vielen Stellen zur Untersuchung von PfFNT
verwendet. Die hohen Transportraten von PfFNT ermoglichen es dabei in einer kurzen
Messzeit eine ausreichende Menge L-Lactat und damit auch einen entsprechenden Anteil von
14C-markiertem Substrat aufzunehmen. Aufgrund dessen wurden schnell ausreichend hohe
Signale erzielt, um bei einer hohen Probenzahl schnell reproduzierbare Ergebnisse zu
produzieren. Die Messung von L-Lactat hat dabei gegentiber anderer PfFNT Substraten, wie
Formiat oder Acetat, den Vorteil, dass es einen geringen Hintergrund erzeugt.#1%125 Dje
Methode ist fiir starke Inhibitoren mit einem ICso-Wert von etwa 100 nM optimiert. Aufgrund
groBer werdender Schwankungen im hdheren Konzentrationsbereich wies die Methode
jedoch groBere Fehlerbereiche bei schwachen Inhibitoren mit hohen ICso-Werten im
mikromolaren Bereich auf. Diese wurden allerdings aufgrund der geringeren Bedeutung

schwach hemmender Substanzen toleriert.

Die Ubertragbarkeit der ICso-Werte im Hefe-System auf die in vitro Wirksamkeit im Parasiten-
System ist bei der Generation von PfFNT-Inhibitoren ohne das Vorliegen der Hemiketalen-
Transportform deutlich erschwert worden. Eine sehr gute Affinitdt eines Inhibitors im Hefe-
System war nun nicht mehr auf den Parasiten Ubertragbar, sondern erforderte einzelne

aufwendigere in vitro Messungen.

5.2.2 Umgehung der PfFNT G107S-Resistenz

Viele Strategien zur Umgehung der Resistenz mittels eines minimalen Inhibitoraufbaus, eines
chemischen Linker oder eines kleinen flinfgliedrigen Aromaten anstelle von Benzen fihrten
nicht zu dem gewtlinschten Resultat eines submikromolaren Inhibitors.''” Daher wurde das
resistenzauslésende Serin direkt adressiert. Dieser gezielte Angriff auf die Hydroxygruppe der
Serin-Seitenkette, wurde mit dem starken Wasserstoffbriicken-Akzeptor Pyridin
durchgefiihrt. Die Einfilhrung eines Stickstoffes in das Gerlist von Arzneistoffmolekilen hat an
vielen Stellen bereits zu einer Verbesserung um etwa drei GroBenordnungen geftihrt.1’?

Diese Strategie war mit den Substanzen BH267.meta [5] und BH267.ortho [4] erfolgreich und
PfENT G107S konnte erstmalig mit submikromolarer Konzentration gchemmt werden. Die
Verwendung von BH267.para [6], war jedoch erfolglos und fiihrte zu einer Verschlechterung

der Hemmung von G107S bei gleichbleibender Effektivitat gegen PfFNT.
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Es besteht daher die Annahme, dass die Verbesserung der Wirkung auf eine
Wasserstoffbrickenbindung zurlickzufiihren ist und keine anderen Eigenschaften von Pyridin
eine Rolle spielen. Da sich Wasserstoffbrickenbindungen zwischen Inhibitor und Protein am
starksten bei raumlicher Ndhe von unter 4 A und bei einem Winkel von etwa 180 ° (absteigend
bis 120 °) ausbilden kénnen,*’%173 muss das sich Serin in spezifischer Position zu der ortho-
und meta-Position befinden. Die para-Position lag demnach auBerhalb der Reichweite bzw.
im falschen Winkel zum Serin und es kam nicht zur Ausbildung einer
Wasserstoffbrickenbindung. Dies bestatigte die Annahme, dass der Aromat des Inhibitors
sehr nah an der Position 107 liegt, was dem bereits im Jahr 2017 postulierten Bindemodus der

FNT-Inhibitoren entspricht (vgl. Abb. 5.1).11°

Abb. 5.1: Cartoon zur Visualisierung des postulierten Bindemodus von BH267.meta [5]. Die neuen Stickstoff-haltigen
Inhibitoren haben die gleiche Bindetasche, wie MMV007839 [1]. Das resistenzauslosende Serin bindet mit einer
Wasserstoffbriickenbindung an die ortho bzw. meta Position des Pyridin-Rings.

Die Bedeutung der Wasserstoffbriickenbindung der Wasserstoffbriickenbindung fiir die
Affinitat des Inhibitors zeigten die Substanzen mit zwei Stickstoffen ([8] und [9]). Es ist bereits
ein bekanntes Phanomen, dass Heteroaromaten mit steigender Anzahl an Stickstoffatomen
generell schwichere Wasserstoffbriickenbindungen ausbilden.’’* Dieser Effekt zeigte sich
ebenso bei den beiden Inhibitoren [8] und [9]. Hier verschlechterte sich die Inhibition der
beiden Strukturen gegeniiber PfFNT G107S in den einstelligen mikromolaren Bereich. Daraus
lasst sich schlieBen, dass eine etwas schwachere Wasserstoffbriickenbindung im Vergleich zu
Pyridin bereits zu einer deutlichen Verschlechterung der Hemmung fiihren kdnnte (vgl. Abb.
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5.2). Es ist allerdings zu beachten, dass die beiden Inhibitoren [8] und [9] auch den Wildtyp
PfFENT schwacher hemmten, auch wenn die Verringerung des ICso-Werte minimal war und sich

diese noch immer im nanomolaren Bereich bewegen.
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Abb. 5.2: ICso Werte von stickstoffhaltigen Inhibitoren gegen PfFNT G107S. Es zeigte sich eine starke Inhibition
von PfFNT G107S durch die Pyridin-Derivate mit einem Stickstoff in ortho- oder meta-Position. Dies spricht flr
eine ausgebildete Wasserstoffbriickenbindung, welche allerdings nicht mehr ausgebildet werden kann, wenn
sich der Stickstoff in para-Position zur vinylogen Carbonsaure befindet. Weiterhin wurde die Wasserstoffbriicke
schwacher mit einer grofRer werdenden Anzahl an Stickstoffen im aromatischen Ring.

Von den beiden Substanzen BH267.meta [5] und BH267.ortho [4] ausgehend, gelang ebenso
die Synthese weiterer Inhibitoren, welche in der Lage waren, PfFNT und PfFNT G107S in
S. cerevisiae im nanomolaren Bereich zu inhibieren und somit auf der Proteinebene
erfolgreich zu attackieren. Besonders sticht dabei BH297 [10] heraus, welches ein
Strukturanalogon zu BH296 [2] darstellt. Der einzige Unterschied bestand dabei in dem
Stickstoff-Atom des Pyridins. Dieser Unterschied allein verbesserte die Wirkung hingegen um
nahezu den Faktor 10.

Der nichste Schritt in der Inhibitorentwicklung stellte die Ubertragung vom Hefe-System auf
das in vitro System von P. falciparum in menschlichen Erythrozyten dar. Diese im Hamburger
Bernard-Nocht-Institut durchgefiihrten Versuche zeigten, dass viele Inhibitoren, welche auf
im Hefe-Assay nanomolare Wirkungen zeigten, die Parasiten nicht effizient genug hemmen

konnten. In diese Kategorie fiel auch BH297 [10], die Substanz mit der besten Hemmwirkung
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im Hefe-System. Ein wahrscheinlicher Grund hierfir war die fehlende Hemiketale-
Transportform. Die Aufnahme des Inhibitors in der ungeladenen Transportform scheint der
limitierende Faktor fiir die Hemmung vieler Inhibitoren zu sein, welche nun vergleichbare
ECso-Werte zeigten wie BH296 [2].

Allerdings gelang es mit BH267.meta [5] das Wachstum von P. falciparum mit einem
nanomolaren ECso-Wert zu inhibieren, welcher vergleichbar mit der Malaria-Box Substanz
MMV007839 [1] war. Somit wurde der erste Inhibitor entwickelt, welcher ohne das
Vorhandensein der neutralen Transportform in den Parasiten gelangt und diesen effizient

totet.

