Formiat-Nitrit-Transporter von Naegleria fowleri
als Wirkstoffziel

Dissertation

zur Erlangung des Doktorgrades

der Mathematischen-Naturwissenschaftlichen Fakultat
der Christian-Albrechts-Universitat zu Kiel

vorgelegt von

Moira Maureen Moller

Kiel, 2024






Erster Gutachter: Professor Dr. Eric Beitz
Zweiter Gutachter: Professor Dr. Christian Peifer
Tag der mundlichen Prifung: 02.05.2024

Zum Druck genehmigt: 03.05.2024






Fiir meine Eltern.



Inhaltsverzeichnis

ADbKUrzungsverzeiChnis ... \'
ZUSAMMENTASSUNG.....ciiiiiiiei it r e an e e an e s e mn e e e mn e e e e nnn s Vil
ADSEFACT ... . —————— VIl
T EINICIUNG ..o ———— 1
1.1 Parasitare Infektionen als globales Gesundheitsproblem...............ccccoiiiiiiiiinnnnen 1
1.1.1 = 1 = - T PSP PP 2
1.1.2 Primare AmobenmeningoenzephalitiS............cccuuviiiiiiiiiiiiiii e 2

1.2 Naegleria FOWIBTT ..........oiiee et 5
1.2.1 Stand der Wissenschaft: Wirkstoffe und ihre Effektivitat gegentber N. fowleri..5
1.2.2 MetabolisSmus VON N. FOWIE............c.eoiiiiiii e 6

1.3 Membranare Kanale und TransSporter........coooooiiioiii e 9
1.3.1 Strukturaufklarung von Membranproteinen ............cccoceeiiiiiieiiniiiee e 10
1.3.2  Identifikation von Wirkstoffzielen ... 10

1.4 Formiat-Nitrit-TransSpOrer .. ..o eeeeeeees 11
1.4.1 Prokaryotische Formiat-Nitrit-Transporter ............cccccoiiiieeeen 11
1.4.2 Eukaroytische Formiat-Nitrit-TransSporter.............ccovvveiiiiiiiiiiieeeeeen 12
1.4.3  Struktureller Aufbau der FNT ... 13

1.5  Eukaryotische FNT als Wirkstoffziel ..., 15
1.6 Zielsetzung der ArDeit............ooiiiiiiii e 18

2 MaAterial.......cccceeiee e ————————— 19
2.1 Plasmide, OligoNUKIEOLIAE ............evviiiiieeeeiecee e e 19
211 Codierende DNA (NCBI GENBANK®).........ccccoveieiieiieieiiiesie et sia e 19
2.1.2  OligonuKleotide (PrIMENr) .........cuuiiiiiiiiee et 23

2.2 ZElISEBIMIME ...ttt e e e e e e e e e e e e 24
2.3  Antikérper, Chemikalien, Enzyme, Kits und Verbrauchsmaterialien........................ 24
2.4 NEAhrmedien UNd LOSUNGEN......cciiiiiiiiiiiiiiiee ettt e e e e e e e e e ananes 27
241 Allgemein proteinchemische Methoden..............c.ooevviiiiiiiiiii 27
242 Nahrmedien und Losungen fiir die Zellkultur..............ccccooiiiiiiiiie e 28
2.4.3  Losungen flr zellfreie Proteinsynthese...........occcoiiiiiiiiiiiiiii e 30

2.5  Gerate UNd SOWAIE..........eiiiiiiii e 33

3 MetROAEN ... ————————————————— 36
3.1 Molekularbiologische Methoden ... 36
3.1.1 Herstellung chemisch kompetenter E. COli..............ooveiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeen 36
3.1.2 Plasmid-1SOIatIoN ..o 36
3.1.3 Bestimmung von Reinheit und Gehalt der Plasmid-DNA ............cccccooiiiiinneen. 36



3.1.4 Restriktionsverdau doppelstrangiger DNA............oooiiiiiiieeeeee 36
3.1.5  GeleleKtrOPNOrESE ......uveiiiiieee e a e e 37
3.1.6  Gelextraktion und PCR Clean Up............couuicuieeiiiiiiiieeiiiie e 38
317 LIGALION e a e e 38
3.1.8  Transformation chemisch kompetenter E. COli............ccccoueviiiiiiiiiiiiiiiiieeeeis 38
3.1.9  SaNQGEr-SEQUENZIEIUNG ....cceiiuuiiieiiiieie et ie e e ettt e e ettt e e atbe e e e e asbee e e e anbeeeeaanneeeens 38
3.1.10  Dauerkulturen VON E. COli...........cccuuueiiiiiiiiiiiiieeee e 38
3.1.11  Ortsgerichtete MUIAgENESE .......c.ccuueiiiiiiiiie e 39
3.2  Allgemeine Proteinchemische Methoden..............ccoiiiiii e, 41
3.21 Bestimmung der Gesamtprotein-Konzentration nach Bradford........................ 41
3.2.2  SDS-PAGE ... 41
3.2.3 Coomassie- und Ponceau S-Farbung von Proteinen ...........ccccoceeeiiieeiinineenn. 42
3.2.4  IN-GEeI-FIUOMESZENZ ...t 42
3.2.5  WESIEIN BlOt ..o 42
3.2.6 Protein-Konzentrierung und Entfernung von Imidazol.............cccccciiiiiiinne. 43
3.2.7  Size-exclusion-chromatography ............cccccouieiiiiiiiii e 43
3.2.8  Trichloressigsaure-FallUNG ..........c.ouuiiiiiiiiii e 43
3.3 Herstellung der Transportproteine in S. cerevisiae.............ccccceeeueeccieeinieeceeeecieeen, 44
3.3.1 Chemische Transformation.............cooueiii i 44
3.3.2 DAUETKUITUIEIN ... e e 45
3.3.3  Wachstumskurven und Ermittlung von Generationszeiten...............ccccccoeueeee. 45
3.3.4  Proteinherstellung in S. cerevisiae W303 1A Adjen1 Aady2...........ccccceeevvuneenn. 45
3.3.5 Konfokalmikroskopie lebender Hefezellen mit GFP-Detektion........................ 45
3.3.6 Isolierung der mikrosomalen Fraktion fur die SDS-PAGE und Western Blot ... 46
3.3.7  Protoplastierung von S. cerevisiae W303 1A djen1 Adady2 ..........ccccouveeviuneenn. 46
3.3.8  Proteinherstellung S. cerevisiae NY 17 ..o 46
3.3.9 Isolierung sekretorischer Vesikel von S. cerevisiae NY 17 .........ccoooviiciiiennnnennn. 47
3.4  Herstellung der Transportproteine in D. discoideum.................ccooueeeeieeeiieiiieniennnnn.. 47
3.4.1 Kultivierung von D. discoideum aus SPOTeN ............cccceeeeiiieeeeiiiieeeeiieee e 47
3.4.2 MEAIUMWECRNSEN ... 48
3.4.3 FIUSSIg-SChUtEIKUIUL ... 48
3.4.4  Bestimmung ZelldiChte .........coooiiiiiiiiiii e 48
3.45 Elektroporation: Transformation von D. discoideum.............................c...co...... 48
3.4.6 D. discoideum-Lysat fir die Western Blot-AnalytiK..........cccccoviiiiiiiiiiiiiiine. 48