5.2.3 Pharmakokinetik von BH267.meta

Es ist auffallig, dass BH267.meta [5] trotz fehlender neutraler Transportform in den Parasiten
gelangen konnte. Zusitzlich war es bemerkenswert, dass bereits kleine Anderungen, wie die
Position des Stickstoffes oder Anderungen der Substituenten in para-Position, die Hemmung

im Parasiten nahezu ganzlich aufgehoben haben.
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Abb. 5.3: ECso gegen P. falciparum gegen den logP. Die gegen P. falciparum eingesetzten Inhibitoren wurden
gegen den logP-Wert aufgetragen. Zusatzlich ist die elektrostatische Oberflaiche von BH267.meta [5] und
BH267.ortho [4] angegeben (rot/blau-Skala 0,5 kT e).
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Dies fiihrt zu der Annahme, dass BH267.meta [5] einen anderen Aufnahmeweg nutzt als die
anderen Substanzen. BH267.meta [5] zeigt eine hohere Wasserl6slichkeit und einen
niedrigeren logP-Wert im Vergleich zu vielen anderen Inhibitoren. Somit ware es denkbar,
dass BH267.meta [5] einen Nahrstofftransporter nutzt und somit in den Parasiten gelangt.
Malaria-Parasiten sichern sich Nahrstoffe, wie Zucker und Aminosauren fir ihr starkes
Wachstum durch den Einbau von Transportern und unselektiver Poren in die Vakuole. 117>
Aufgrund der fehlenden Wirkung bei minimalen Modifikationen der Struktur, vor allem bei
BH267.ortho [4], das einen &hnlichen logP Wert aufwies, wéare ein diskriminierender
Transporter in der Hinsicht wahrscheinlicher. Wird die Elektronenverteilung der Inhibitoren
betrachtet (vgl. Abb. 5.3), fallen Unterschiede in der Verteilung der Polaritat auf. Wahrend der
Stickstoff bei BH267.ortho [4] eher abgeschirmt vorlag, war dieser bei BH267.meta [5] offener
zuganglich, was als ein Erkennungsmuster fiir Aminosauretransporter denkbar ware. Diese
Transporter erkennen das Substrat haufig durch zwei Wasserstoffbriicken mit der
Carbonsaure- und der Stickstoff-Komponente der Aminosauren.76:77

Dies offnet jedoch eine weitere Moglichkeit fir den Parasiten eine Resistenzmutation

auszubilden.

5.3 Erkenntnisse iiber die PfFNT-Struktur

Die verschiedenen Inhibitoren geben ebenso Aufschluss ({ber die strukturellen
Besonderheiten von PfFNT G107S. Um dem nachzugehen wurde das Verhaltnis zwischen der
Hemmung des Wildtyps und der Resistenzmutante als Faktor in Abb. 5.4 dargestellt.

Die Mutation von Glycin nach Serin scheint nicht nur zu einer lokalen Verengung der Pore zu
flihren, sondern noch weitere Auswirkungen zu haben. Die Einfiihrung des Serins hat ebenfalls
Effekte Uiber langere Distanzen, wie an der Struktur [13] gut erkennbar war. Der eingefiigte
Chinolin-Ring stellt einen groRvolumigen Substituenten dar (vgl. Abb. 4.18). Dieser wurde von
dem Wildtyp PfFNT toleriert und die Inhibition blieb unverandert. Gegen PfFNT G107S zeigte
die Verbindung jedoch kaum Wirkung. Eine Erkldrung daflir kann die Kanal-ahnliche Struktur
der FNTs sein, welche an die Aquaporine erinnert. Diese Proteine weisen einen langen,
schmalen Transportweg fir das Substrat auf. Ein solcher rohrendhnlicher Kanal ist meist
rigide, da bereits leichte Knicke den Transport stark beeintrdchtigen kénnen.”8178-180 Dgs
Serin kénnte eine solche Kurve oder Knick induzieren. Dieser wird von Lactat und Inhibitoren

mit kleinen Substituenten toleriert, fihrt allerdings zu einem Verlust der Inhibition bei
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grofRvolumigen Strukturen. Anhand der Struktur [10] ist allerdings erkennbar, dass sich ein
Substituent, wie in diesem Fall eine Methoxygruppe, positiv auf die Affinitdt an PfFNT G107S
auswirken kann. [10] zeigt mit einem Faktor von 2,4 den geringsten Verlust an Hemmwirkung

aller Inhibitoren. Dies spricht fir eine Interaktion dieser Position mit dem FNT.
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Abb. 5.4: Faktor zwischen dem ICso gegen PfFNT G107S und dem ICso gegen PfFNT. Es zeigt sich bei
grolRvolumigen Inhibitoren wie [13] eine massive Verschlechterung des Inhibitors gegenitiber PfFNT G107S im
Vergleich zu PfFNT. Ebenso verschlechtern sich Inhibitoren mit einer modifizierten Fluoralkylkette. Kompakte
Inhibitoren von BH267.meta [5] und BH297 [10] kénnen in den rigiden, kanaldhnlichen Transportpfad eindringen
und diesen blockieren.

Perfluorierte Alkylketten sorgen regelmaRig fir Warnmeldungen bei ADME-Berechnungen als
potenzielle Schadstoffe fiir die Umwelt und toxikologisch bedenklich fiir den Menschen.t’
Diese negativen Eigenschaften und Komplikationen treten allerdings erst ab einer Kettenlange
von vier Kohlenstoffen auf, wie beim Nonafluorobutyl, welches die doppelte Linge der
verwendeten Inhibitoren darstellt.2*®15° Daher waren die beschriebenen Effekte zwar nicht zu
erwarten, dennoch sollte dieses Thema adressiert werden. Diese Untersuchungen fiihrten zu
neuen Einblicken in die Struktur und den Bindemodus.

Mit den beiden Inhibitoren [14] und [15] wurde die Zahl der Fluoratome reduziert. Dieses
Vorhaben gelang im Hefe-System mit dem Inhibitor [15], welcher einen nanomolaren ICso-
Wert aufwies. Damit war es erstmals moglich einen Inhibitor zu generieren, welcher lediglich

zwei Halogenatome aufwies. Die Strategie war, einen Halogenanker mit den zwei
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Fluoratomen zu schaffen, welcher sich an das Protein binden kann.® Der lingere Alkylteil der
Struktur von [15] sollte die fehlende Bindungsflache der drei entfernten Fluoratome wieder
ausgleichen. [14] sollte Uber die Hydroxygruppe an der Fluoralkylkette eine
Wasserstoffbrickenbindung zum zentralen Histidin des PfFNT ausbilden und auf diese Weise
eine starke Bindung von beiden Seiten des Inhibitors ausbilden.124160

Betrachtet man jedoch die Hemmwirkung der Substanzen gegen PfFNT G107S, fallt ein
Uberproportionaler Wirkverlust auf (vgl. Abb. 5.4). Der aromatische Anteil der Inhibitoren
gleicht BH267.meta [5], welcher einen Wirkverlust um den Faktor 5,7 zeigt. [15] zeigt dagegen
eine Verschlechterung um den Faktor 67 und [14] eine Verschlechterung der Inhibition Gber
200.

Der starke Verlust an Bindungsenergie von [15] kann wieder mit der Vorstellung erklart
werden, dass der Transportpfad eines Formiat-Nitrit-Transporter, vergleichbar zu den
strukturell dhnlichen Aquaporinen, eine rigide Rohre darstellt. Dieser réhrenférmige Kanal
konnte durch die G107S Mutation eine Krimmung erhalten, welche Inhibitoren mit langen
bzw. groRvolumigen Strukturelementen, wie die Pentylkette von [15], vom Eindringen abhalt.
Weiterhin bringt die Seitenkette des Serins zwei weitere freie Elektronenpaare in das System
ein. Diese scheinen im Proteinumfeld eine Barriere fiir Hydroxygruppen oder elektronenreiche
Strukturen darzustellen. Dies erkldare den Affinitatsverlust von Inhibitoren mit
elektronenreichen Heteroaromaten!!’ und letztlich auch [14] . Dies lieBe die Vorstellung zu,
dass PfFNT G107S einen weitreichenden Effekt hat und durch einen Knick in dem sonst rigiden

Transportpfad eine zweite Barriere neben der lipophilen Konstriktion erzeugt.

5.4 Stabilitat von PfFNT-Inhibitoren

Die Stabilitdt von neuen Inhibitoren ist aufgrund vieler Faktoren wichtig. Zum einen ist es
wahrend der Entwicklungsphase notig zu wissen, wie lange eine Losung stabil ist. Eine
Substanz, deren wassrige Losung bereits nach 24 h tber 5 % der Stoffmenge verloren hat,
muss bei Versuchen frisch angesetzt werden. Ebenso sind die Temperatureinflisse wichtig,
um die Lagerbedingungen abschdtzen zu kénnen. Zudem kann die Stabilitat bereits als erster
Surrogatparameter dienen, um die biologische Halbwertszeit absch&tzen zu kénnen. Ein Stoff
kann im Blut nicht langer vorhanden sein als die chemische Stabilitat in PBS-Puffer bei 37 °C
es zuldsst. Damit konnen keine genaueren pharmakokinetischen Studien ersetzt werden, aber

es kann als ein glinstiger Test wahrend der Entwicklung eingesetzt werden.
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5.4.1 Lagerstabilitat von BH267.meta

Die Stabilitdt von BH267.meta [5] Losungen wurde hauptsachlich in wassrigen Losungen
untersucht. Diese verhalten sich wie erwartet. Die Stabilitat steigt bei niedrigeren
Temperaturen und neutralem pH-Wert, wie in Tab. 5.1 zusammenfassend dargestellt.
Allerdings war die Losung lediglich bei -20 °C ausreichend stabil und zeigt keinen Zerfall Gber
5 % in den ersten 24 h. Somit miissen wassrige Losungen von BH267.meta [5] entweder frisch
hergestellt oder eingefroren werden. Die Lagerung des Feststoffes bei Raumtemperatur war
allerdings problemlos moglich. Auch bei 37 °C war der Inhibitor Gber 6 Monate stabil. Diese
Toleranz gegeniiber hoher Temperaturen war ein wichtiger Faktor fiir den Einsatz in fester
Arzneiform in Subsahara-Afrika.82

Tab. 5.1: Ubersicht der Halbwertszeit von BH267.meta [5] bei unterschiedlichen

Bedingungen.

Bedingung Halbwertszeit / Tage
PBS-Puffer, pH 7,4, Raumtemp. 9

PBS-Puffer, pH 7,4, 37° 1

PBS-Puffer, pH 7,4, Kiihlschrank 28

Methanol, Raumtemp. 8

Phosphat-Puffer pH 5, Raumtemp. 3,3
Phosphat-Puffer pH 9, Raumtemp. 2,8

Fiir Labormessungen kann das haufig eingesetzte und selbst sehr stabile Losemittel DMSO
verwendet werden.'®3 Es wurde dabei (iber 14 Tage kein Zerfall festgestellt. Damit ist davon
auszugehen, dass die Lagerung einer DMSO-L6sung bei niedrigen Temperaturen problemlos

moglich ist.

5.4.2 Einfluss der Inhibitor-Struktur auf die Stabilitat

Wie in Kap. 4.7.5 beschrieben, sinkt die Stabilitat der Inhibitoren mit steigender Anzahl an
Stickstoffatomen. Aufgrund diverser Analysemethoden wie UV/Vis-Spektroskopie und
Massenspektrometrie konnte gezeigt werden, dass die Inhibitoren wieder in die
korrespondierenden Edukte zerfallen. Dies wurde durch den analogen Anstieg von
4-Acetylpyridin beim Zerfall von BH267.meta [5] bestatigt. Aufgrund dessen l3dsst sich der in

Abb. 5.5 schematisch dargestellte Zerfall annehmen. Diese Zerfallsreaktion beginnt mit dem
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nukleophilen Angriff von Wasser am doppelt gebundenen Kohlenstoffatom der vinylogen

Carbonsaure.

R
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Abb. 5.5: Beispielhafter Zerfall von BH267.meta [5]. Die Zersetzung erfolgt wahrscheinlich nach einer reversen
Claisen-Kondensation, was eine klassische und lange bekannte Zerfallsreaktion bei vinylogen Carbonsiuren ist.?**

Ein moglicher Grund fir die sinkende Stabilitat der stickstoffhaltigen Verbindungen ist eine
Praferenz fiir die vinyloge Form des Inhibitors. Elektronenarme Heteroaromaten schienen die
konjugierte Form (siehe Kap. 5.4.3) zu stabilisieren. Diese konnte den Angriff des Nukleophils
erleichtern und so die Zerfallsreaktion begiinstigen. Die Schwachstelle des Inhibitors stellt
demnach die vinyloge Carbonsadure, also das Pharmakophor dar. Dabei ist zu beachten, dass
es bisher nicht gelungen ist das Pharmakophor zu verindern.!’® Eine Alternative, um die
chemische Stabilitat zu erhohen, ware es die Elektronendichte des Aromaten zu erhdhen. Dies
gelang mit den getesteten Substituenten, einer Methyl- und Methoxy-Gruppe, allerdings

bisher nicht.

5.4.3 Lage der Keto-Enol-Tautomerie

Die Lage der Keto-Enol-Tautomerie kann so vorliegen, dass der Aromat und die vinyloge
Carbonsaure in einer vollstandig konjugierten Form und in einer nicht-konjugierten Form
vorliegen. Fir analoge Verbindungen wurden bereits beide Formen verdéffentlicht. So
veréffentlichten SLoop et al. fir Trifluor-Analoga die nicht-konjugierte Form,8> SosNOVsKIKH et

al. postulierten dagegen die konjugierte Form analoger Verbindungen.8¢
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Die stickstoffhaltigen Verbindungen stellten gelbe Feststoffe dar, wahrend die
entsprechenden Derivate ohne Stickstoff farblos waren. Dies spricht dafiir, dass das Einfligen
eines Stickstoffes in die Struktur das Gleichgewicht zur konjugierten Form verschiebt. Die
vinyloge Carbonsaure lag in einem Winkel von etwa 110 ° und einer Entfernung von 4 A zum
Pyridinstickstoff (Berechnung mit der Software Avogadro®®’). Dies kénnte zur Ausbildung einer
schwachen intramolekulare Wasserstoffbriickenbindung fiihren..'8818% Ein  weiterer
potentieller Faktor konnte die geringere Elektronendichte des Pyridins im Vergleich zum
Benzen sein, diese kdnnte die Ausbildung der konjugierten Form beglinstigen. Dafiir spriche
die verminderte Stabilitdt des elektronendarmeren Pyrazin-Derivates [8].

Die Schmelzsynthese der Strukturen [16] und [17] fixiert die Lage des Gleichgewichts von
BH267.meta [5] ohne einen Losemitteleinfluss (vgl. Abb. 4.20). Dies zeigte eine gleichmaRige
Verteilung beider tautomerer Formen von BH267.meta [5], sodass davon auszugehen ist, dass
die tautomeren Formen immer in einem gewissen Gleichgewicht vorliegen. Dieses

Gleichgewicht scheint sich jedoch zwischen den Inhibitoren zu unterscheiden.

5.5 Strukturelle Unterschiede von FNT in Plasmodium-Spezies

Im Rahmen dieser Arbeit wurden drei ausgewdhlte Inhibitoren an den FNTs aller
humanpathogenen Plasmodium-Spezies getestet. Die Auswahl der Inhibitoren erfolgte so,
dass MMV007839 [1] als urspriingliche Malariabox-Substanz und sehr gut untersuchte
Struktur Informationen (iber die Beschaffenheit der Bindestelle geben kann. BH297 [10]
wurde als potentester Inhibitor gegen PfFNT G107S im Hefe-System ausgewadhlt. BH267.meta
[5] wurde als neue Leitsubstanz untersucht. Aufgrund der in vitro Wirksamkeit wurde geprift
ob dieser Inhibitor nicht nur gegen PfFNT wirkt, sondern auch ein breiteres Wirkungsspektrum
aufweisen kann. Aufgrund der hohen Anzahl der Proben, welche aus der Kombination von

FNTs und Inhibitoren resultiert, musste die Auswahl entsprechend begrenzt werden.
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A
FNT Pf Pv Pm Po Pk
Pf 850 84,1 86,0 84,7 -
Pv 737 86,6 78,6 95,4 %
Pm | 72,4 782 89,6 83,6 E
Po 74,6 798 821 88,6 =
Pk 72,8 90,5 789 79,8

% ldentitat
B

Abb. 5.6: Vergleich der Formiat-Nitrit-Transporter der fiinf humanpathogenen Plasmodien. A) Die
Ahnlichkeiten und gemeinsame Identitit der Aminosduren in der Sequenz der FNTs. Erstellt mit TeXshade.??
B) Modell eines PfFNT Protomers, gesehen von der zytoplasmatischen Seite, mit den Abweichungen der

Sequenzen auf einer Rot-WeiR-Skala. Rote Bereiche stellen eine hohe, weille dagegen eine geringe Variabilitat

dar. Der Eingang der Substratpore ist orange markiert, die G107S Resistenzmutation in Cyan.6!

Die finf FNT der humanpathogenen Plasmodium-Spezies sind sich in ihrer Proteinsequenz
sehr ahnlich (vgl. Abb. 5.6). Die Sequenzidentitat ist sehr hoch und reicht von 72,4 % zwischen
PfFNT und PmFNT bis zu 90,5 % zwischen PKkFNT und PvFNT. Bezieht man zusatzlich noch
physikochemische Ahnlichkeiten der Aminosduren mit ein, ergeben sich 84,1 % (PfFNT und
PmFNT) bis 95,4 % (PvFNT und PkFNT). Wird die Lage der Ubrigen unterschiedlichen
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Aminosauren visualisiert, fallt auf, dass diese lediglich an den Termini bzw. den dufleren
Bereichen des Proteins vorliegen, der Transportpfad und damit die Binderegion der
Inhibitoren ist hingegen konserviert. Dies spiegelt sich auch in den Aufnahmekurven (Abb.
4.11) wider. Die Aufnahmekapazitiaten bleiben hierbei gleich, lediglich die Transportraten
unterscheiden sich. Die unterschiedlichen Transportraten waren Resultat einer
unterschiedlichen Anzahl an Transportern, welche durch die Hefe aufgrund verschiedener
Faktoren in der Zellmembran lokalisiert werden. Diese determinieren, wie schnell ein
Equilibrium und damit ein Aufnahmeplateau erreicht wird. Die Aufnahmekapazitdt hingegen
ist, bei gleichem Substrat- und Protonengradienten, unabhdngig von der Anzahl der
Transporter an der Oberfliche.’® Folglich war das Transportverhalten aller untersuchten
Formiat-Nitrit-Transporter sehr dhnlich zueinander.