3.5 Funktionelle Charakterisierung der Transportproteine aus dem zellbasierten System

49



3.5.1  MC-TranSPOrtaSSAY..........c.ceeveueeeueueeeeeeeeeeeeeteeeteeeeeeseeseaeeeeteeeteseeeeteeseaeneeeanns 49

3.5.2 Lichtstreuungsassay mit der stopped flow-Apparatur...........cccccveeeeeeeeieicinnnenn. 50
3.6  Zellfreie Proteinproduktion ...........c..uvviiiiii oo 52
3.6.1 Herstellung S30-EXtrakt............oooiiiiiiiii e 53
3.6.2 Zellfreie Proteinproduktion im Zwei-Kompartiment System.............ccccccceeeene 54
3.6.3 Immobilisierte Metallionen-Affinitdtschromatographie (IMAC).............cccoeveeee. 54
3.6.4  Strep-Tactin™-Reinigung PIENTG107S ......cooiiiiiiii e 55
3.7  Strukturelle und funktionelle Charakterisierung der zellfrei hergestellten Proteine .55
3.7.1 Herstellung LIPOSOMEN ........uiiiiiiiiii e 55
3.7.2 Herstellung Proteoliposomen mit der Verdinnungsmethode..................ccco...... 56
3.7.3 Dichtegradientenzentrifugation ... 56
3.74 Herstellung Lipid-Protein-NDs mit zellfrei hergestelltem Zielprotein................. 57
3.8  Bioinformatische Methoden ............c..ooiiiiii i 57
3.9 Determinierung der ECso-Werte in N. fowleri-Trophozoiten............cccccceveeeeeicinnnneen. 58
3.10 Fluoreszenz-Cross-Korrelations-Spektroskopie ..........ccccveveeiieiiiicciiiiiieee e, 58
3.11  StatistisSChe AUSWEIUNG......coiiiiiieiii e 58
4 ErgebniSSe.....cccceiiiiiiiiieiiis i 60
4.1  Zellfreie Proteinsynthese und ND-Assemblierung mit dem Ziel der Strukturaufklarung
VON PIENTGIOTS ettt e et e e e e e e e e e enneeeaeanns 60
411 Herstellung und Reinigung des membrane scaffold protein MSP1E3D1 ......... 61
41.2  Zellfreie Proteinsynthese von PIENTG107S........coooiiiiiiiieee e 62
4.1.3  Versuche zur Strukturaufklarung von zellfreiem PfENTG107S ............ccceeee 64
4.2  Herstellung und Funktionalitdt von PfENT im Hefesystem ..........ccccciiiie. 68
421 Herstellung und Funktion von PfENT in S. cerevisiae..............ccccocceoneiannnne. 68
4.2.2  Verhaltnis von Target zu Inhibitor zur Determination kleiner ICso-Werte........... 70
4.2.3  PfFNT im Hefesystem unter Stressbedingungen .............ccocceiiiiiieiiiiinnenns 73
424 Funktionalitat von PfENT als GFP-Fusionsprotein ...........cccccccvveeiiiiiiiiieeenenn, 74
4.3  FNT anderer eukaryotischer Parasiten ..............cccuviiiiiiiiiiiiii e 76
4.31 Identifikation von FNT im Genom von N. fOWIeri ............coccoceiiiiiiiiiiecee 76
4.3.2 Inhibition von N. fowleri- und E. histolytica-Trophozoiten mit gegen PfFNT
gerichteten INNIDITOIEN.........ooo e 77
4.3.3  Strukturelle Analyse von NfFNT1-3 .. ... 80
4.4  Herstellung und funktionelle Charakterisierung von NfFNT im Hefesystem............ 85
4.4.1 Codon-optimierte Wildtyp-NfENT ........cooiiiee e 87
442 Lokalisation der heterolog hergestellten NfFNT in der Hefezelle ..................... 91
4.5  Einfluss der Termini auf Herstellung und Funktionalitdt von NfENT ........................ 93
4.5.1 Herstellung und Funktionalitat N- und C-terminal verkirzter NfENT ................ 93



4.5.2  Herstellung und Funktionalitét einfach N- oder C-terminal verkirzter NfFNT .. 96

4.6  Affinitat der FNT-Inhibitoren zu heterolog hergestelltem NfFNT3............ccccooieee. 107
4.6.1 FCCS-Untersuchungen von FNT-haltigen Hefe-Mikrosomen ........................ 107
4.6.2  Herstellung von ANfENT1-3 im HEK293-Zell-System ..........cccccooiieeeiiinenn. 109

4.7  Herstellung und Funktionalitat von Formiat-Nitrit-Transportern in D. discoideum .111
4.71 Produktion von PfENT in D. diSCOIA@UM...............cooiiiiiiiiiiiiiiiieee e 113
4.7.2 FNT1-3 von N. fowleriin D. diSCOIA@UM ..............ccooiiuiiiiiiiiiiiiiiieee e 115