Aufgrund dieser Betrachtungen ist nicht davon auszugehen, dass die Wirkung der Inhibitoren
stark voneinander abweicht. Die experimentell ermittelten ICso-Werte bestatigten diese
Annahme. Lediglich kleine Abweichungen im submikromolaren Bereich waren zu beobachten,
vor allem bei PkFNT. Dies lieRRe sich durch diffuse Effekte Gber langere Distanzen im Protein
erklaren und nicht mit einzelnen spezifischen Aminosauren. Durch den Austausch peripherer
Seitenketten, kann sich die Rigiditdt des gesamten Proteins verandern. Da die Inhibitoren tief
in der Substratpore binden, kann eine Anderung der Flexibilitit die Inhibitorstirke

beeinflussen.”-119,178

5.6 Wahrscheinlichkeit der Resistenzbildung gegen PfFNT-

Inhibitoren

Am Bernhardt-Nocht-Institut in Hamburg haben diverse Vergleiche zwischen der
Resistenzbildung von MMV007839 [1] und BH267.meta [5] stattgefunden. Dabei konnten fir
[1] reproduzierbar und verlasslich resistente Parasiten geziichtet werden. Bei BH267.meta [5]
sah es lange so aus, als ware eine Resistenzbildung unwahrscheinlich. Es gelang allerdings im
spateren Verlauf, unter milden Bedingungen zwei neue Resistenzen zu selektieren. Die erste
Mutation war G21E. Dabei handelt es sich um eine Mutation, die eher in der Peripherie von
PFfENT lokalisiert ist und nicht im Transportkanal. Die Mutation hatte zwar den Lactat-
Transport erschwert, aber die untersuchten Inhibitoren hemmten diese Mutation mit
nanomolaren Konzentrationen. AnschlieBend entstand V196L, eine Mutation in der lipophilen

Engstelle von PfFNT. Diese zeigte ebenso eine verschlechterte Lactat-Leitfahigkeit und zudem
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hemmten die untersuchten Inhibitoren diese Resistenzmutante schwacher. Die |Cso-Werte
von MMV007839 [1] und BH267.meta [5] bewegten sich dabei noch im nanomolaren Bereich.
BH297 [10] allerdings, welcher bisher im Hefesystem die starkste Inhibition zeigte, inhibierte
V196L um den Faktor 100 schwécher (bei gleicher Affinitat zu G21E). Zudem zeigte sich in den
resistenten Plasmodien ein anderes Bild, hier waren alle verwendeten Inhibitoren deutlich
schwacher als im Hefesystem. Ein moglicher Grund hierfiir kdnnten auch zusatzliche
Mutationen im Parasiten sein. Wahrend der Versuche befanden sich die Parasiten unter
massivem Mutationsdruck, welcher das gesamte Genom betrifft. Es ist daher nicht
auszuschlieBen, dass es sich bei der schwacheren Wirkung im resistenten Parasiten um ein
multifaktorielles Geschehen handelt, bei der mehrere Mutationen zu einer Resistenz fihren.
Eine potenzielle Stelle fir die Bildung einer Resistenz ware die Aufnahme des Inhibitors in den
Parasiten. Da der Mechanismus der BH267.meta [5]-Aufnahme noch nicht aufgeklart ist, kann
die Mutation eines Aufnahme-Transporters ebenso zu einer Resistenz flihren. Weiterhin ware
eine Erklarung, dass bereits eine kleine Verschlechterung im Hefesystem zu einer
Uberproportionalen Verschlechterung im Parasiten fuhrt. Da die beiden Systeme nicht direkt
vergleichbar sind, ist nicht bekannt ab welchem ICso-Wert im Hefe-System eine Erhéhung des
ECso-Wertes im Parasiten-System erfolgt. Ein Inhibitor, der im Hefesystem einen gewissen

Schwellenwert Gberschreitet, konnte entsprechend die in vitro Wirksamkeit verlieren.

5.7 Eignung von BH267.meta fiir das Maus-Modell

Ein zentraler Schritt in der praklinischen Entwicklung eines Malaria-Medikamentes ist ein in
vivo Test z.B. in einem Maus-Modell. Daflir kann der Malaria-Parasit P. berghei verwendet
wurde. Um die Eignung der Substanz BH267.meta [5] fiir diesen Test abschatzen zu kénnen,
wurden einige Vortests gemacht. Die Inhibition von PbFNT war dabei wichtig, um eine
potenzielle Wirkung auf den Parasiten abschdtzen zu kénnen. Mit einem [Cso-Wert von
0,75 uM war die Potenz des Inhibitors im Vergleich zur Hemmung von PfFNT zwar um den
Faktor 7 verschlechtert, allerdings befand sich der Wert noch im submikromolaren Bereich.
Grunde daflr wurden bereits im Kontext von PkFNT in Kap 5.5 erldutert. Weiterhin wurden
eventuelle off-target Effekte getestet. Der Lactat-Transport wird im Menschen von hMCT1
ubernommen. Dieser unterscheidet sich zwar sequenziell und mechanistisch grundsatzlich

von den FNTs, dennoch wurde gepriift, ob die lactatdhnliche Inhibitorklasse hMCT1 hemmen
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und somit zu starken Nebenwirkungen fihren kdnnte. Allerdings zeigte BH267.meta [5] gegen
hMCT1 erst bei 500 uM eine Hemmung von 50 %, dies entspricht einem Sicherheitsfaktor von

fast 5000. Somit ist ein off target Effekt nahezu ausgeschlossen.

Ein Kritikpunkt der Substanzklasse ist das Vorliegen eines potenziellen Michael-Akzeptors in
Form der vinylogen Carbonsadure. Da dieses Strukturelement essenziell fiir die Wirkung des
Inhibitors ist und zum bisherigen Zeitpunkt noch nicht ersetzt werden konnte, muss dies
adressiert werden. Die potenziell toxische Wirkung auf menschliche Zellen wurde von Till
Priegann unter Leitung von Professor Dr. Dennis Schade gepriift. In diesem Kontext wurde
gezeigt, dass BH267.meta [5] selbst bei hohen Konzentrationen von 100 uM nur sehr geringe
Wirkung auf sowohl HepG2 als auch auf HEK293 Zellen aufwies. Weiterhin zeigten sich in vivo
ebenso keine Anzeichen einer akuten toxischen Wirkung. Dies spricht dafiir, dass keine
Uberforderung des Glutathion-Systems auftrat. Um allerdings diese Zweifel komplett
auszurdumen, waren weitere Tests notwendig, die die intrazelluldren Glutathion-Reserven
nach einer Behandlung mit den Inhibitoren messen. Ein weiterer wichtiger Punkt im

toxikologischen Profil ist die fehlende Affinitdt zum hERG-Kanal.

Zusammenfassend lasst sich also sagen, dass BH267.meta [5] aufgrund der nanomolaren
Inhibition von PbFNT und des positiven toxikologischen Profils, ein gut geeigneter Kandidat

far die Untersuchung im Maus-Model ist.

5.8 BH267.meta In vivo Daten im P. berghei Maus-Model

Die Substanz BH267.meta [5] wurde im Maus-Model getestet. Dies zeigte erstmalig die
Wirksamkeit eines PfFNT-Inhibitors in vivo. Zudem zeigte sich, dass die Substanz peroral
bioverfiigbar war. Diese Eigenschaft ist fiir einen spateren Einsatz als Antimalaria-Medikament
unerlasslich. Parenterale Antimalaria-Medikamente konnen aufgrund der hoheren
logistischen Herausforderung nicht in der Routine eingesetzt werden. Und kommen daher
lediglich bei sehr schweren Malaria-Verldufen zum Einsatz, bei denen Patienten nicht in der
Lage sind perorale Arzneiformen einzunehmen.¥>19 Ebenso positiv war die gute
Vertraglichkeit der Substanz fiir die getesteten Mause. Diese zeigten weder Symptome,
welche auf eine Vergiftung schliefen lassen wiirden, noch einen Gewichtsverlust. Bei einer
Behandlung von BH267.meta [5] mit einer Dosis von 30 mg/kg Korpergewicht war die
Uberlebensdauer der Mause mit 13 Tagen auf dem Stand von Artesunat (9,2 Tage). Artesunat

121



Ausblick

weist eine geringere Halbwertszeit auf im Vergleich zu anderen Therapeutika, wie Chloroquin
oder Artemisinin.’®* Bei Chloroquin vergingen durchschnittlich 21,2 Tage vor dem erneuten
Ausbruch von Symptomen. Bei Artemisinin war die Testpopulation nach einmaliger
Behandlung geheilt. Somit liegt auch bei BH267.meta [5] die Schlussfolgerung nahe, dass die
biologische Halbwertszeit niedrig ist. Ein GroRteil der Parasiten stirbt daher durch die initiale
Dosis, der Wirkstoff wird dann aber zu schnell abgebaut, sodass die tiberlebenden Parasiten
dann die Moglichkeit haben, sich nach einer gewissen Zeit neu zu vermehren. Dies lasst sich
durch die Stabilitatsstudien bereits abschatzen, denn BH267.meta [5] hatte bei 37 °C eine
chemische Stabilitdt von 24 h. Es kdnnte sein, dass die biologische Halbwertszeit weiter
reduziert ist. Im Vergleich dazu hat Chloroquin eine biologische Halbwertszeit von 20 bis
60 Tagen, was zu einer deutlich langeren Wirkung und somit zu weniger Einnahmen
fihrt.19>1% Eine kurze Verweildauer im Blut wéare bei Arzneistoff Molekilen fir viele
Indikationsgebiete problemlos oder sogar vorteilhaft. Der Arzneistoff ware wirksam und
schnell wieder aus dem Koérper entfernt. Die kurze Wirkdauer kénnte dann durch tagliche
Einnahme kompensiert werden. Allerdings sind die Anforderungen fir Antimalaria
Medikamente anders, aufgrund der Herausforderungen hinsichtlich der Infrastruktur und
Arzneimittelversorgung in Malaria-Gebieten ist eine einmalige Einnahme erforderlich. Eine
mogliche Losung dieses Problems ware allerdings auch die Kombination mit anderen
Antimalaria-Arzneistoffen. Analog zu der artemisinin-based combination therapy wirde ein
pharmakokinetisches Ungleichgewicht von einem schnell wirksamen Arzneistoff mit kurzer
Halbwertszeit und einem langwirksamen Therapeutikum verwendet werden. Dies wiirde dazu
flihren, dass die Menge an Parasiten initial schnell durch den ersten Wirkstoff reduziert
werden wiirde und die verbleibenden Parasiten durch den zweiten Wirkstoff abgetotet
werden. Dies wére eine effiziente Therapie mit wenigen Einnahmen und das Risiko einer

Resistenzentwicklung wére durch unterschiedliche Wirkstoffe reduziert.!?7.198

5.9 Ausblick

In dieser Arbeit wurde die Resistenzmutante PfFNT G107S erfolgreich gehemmt. Dies flihrte
zu dem neuen Inhibitor BH267.meta [5], welcher in der Lage war P. falciparum in vitro und in

vivo abzutoten.
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BH267.meta [5] hatte dabei eine geringere Wahrscheinlichkeit eine Resistenz bei
P. falciparum auszuldsen. Allerdings zeigte das Auftreten der beiden neuen Mutationen PfFNT
G21E und PfFNT V196L, welche zum Ende dieser Arbeit im Bernhard-Nocht-Institut forciert
werden konnten, dass eine Resistenz doch prinzipiell moglich ist. Ebenso ist unklar, ob
BH267.meta [5] nicht durch einen von dem PfFNT losgelosten Effekt, wie dem Aufnahmeweg,

eine Resistenz bei P. falciparum auslosen konnte.

Gegenstand zuklinftiger Forschung sollten die neuen Resistenzmutanten, insbesondere PfFNT
V196L sein. Da sich diese Mutation in der lipophilen Engstelle befindet, welche den Fluoralkyl-
Anteil des Inhibitors betrifft, sollte dieser weiter modifiziert werden. Diese Arbeit hat fiir
diesen Zweck bereits Erkenntnisse gewonnen, welche bei der Entwicklung neuer Inhibitoren
hilfreich sein kdnnen. So ist davon auszugehen, dass zwei Fluoratome als Proteinanker
fungieren und daher auch in neuen Strukturen erhalten bleiben sollten. Bei den Tests sollte
allerdings PfFNT G107S miteinbezogen werden, da sich Modifikationen an der Fluoralkylkette

negativ auf die Affinitdt gegen diese Resistenzmutante auswirken kénnen.

Ein moglicher Ansatzpunkt wadre weiterhin, einen doppelten Inhibitor anzuwenden. Die
Pentafluoro-3-hydroxy-pent-2-en-1-one sind sehr kleine Molekdle, folglich konnte man zwei
Inhibitoren fusionieren, ohne an eine bedenkliche molekulare Masse zu geraten. Auf diese
Weise kdnnen Inhibitoren, die jeweils gut auf unterschiedliche Resistenzen ansprechen,
kombiniert werden. Hier wédre die groRRte Herausforderung, dass die Aufnahme in den

Parasiten noch gewahrleistet ist.

Fir die Weiterentwicklung von BH267.meta [5] wdre der Schwerpunkt die Erhéhung der
Halbwertszeit in vivo. Daflr muss die Metabolisierung der Substanz verstanden werden und
die Blutproben aus dem Mausmodell missen auf mogliche Metabolite untersucht werden.
Wenn diese Informationen bekannt sind, kdnnen zielgerichtete Modifikationen am Molekiil
vorgenommen werden. Um diesen Sachverhalt zu untersuchen, wurde bereits eine
Kooperation mit dem Drug Discovery and Developement Centre (H3D) in Kapstadt unter
Leitung von Professor Dr. Kelly Chibale begonnen.

Alternativ musste die Moglichkeit untersucht werden BH267.meta [5] mit anderen, langer
wirksamen Antimalaria-Wirkstoffe zu kombinieren. Auf diese Weise konnte die

Einnahmedauer deutlich verkiirzt und das Resistenzrisiko weiter verringert werden.
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Dabei ist es in Zukunft moglich, ein rationales Strukturdesign durchzufiihren. Die erst vor
kurzem veroffentlichte Struktur von PfFNT erlaubt es, dass mit BH267.meta [5] als Leitstruktur
ein effizienteres rationales drug design durchgefiihrt werden kann und neue Inhibitoren

schneller und besser konstruiert werden konnen.
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6 Analytischer Teil

4,4,5,5,5-Pentafluoro-3-hydroxy-1-(2-hydroxy-4-methoxyphenyl)pent-2-en-1-on
MMV007839 [1]

F OH o

HO o

Fir die Synthese (vgl. Kap. 3.7) wurden Ethylpentafluorpropanoat (2,88 g, 15,0 mmol) und
1-(2-Hydroxy-4-methoxyphenyl)ethan-1-on (2,08 g, 12,5 mmol) verwendet.

C12H9F504 (312,19 g/mol)

Ausbeute: 1,20 g (3,8 mmol, 31 %)

Schmelzpunkt: 96 °C

DC (Cyclohexan/Essigsaureethylester (9:1)): Rf = 0,08

1H-NMR (300 MHz, 25 °C, [D¢]-DMSO):

5/ppm = 8.89 (d, %) = 0.8 Hz, 1H), 7.74 (d, ) = 8.8 Hz, 1H), 6.75 (dd, 3J = 8.8 Hz, ) = 2.4 Hz, 1H),
6.62 (d, %) = 2.4 Hz, 1H), 3.85 (s, 3H), 3.36 (dd, 2J = 16.6 Hz, ) = 0.8 Hz, 1H), 2.82 (d,

2) = 16.6 Hz, 1H).

13C-NMR (75 MHz, 25 °C, [Ds]-DMSO):
8/ppm = 186.1 (1C), 166.1 (1C), 158.1 (1C), 127.6 (1C), 118.6 (1C), 113.8 (1C; C-4a), 111.0 (1C),

110.8 (1C), 101.8 (1C), 99.0 (1C), 56.0 (1C), 41.2 (1C).

MS (ESI negativ):
m/z (%): 311 (100) [M-H]", 645 (28) [2M-2H+Na]".
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4,4,5,5,5-Pentafluoro-3-hydroxy-1-(4-methoxyphenyl)pent-2-en-1-on
BH296 [2]

Fir die Synthese (vgl. Kap. 3.7) wurden Ethylpentafluoropropanoat (2,88 g, 15 mmol) und
1-(4-Methoxyphenyl)ethan-1-on (1,88 g, 12,5 mmol) verwendet.

C12HoFs03 (296,19 g mol?)

Ausbeute: 2,45 g (8,3 mmol, 66 %)

Schmelzpunkt: 41 °C

DC (Cyclohexan/Essigsdureethylester (9:1)): R¢= 0,27

1H-NMR (300 MHz, 25 °C, CDCls):
o/ppm =12.58 (brs, 1H), 8.14 (m, 2H), 7.11 (m, 2H), 6.99 (s, 1H), 3.88 (s, 3H).