4.8 Isolation Membranprotein-haltiger Vesikel aus S. cerevisiae NY17 ...................... 121

5 DiSKUSSION.....uiiiiiiiiiceeiir s 124

5.1  Zellfreie Proteinproduktion von Membranproteinen und deren Funktionalitat ....... 124

5.2  Weist die Gattung Naegleria FNT auf? ..o 125
5.2.1 Interpretation der genomischen Daten ... 129

5.3 Einfluss des Expressionssystems auf Herstellung und Funktionalitdt der

MeMDranProtEINE.........ooi i 134
5.3.1 (070 To (o] o Bl U T o [ S PP PP UTPSRROPRR 139

5.4  Gerichteter Transport als Hindernis der Substrataufnahme? ............ccccccccoee. 139

5.5  Sind FNT das Wirkstoffziel der PfENT-Inhibitoren in N. fowleri? ..............ccccccee... 141

5.6 AUSDIICK. ... e 142
5.6.1 Pull-Down-Assay N. fowleri-Zelllysat ..............ccoeiiiiiiiiiiiiie e 143

6  LiteraturverzeiChnis.........cccoiiiiiemimiiineerrr s 146



Abkurzungsverzeichnis

APS Ammoniumperoxidsulfat

AQP Aquaporin

AX Axenisch

blast Basic local alignment search tool

BNITM Bernhard-Noch-Institut fiir Tropenmedizin
BSA Bovines Serumalbumin

CDC Centers for Disease Control and Prevention
CF Cell-free

CoA Koenzym A

Ccv Column volume

D. discoideum

Dictyostelium discoideum

DAPI 4‘,6'-Diamidin-2-phenylindol

DGz Dichte-Gradienten-Zentrifugation

DTT Dithiothreitol

ECL Enhanced chemiluminrscence

EDTA Ethylendiamintetraessigsaure

EhFNT Formiat-Nitrit-Transporter aus Entamoeba histolytica
EZM Extrazellularmatrix

FNT Formiat-Nitrit-Transporter

FocA Formate channel

GFP Green fluorescent protein

Glut Glukosetransporter

HA Hamagglutinin

HEPES N-2-Hydroxyethylpiperazin-N'-2-ethansulfonsaure
HSC Hydrosulfide channel

HT Hexose-Transporter

IMAC Immobilisierte Metallionen-Affinitatschromatographie
LB Luria broth (E. coli-Medium nach Luria und Burrous)
LDH Laktat-Dehydrogenase

MCT Monocarboxylat-Transporter

MHK Minimale Hemmkonzentration



MMV Medicines for malaria venture

NCBI National Center for Biology Information

ND Nanodisc

NfFNT Formiat-Nitrit-Transporter aus Naegleria fowleri
NGT Neglected tropical disease

NirC Nitrite transporter

PAGE Polyacrylamid-Gelelektrophorese

PAM Primare Amébenmeningoenzephalitis

PBS Phosphate-buffered saline

PCR Polymerase-Kettenreaktion

PDB Protein data bank

PEG Polyethylenglykol

Pf Plasmodium falciparum

PVDF Polyvinylidenfluorid

RKM Rokitamycin

ROX Roxithromycin

SD-Medium Synthetic defined-Minimalmedium zur Kultur von S. cerevisiae
SDS Natriumlaurylsulfat

SEC Size exclusion chromatography

T. xx Trypanosoma

TAE TRIS-Acetat-EDTA

TBS TRIS-buffered saline

TE TRIS-EDTA

TEM Transmissionselektronenmikroskopie
TEMED N,N,N’,N’-Tetramethylethylendiamin

TgFNT Toxoplasma gondii Formiat-Nitrit-Transporter
™ Transmembranspanne

TRIS Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan

VBD Vector borne disease

WHO World Health Organization

YNB Yeast nitrogen base

YPD Yeast extract peptone dextrose — reichhaltiges Nahrmedium zur Kultur von S.

cerevisiae

VI



Zusammenfassung

Formiat-Nitrit-Transporter von Naegleria fowleri: mogliches Wirkstoffziel?