13C-NMR (75 MHz, 25 °C, CDCls:

o/ppm = 185.7 (1C), 176.0 (1C), 135.1 (1C), 132.9 (1C), 129.7 (2C), 128.5 (2C), 119.8 (1C),
116.9 (1C), 108.2 (1C)

MS (ESI positiv):
m/z (%): 613 (100) [2M-2H+Na];, 295 (94) [M-H]
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4,4,5,5,5-Pentafluoro-3-hydroxy-1-phenylpent-2-en-1-on
[3]

Fiir die Synthese (vgl Kap. 3.7) wurden Ethylpentafluorpropanoat (2,88 g, 15,0 mmol) und
Acetophenon (1,50 g 12,5 mmol). Nach erfolgter saulenchromathographischer Reinigung

wurde das erhaltene Ol destilliert.

C11H7Fs0 (266,16 g mol?)
Ausbeute: 2,1 g (7,1 mmol), 63 % ; farbloses Ol

1H-NMR (300 MHz, 25 °C, CDCls):

o/ppm = 8.1 (dtd, ) =0.9,41=1.3,31=8.7, 2H), 7.7 (tt, 4 = 1.3,3 = 7.5, 1 H), 7.6 (ddd, 3 = 7.5, 3) =
8.7,%=1.3,5=0.9, 2H), 7.0 (s, 1H)

13C-NMR (75 MHz, 25 °C, CDCl3):
o/ppm = 185.2 (1C), 150.2 (1C), 149.5 (1C), 137.6 (1C), 128.2 (1C), 127.7 (1C), 123.1 (1C), 119.6

(1C), 116.7 (1C), 95.2 (10).

MS (ESI negativ):

m/z (%): 264.7 (100)
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4,4,5,5,5-Pentafluoro-3-hydroxy-1-(2-pyridyl)pent-2-en-1-on
BH267.ortho [4]

Flr die Synthese (vgl. Kap. 3.7) wurden Ethylpentafluoropropanoat (2,88 g, 15 mmol) und 2-
Acetylpyridin (1,51 g, 12,5 mmol) verwendet.

C10H6FsNO; (267,15 g molY)

Ausbeute: 1,2 g (4,5 mmol, 36 %)

Schmelzpunkt: 33 °C

DC (Cyclohexan/Essigsdureethylester (9:1)): R = 0,33

1H-NMR (300 MHz, 25 °C, CDCls):
o/ppm = 14.3 (br s, 1H), 8.73 (m, 1H), 8.19 (m, 1H), 7.94 (m, 1H), 7.6 (m, 1H), 7.27 (s, 1H).

13C-NMR (75 MHz, 25 °C, CDCl3):
o/ppm = 185.2 (1C), 150.2 (1C), 149.5 (1C), 137.6 (1C), 128.2 (1C), 127.7 (1C), 123.1 (1C), 119.6

(1C), 116.7 (1C), 95.2 (10).

MS (ESI positiv):
m/z (%): 555 (100) [2M-2H+Na];, 266 (7) [M-H]
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4,4,5,5,5-Pentafluoro-3-hydroxy-1-(3-pyridyl)pent-2-en-1-on
BH267.meta [5]

Fiir die Synthese (vgl. Kap. 3.7) wurden Ethylpentafluoropropanoat (2,88 g, 15 mmol) und 3-
Acetylpyridin (1,51 g, 12,5 mmol) verwendet.

C10H6FsNO2 (267,15 g molY)

Ausbeute: 1,7 g (6,4 mmol, 51 %)

Schmelzpunkt: 120 °C

DC (Cyclohexan/Essigsdureethylester (9:1)): R¢= 0,23

1H-NMR (300 MHz, 25 °C, CDCl3):
o/ppm = 9.17 (dd, 5J = 0.8, 4) = 2.1, 1H), 8.85 (dd, 5) = 1.7, 3) = 4.8, 1H), 8.24 (dt, 4} = 1.7, % =
2.1,3) = 8.0, 1H), 7.50 (ddd, 5) = 0.8, 3] = 4.8, 3) = 8.0, 1H), 6.66 (s, 1H).

13C-NMR (75 MHz, 25 °C, CDCls):
o/ppm = 183.6 (1C), 179.5 (1C), 154.3 (1C), 148.8 (1C), 128.7 (1C), 123.8 (1C), 119.4 (1C), 116.6

(1C), 107.3 (1C), 94.0 (10).

MS (ESI positiv):
m/z (%): 555 (100) [2M-2H+Na];, 266 (3) [M-H]
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4,4,5,5,5-Pentafluoro-3-hydroxy-1-(4-pyridyl)pent-2-en-1-on
BH267.para [6]

Fir die Synthese (vgl. Kap. 3.7) wurden Ethylpentafluoropropanoat (2,88 g, 15 mmol) und 4-
Acetylpyridin (1,51 g, 12,5 mmol) verwendet.

Ci0HsFsNO3 (267,15 g mol?)

Ausbeute: 1,1 g (4,1 mmol, 33 %)

Schmelzpunkt: 171 °C

DC (Cyclohexan/Essigsaureethylester (9:1)): Rr= 0,16

1H-NMR (300 MHz, 25 °C, CDCls):
o/ppm = 8.85 (dd, ) = 1.6, 3) = 4.5, 2H), 7.75 (dd, %) = 1.6, 3) = 4.5, 2H), 6.67 (s, 1H).

13C-NMR (75 MHz, 25 °C, CDCls:
o/ppm = 182.1 (1C), 151.0 (2C), 139.6 (1C), 120.4 (2C), 114.5 (1C), 94.4 (1C)

MS (ESI positiv):
m/z (%): 555 (100) [2M-2H+Na] ", 266 (2) [M-H]
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4,4,5,5,5-Pentafluoro-3-hydroxy-N-phenyl-pent-2-enamid
[7]

Fiir die Synthese (vgl. Kap. 3.7) wurden Ethylpentafluorpropanoat (2,88 g, 15 mmol) und

Acetanilid (1,69 g, 12,5 mmol) verwendet.

C11HsFsNO; (281,18 g molY)

Ausbeute: 0,30 g (1,5 mmol, 8,5 %)

Schmelzpunkt: 76 °C

DC (Cyclohexan/Essigsaureethylester (9:1)): Rr= 0,48

1H-NMR (300 MHz, 25 °C, CDCl3):
o/ppm =10.70 (s, 1H), 7.59 (dd, 4 = 1.2, 3) = 8.8, 2H), 7.38 (t, 3J = 8.5, 2H), 7.16 (m, 1H),
6.02 (s, 1H)

13C-NMR (75 MHz, 25 °C, CDCls:

o/ppm = 168.3 (1C), 157.6 (1C), 137.6 (1C), 129.4 (2C), 125,3 (1C), 120.7 (2C), 117.7 (1C),
109.5 (1C), 97.2 (1C)
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4,4,5,5,5-Pentafluoro-3-hydroxy-1-pyrazin-2-yl-pent-2-en-1-on
[8]

F o] OH
F
N
F F 7
i I
F N
N
Fiir die Synthese (vgl. Kap. 3.7) wurden wurden Ethylpentafluoropropanoat (2,88 g, 15 mmol)

und 2-Acetylpyrazin (0,5 g, 3,3 mmol) verwendet.

CoHsFsN20; (268,14 g mol™?)

Ausbeute: 0,60 g (2,2 mmol, 18 %)

Schmelzpunkt: 64 °C

DC (Cyclohexan/Essigsdureethylester (9:1)): R¢= 0,34

1H-NMR (300 MHz, 25 °C, CDCl3):
o/ppm =9.34 (d, 5) = 1.5, 1H), 8.81 (d, 3J = 2.4, 1H), 8.71 (dd, ) = 1.5, 3) = 2.4, 1H), 7.32 (s, 1H).

13C-NMR (75 MHz, 25 °C, CDCl3):
o/ppm = 182.7 (1C), 140.2 (1C), 145.2 (1C), 144.2 (1C), 144.1 (1C), 119.4 (1C), 116.6 (1C), 107.4

(1C), 95.4 (1C).

MS (ESI positiv):
m/z (%): 557 (100) [2M-2H+Na] ", 267 (4) [M-H]
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4,4,5,5,5-Pentafluoro-3-hydroxy-1-pyridazin-3-yl-pent-2-en-1-on
[9]

Fiir die Synthese (vgl. Kap. 3.7) wurden Ethylpentafluoropropanoat (0,94 g, 4,9 mmol) und 3-

Acetylpyridazin (0,5 g, 4,1 mmol) verwendet.

CoHsFsN20; (268,14 g mol™?)

Ausbeute: 0,12 g (0,4 mmol, 18 %)

Schmelzpunkt: 84 °C

DC (Cyclohexan/Essigsdureethylester (9:1)): R¢= 0,32

1H-NMR (300 MHz, 25 °C, CDCl3):
o/ppm =9.38 (dd, 5 = 1.6, %) = 5.0, 1H), 8.27 (dd, 5) = 1.6, 3) = 8.4, 1H), 7.75 (dd, 4J = 5.0, 3J =
8.4, 1H), 7.63 (s, 1H).

13C-NMR (75 MHz, 25 °C, CDCls):

o/ppm = 181.8 (1C), 169.1 (1C), 155.0 (1C), 154.3 (1C), 129.6 (1C), 126.8 (1C), 119.9 (1C), 117.1
(1C), 95.9 (1C).
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4,4,5,5,5-Pentafluoro-3-hydroxy-1-(6-methoxy-3-pyridyl)pent-2-en-1-on
BH297, [10]

Fiir die Synthese (vgl. Kap. 3.7) wurden Ethylpentafluoropropanoat (0,76 g, 4,0 mmol) und 5-

Acetyl-2-methyoxypyridin (0,5 g, 3,3 mmol) verwendet.

C11HsFsNOs (297,18 g mol™?)

Ausbeute: 0,40 g (1,3 mmol, 41 %)

Schmelzpunkt: 31 °C

DC (Cyclohexan/Essigsdureethylester (9:1)): Rr= 0,51

1H-NMR (300 MHz, 25 °C, CDCl3):
o/ppm = 8.86 (d, 4) = 2.5, 1H), 8. 10 (dd, 4 = 2.5, 51 = 8.9, 1H), 6.85 (d, 5J = 8.9, 1H), 6.55 (s, 1H),
4.03 (s, 3H).

13C-NMR (75 MHz, 25 °C, CDCls):
o/ppm = 184.8 (1C), 177.2 (1C), 167.6 (1C), 148.8 (1C), 137.4 (1C), 122.4 (1C), 199.5 (1C), 166.7

(1C), 111.6 (1C), 93.1 (1C), 54.3 (1C).

MS (ESI positiv):
m/z (%): 615 (100) [2M-2H+Na] -, 296 (1) [M-H]
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1-(5-Chloropyridin-2-yl)-4,4,5,5,5-pentafluoro-1-hydroxypent-1-en-3-on
[11]

Fiir die Synthese (vgl. Kap. 3.7) wurden Ethylpentafluoropropanoat (1,48 g, 7,7 mmol) und

2-Acetyl-5-chloropyridine (1 g, 6,4 mmol) verwendet.

C10HsCIFsNO2 (300,9 g mol?)

1H-NMR (300 MHz, 25 °C, CDCls):

o/ppm = 8.76 (dd, 41=2.0, 4)=4.6, 1H), 8.58 (dd, 4)=2.0, 3J=7.7, 1H), 7.54 (dd, 4)=4.6, 3)=7.7,
1H), 7.24 (s, 1H)

13C-NMR (75 MHz, 25 °C, CDCl3):
o/ppm = 177.0 (1C), 160.0 (1C), 154,5 (1C), 153,2 (1C), 136,8 (1C), 123.5 (1C), 119.0 (1C),
116.6 (1C), 113.1 (1C), 108.4 (1C)

MS (ESI negativ):
m/z (%): 300 (100) [M-H]
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4,4,5,5,5-Pentafluoro-3-hydroxy-1-(6-methyl-3-pyridyl)pent-2-en-1-on
[12]

Fiir die Synthese (vgl. Kap. 3.7) wurden Ethylpentafluoropropanoat (0,85 g, 4,4 mmol) und 5-
Acetyl-2-methylpyridin (0,5 g, 3,7 mmol) verwendet.

C11HsFsNO; (281,18 g molY)

Ausbeute: 0,72 g (2,6 mmol, 69 %)

Schmelzpunkt: 110 °C

DC (Cyclohexan/Essigsaureethylester (9:1)): Rs= 0,21

1H-NMR (300 MHz, 25 °C, CDCl3):
o/ppm =9.05 (d, %) = 2.3, 1H), 8.12 (dd, %) = 2.3, 3) = 8.2, 1H), 7.32 (d, 3J = 8.2, 1H), 6.62 (s, 1H),
2.67 (s, 3H).

13C-NMR (75 MHz, 25 °C, CDCls:
o/ppm = 184.2 (1C), 178.9 (1C), 164.6 (1C), 148.5 (1C), 135.1 (1C), 126.0 (1C), 123.5 (1C), 119.4

(1C), 116.6 (1C), 93.6 (1C), 24.9 (1C).

MS (ESI positiv):
m/z (%): 583 (100) [2M-2H+Na] ", 280 (1) [M-H]
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4,4,5,5,5-Pentafluoro-3-hydroxy-1-(3-quinolyl)pent-2-en-1-on

[13]

Fir die Synthese (vgl. Kap. 3.7) wurden Ethylpentafluorpropanoat (1,35 g, 7,0 mmol) und

Acetylchinolin (1,00 g, 5,8 mmol) verwendet.

C14HsFsNO; (317,22 g mol™?)

Ausbeute: 1,20 g (3,8 mmol, 65 %)

Schmelzpunkt: 137 °C

DC (Cyclohexan/Essigsdureethylester (9:1)): R = 0,35

1H-NMR (300 MHz, 25 °C, CDCl3):
o/ppm =9.35 (d, %) = 2.3, 1H), 8.82 (d, %) = 2.3, 1H), 8.24 (d, 3J = 8.4, 1H), 7.99 (dd, 3 = 8.4, 5)
=0.9, 1H), 7.89 (m, 1H), 7.69 (m, 1H), 6.77 (s, 1H).

13C-NMR (75 MHz, 25 °C, CDCls:
o/ppm = 182.9 (1C), 148.8 (1c), 146.8 (1C), 137.7 (1C), 133.3 (1C), 129.4 (1C), 128.7 (1C), 128.5

(1C), 126.9 (1C), 125.6 (1C), 119.4 (1C), 116.5 (1C), 94.1 (1C).

MS (ESI positiv):
m/z (%): 655 (100) [2M-2H+Na];, 316 (1) [M-H]
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4,4-Difluoro-3,5-dihydroxy-1-(pyridin-3-yl)pent-2-en-1-on
[14]

Fiir die Synthese (vgl. Kap. 3.7) wurden Ethyl 2,2-difluoro-3-hydroxypropanoat (0,50 g, 3,2

mmol) und 3-Acetylpyridin (0,33 g, 2,7 mmol) verwendet.

C10H9F2NO3 (229,18 g mol?)

Ausbeute: 0,31 g (1,2 mmol, 44 %)

Schmelzpunkt: 126 °C

DC (Cyclohexan/Essigsdureethylester (9:1)): R= 0,08

1H-NMR (300 MHz, 25 °C, CDCls):

o/ppm =9.22 (dd, 51 =0,8,4)=1.7, 1H), 8.82 (dd, 4 = 1.7,3] = 4.8, 1H), 8.42 (dt, %) = 1.9, 3] = 8.3,
1H), 7.60 (ddd, 5) = 0.8, 3 = 4.8, 3] = 83, 1H), 6.94 (s, 1H), 5.82 (bs, 1H),
3.92 (t, 2) = 14.15, 2H).

13C-NMR (75 MHz, 25 °C, CDCls:
o/ppm = 185.17 (1C), 154.40 (1C), 150.23 (1C), 149.05 (1C), 135.70 (1C), 129.37 (1C), 124.64
(1C), 119.53 (1C), 94.98 (1C), 39.92 (1C).

MS (ESI positiv):

m/z (%): m/z (%): 479 (100) [2M-2H+Na] ", 228 (6) [M-H]
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4,4-Difluoro-3-hydroxy-1-(3-pyridyl)oct-2-en-1-on
[15]

Fiir die Synthese (vgl. Kap. 3.7) wurden Ethyl 2,2-difluorhexanoat (0,50 g, 2,8 mmol) und 3-
Acetylpyridin (0,28 g, 2,3 mmol) verwendet.

C13H1sF2NO; (255,27 g mol?)

Ausbeute: 0,37 g (1,5 mmol, 63 %)

Schmelzpunkt: 31 °C

DC (Cyclohexan/Essigsdureethylester (9:1)): R¢= 0,28

1H-NMR (300 MHz, 25 °C, CDCls):

o/ppm = 9.15 (d, 3) = 1.9, 1H), 8.80 (dd, 3J = 1.9, 4) = 4.9, 1H), 8.22 (dt, 3J = 1.9, %) = 8.0, 1H),
7.45 (dd, %) = 4.9, % = 8.0, 1H), 6.60 (s, 1H), 2.11 (m, 2H), 1.48 (m, 2H), 1.41 (sx, *J = 7.2, 2H),
0.93 (t, 4 = 7.2, 3H).