Naegleria fowleri ist ein weltweit verbreiteter Rhizopode der Familie der Vahlkampfidae und
Ausloser der primaren Amdbenmeningoenzephalitis, welche in 97 % der Falle aufgrund der
fehlenden kausalen Behandlungsmdglichkeit und verspateter Diagnose todlich verlauft.
N. fowleri ist hauptsachlich in tropischen und subtropischen Gebieten, aber auch in warmeren
Gewassern gemaligter Klimazonen zu finden. Bei intensivem nasalem Kontakt gelangt der
Parasit Uber die Nasenschleimhaut entlang des olfaktorischen Nervs bis ins Gehirn und
verursacht dort schwere Gewebeschaden, die den Abbau von Nervenzellmatrix einschlie3en.
Die Inkubationszeit betragt meist drei bis funf Tage. Innerhalb von funf Tagen nach Auftreten
der ersten Symptome wie Fieber, Ubelkeit, Kopfschmerzen und Verwirrtheitszustanden tritt
der Tod ein. Im Genom von N. fowleri wurden drei Formiat-Nitrit-Transporter (FNT) identifiziert.
Es wurde im Vorwege von der Arbeitsgruppe ein Uberlebensnotwendiger Laktat-Transporter
in P. falciparum, einem der Erreger der Malaria, entdeckt, der bei gezielter Inhibition mit
substratanalogen Inhibitoren zur Akkumulation von Milchsaure und zum Absterben des
Parasiten fihrt. Die Ausbildung der Resistenzmutante PfFNTG107S erforderte die
Optimierung der Inhibitoren. Die Aufklarung der Struktur der Resistenzmutante sollte neue
Einblicke in die Struktur-Aktivitdts-Beziehung zwischen dem Inhibitor BH267.meta und
PfENTG107S liefern. Hierflr wurde die zellfreie Herstellung und Reinigung von PfENTG107S
ebenso wie die des Gerustproteins fur Nanodisc (ND) -Bildung, MSP1E3D1 etabliert. Es wurde
keine Bildung von Pentameren und keine Aktivitat von zellfrei hergestelltem PfFNTG107S in
Proteoliposomen gefunden. Ausgewahlte Inhibitoren des eukaryotischen plasmoidalen FNT
fihrten zum Absterben von N. fowleri-Trophozoiten in Kultur im einstelligen mikromolaren
Bereich. Die FNT von N. fowleri weisen eine hohe Sequenzahnlichkeit mit dem FNT von
Malariaparasiten und anderen bekannten FNT wie dem prokaryotischen EcFocA auf. Zur
Uberpriifung, ob die Verbindungen auf die FNT von N. fowleri abzielen, wurden codon-
optimierte offene Leserahmen von NfFNT1-3 in Saccharomyces cerevisiae und Dictyostelium
discoideum exprimiert. Die konfokale Mikroskopie von NfFNT1-3 mit C-terminalen GFP-
Fusionen zeigte die Lokalisation in der Plasmamembran der Hefezelle. NfFNT1-3
transportierten jedoch nicht die *C-markierten Monocarboxylate Formiat, Acetat und Laktat.
Far verschiedene verkirzte Varianten von NfFNT1-3 wurde eine oligomere Proteinproduktion
in Hefe, D. discoideum und menschlichen embryonalen Nierenzellen HEK293 gefunden. Die
vielversprechendsten Varianten in Bezug auf die Herstellung im Hefesystem waren
A1-214NfFNT1A492, NfFNTA441, A1-195NfFNT3. Die doppelte terminale Verkirzung von
NfFNT1 transportierte Formiat bei pH 5,8 in D. discoideum. Die C-terminale Verklrzung von
NfFNT2 und die N-terminale verkilrzte Variante A1-195 von NfFNT3 lagen in der SDS-PAGE
als FNT-typische Pentamere vor. Im Gegensatz zu Malariaparasiten setzen Naegleria-Arten
kein Laktat als Stoffwechselendprodukt frei. Neben Glukose werden Fettsduren als
Energiequelle bevorzugt, ebenso wie Acetat, das schlielBlich dem Krebszyklus zugefihrt wird.
Zukunftige Arbeiten kdnnten sich mit der Identifizierung von Substraten, die von NfFNT1-3
transportiert werden, sowie mit terminalen Verkirzungen von NfFNT befassen, um die
Gengrenzen oder potenzielle Signalpetide fir den Transporter zu identifizieren.
Transportstudien koénnten sich auf den Export von noch nicht identifizierten
Stoffwechselsubstraten konzentrieren. Mit der Identifikation von FNT in N. fowleri ist ein
Grundstein fur die target-basierte Wirkstoffentwicklung zur Behandlung der Primaren Amodben-
Meningoenzephalitis (PAM) gelegt.
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Abstract

Formate-nitrite transporters of Naegleria fowleri: potential drug targets?