13C-NMR (75 MHz, 25 °C, CDCls):
o/ppm = 183.1 (1C), 153.6 (1C), 148.6 (1C), 134.7 (1C), 129.5 (1C), 123.6 (1C), 120.9 (1C), 118.4

(1C), 92.8 (1C), 33.7 (1C), 23.6 (1C), 22.3 (1C), 13.7 (1C).

MS (ESI positiv):
m/z (%): 531 (100) [2M-2H+Na];, 254 (2) [M-H]
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1-Amino-4,4,5,5,5-Pentafluoro-1-(pyridin-3-yl)pent-1-en-3-on
[16]

Es wurden 4,4,5,5,5-pentafluoro-3-hydroxy-1-(pyridin-3-yl)pent-2-en-1-on (0,24 g, 0,9 mmol)
und Natriumacetat (0,08 g, 1,0 mmol) zusammen in einen 10 ml-Rundkolben eingewogen,
gemischt, und bei 160 Grad geschmolzen. Die Schmelze wurde ca. 30 min bei 160 Grad
geriihrt. Die anschlieBende Aufreinigung erfolgte sdulenchromatographisch (MPLC) mit einem
FlieBmittelgemisch aus Ethylacetat-Cyclohexan- Triethylamin (20:20:1).

Es wurden zwei Isomere erhalten.

Ci10H7FsN20 (266,17g/mol)

Ausbeute: 32 mg (0,12 mmol, 13%)

'H-NMR (300 MHz, 25 °C, CDCl3):

o/ppm = 9.45 (bs, 1H) 9.1 (m, 1H), 8.7 (m, 2H), 8.3 (m, 1H), 7.5 (m, 1H), 6.2 (s, 1H)

13C-NMR (75 MHz, 25 °C, CDCl3):

o/ppm = 118.7 (1C), 153.1 (1C), 149.5 (1C), 148.9 (1C), 135.3 (1C), 133.9 (1C), 124.3 (1C), 120.0 (1C),
117.1 (1C), 110.5 (1C).

MS (ESI positiv):
m/z (%): 266.8 (100)
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3-Amino-4,4,5,5,5-Pentafluoro-1-(pyridin-3-yl)pent-2-en-1-on
[17]

Es wurden 4,4,5,5,5-pentafluoro-3-hydroxy-1-(pyridin-3-yl)pent-2-en-1-on (0,24 g, 0,9 mmol)
und Natriumacetat (0,08 g, 1,0 mmol) zusammen in einen 10 ml-Rundkolben eingewogen,
gemischt, und bei 160 Grad geschmolzen. Die Schmelze wurde ca. 30 min bei 160 Grad
geriihrt. Die anschlieBende Aufreinigung erfolgte sdaulenchromatographisch (MPLC) mit
einem FlieBmittelgemisch aus Ethylacetat-Cyclohexan- Triethylamin (20:20:1).

Es wurden zwei Isomere erhalten.

Ci10H7FsN20 (266,17g/mol)

Ausbeute: 32 mg (0,12 mmol, 13%)

1H-NMR (300 MHz, 25 °C, CDCl3):

o/ppm =10.2 (s, 1H), 9.4 (s, 1H), 8.9 (m, 1H), 8.7 (m, 1H), 8.14 (m, 1H), 7.6 (m, 1H), 5.8 (m, 1H).

13C-NMR (75 MHz, 25 °C, CDCl3):

o/ppm = 176.7 (1C), 166.4 (1C), 153.7 (1C), 148.6 (1C), 136.0 (1C), 130.9 (1C), 124.3 (1C), 120.3 (1C),
117.5 (1C), 108.2 (1C).

MS (ESI positiv):
m/z (%): 266.8 (100)
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7 Kurzfassung

Malaria zahlt zu den gefdhrlichsten durch Parasiten ausgelosten Erkrankungen. Der Erreger
Plasmodium falciparum fuhrt jahrlich zu Millionen Toden, v.a. in Sub-Sahara Afrika. AuRerdem
fliihren Plasmodium-Spezies wie P. vivax, P. malariae, P. ovale und P. knowlesi zu weiteren
Krankheits- und Todesfdllen weltweit. Die Parasiten haben bereits Resistenzen gegen alle
verfligbaren Medikamente gebildet. Ein neues Wirkstoffziel, welches losgeldst von allen
anderen bisher adressierten Mechanismen ist, ist der essenzielle Lactat-Transporter PfFNT.
Ein potenter Inhibitor, welcher wahrend eines Screening der Malaria Box gefunden wurde, ist
MMV007839. Dieser bildete jedoch im LabormaRstab die Resistenzmutation PfFNT G107S.

In dieser Arbeit wurde gezeigt, dass es moglich ist, diese Resistenzmutante mit nanomolarer
Effizienz zu hemmen. Durch die Verwendung eines Hefe-basierten Aufnahmeassays konnte
mit *C-markiertem L-Lactat gezeigt werden, dass das Einfigen eines Stickstoffatoms in die
aromatische Komponente der bisherigen Pentafluoro-3-hydroxy-pent-2-en-1-one eine
Wasserstoffbrickenbindung zum resistenzausldésenden Serin ausbildet.

Weiterhin ist es dem neuen Inhibitor BH267.meta mdglich, in vitro in den Parasiten
P. falciparum zu gelangen und diesen mit einer nanomolaren Wirksamkeit abzutoten.
Zusatzlich ist es mit BH267.meta moglich, alle FNTs der humanpathogenen Spezies von
Plasmodium im Hefe Assay zu inhibieren. Gleiches gilt flir PbFNT aus P. berghei, welcher
infektios fir Mause und andere Nagetiere ist und den ersten Schritt im Tierversuch einer
Arzneistoffentwicklung darstellt.

Des Weiteren hatte BH267.meta geringe Affinitdt zum menschlichen Lactat-Transporter
hMCT1, was die Gefahr der Off-Target Effekte reduziert. Ebenso wenig wirkt BH267.meta
toxisch auf die humanen Zelllinien HEK293 und HepG2 und hatte keine inhibitorische Wirkung
auf den hERG-Kanal. Aufgrund dieser Wirksamkeit und des guten toxikologischen Profils
wurden erste Tierversuche im Maus-Modell durchgefiihrt. Diese zeigten eine in vivo
Wirksamkeit gegen P. berghei, vergleichbar mit dem Arzneistoff Artesunat.

Mit neuen Resistenzmutationen, welche erst nach mehreren Versuchen selektiert werden
konnten, kamen neue Herausforderungen fiir die Substanzklasse hinzu. Dennoch bleibt
BH267.meta eine Substanz, welche ein hervorragendes toxikologisches Profil aufweist und
sowohl in vitro als auch in vivo wirksam ist. Und stellt somit die neue Leitsubstanz fir die

Entwicklung weiterer PfFNT-Inhibitoren dar.
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8 Abstract

Malaria is one of the most dangerous diseases caused by parasites. The pathogen Plasmodium
falciparum causes millions of deaths annually with the main burden being in sub-Saharan
Africa. In addition, Plasmodium-species such as P. vivax, P. malariae, P. ovale and P. knowlesi
lead to additional cases of disease and death worldwide. The parasites have already developed
resistance to all available drugs. A new drug target, which is detached from all other previously
addressed mechanisms, is the essential lactate transporter PfFNT. A potent inhibitor found
during a screening of the malaria box was MMV007839. However, treatment of the parasite

in the laboratory scale caused the formation of the resistance mutation PfFNT G107S.

In this work it was shown that it is possible to inhibit this resistance mutant with nanomolar
potency. By using a yeast-based uptake assay with *C-labeled L-lactate it was demonstrated
that the insertion of a scaffold nitrogen into the aromatic component of previous pentafluoro-

3-hydroxy-pent-2-en-1-ones forms a hydrogen bond to the resistance-inducing serine.

Furthermore, the new inhibitor BH267.meta can enter the parasite P. falciparum in vitro and
kill it with nanomolar efficacy. In addition, BH267.meta can inhibit the FNTs of all human-
pathogenic Plasmodium species. The same is true for PbFNT from P. berghei, which is

infectious to mice and other rodents and represents the first step in animal testing.

Furthermore, BH267.meta has low affinity for the human lactate transporter h(MCT1, reducing
the risk of off-target effects. Similarly, BH267.meta has no toxic effect on the human cell lines

HEK293 and HepG2 and has no inhibitory effect on the hERG channel.

Based on the efficacy and the good toxicological profile, initial animal studies were performed

in the mouse model. These showed in vivo efficacy at the level of artesunate against P. berghei.

With new resistance mutations, which could be cultivated after several trials, new challenges
for the compound class came up. Nevertheless, BH267.meta remains a compound that has an

excellent toxicological profile and is effective both in vitro and in vivo.
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