Naegleria fowleri, a globally distributed rhizopod of the Vahlkampfiidae family, is the causative
agent of primary amoebic meningoencephalitis. 97% of the known cases are fatal due to the
lack of suitable treatment. N. fowleri is mainly found in the tropics and subtropics but also in
warmed freshwaters of temperate zones. Infection occurs by the trophozoite form through the
nasal mucosa. The parasite then travels along the olfactory nerve through the cribriform plate
into the brain and causes severe tissue damage and necrosis. Here, the identification of three
N. fowleri genes encoding formate-nitrite transporters, FNT1-3, is described. Recently, the
group discovered the vital lactate-releasing FNT in the malaria parasite, and a novel class of
small, drug-like FNT inhibitors with nanomolar antimalarial efficiency. Attempts for structure
determination of a resistance mutant G107S have been made to improve the understanding
of structure-activity relationship of the small molecule BH267.meta to the membrane protein.
Therefore, cellfree production of the nanodisc forming belt protein MSP1E3D1 was
established, as well as the production and purification of cellfree PFFNTG107S. Unfortunately,
no building of pentameric forms and no activity of cellfree produced PfFNTG107S in
proteoliposomes was found. Using selected inhibitors of the eukaryotic FNT for treatment of
N. fowleri trophozoites in culture, the parasites were killed at single-digit micromolar
concentrations. NfFNT1-3 share high sequence similarity with the FNT from malaria parasites,
Toxoplasma gondii and other known FNT like the prokaryotic EcFocA. To test whether the
compounds target the N. fowleri FNT1-3, codon-optimized open reading frames were
expressed NfFNT1-3 in Saccharomyces cerevisiae yeast and Dictyostelium discoideum.
Confocal microscopy of NfFNT1-3 with C-terminal GFP fusions indicated plasma membrane
localization. However, all NfFNT1-3 proteins failed to transport the '*C-labeled
monocarboxylates formate, acetate, and lactate. Nevertheless, different truncated variants of
NfFNT1-3 showed improved protein production in yeast, D. discoideum and human embryonic
kidney cells. The most promising variants are A1-214NfFNT1A492, NfFNTA441,
A1-195NfFNT3. The NfFNT1 double truncation indicated transport of formate at pH 5,8 in
Dictyostelium discoideum. NfFNT2 C-terminal truncation and N-terminal truncation NfFNT3
are shown as pentameric forms in the SDS-PAGE. Other than malaria parasites, Naegleria
species do not release lactate as a metabolic end product. Besides glucose, fatty acids are
preferred as an energy source as well as acetate that are eventually shuttled into the Krebs
cycle. Future work will address the identification of NfFNT1-3 transported substrates,
truncations of NfFNT to identify the gene borders or potential trafficking signal peptides.
Transport studies might focus on export of metabolic substrates which are yet not known. The
identification of FNT in N. fowleri is the basis for target-based drug development for the
treatment of primary amoebic encephalitis.

Vil






Einleitung

1 Einleitung

1.1 Parasitare Infektionen als globales Gesundheitsproblem

Parasitare Infektionen gehdéren zu den grofiten globalen Gesundheitsproblemen. Sie haben
weltweit einen signifikant erhdhenden Effekt auf Morbiditdt und Mortalitdt. Ca. 25 % der
globalen Population leiden an einer parasitaren Infektion (Anisuzzaman et al., 2023).
Unterschieden wird hierbei in durch Ektoparasiten, Helminthen und Protozoen verursachte
Infektionen. Ein Grofiteil hiervon ist auf Lebensmittel- und vektoribertragende Krankheiten
(VBD, vector borne disease) zurlckzufihren. Faktoren wie Klimawandel, Demographie,
Erndhrungsgewohnheiten, erhéhtes internationales Reiseaufkommen, Urbanisierung und
Industrialisierung spielen eine wesentliche Rolle in der Entstehung und Verbreitung parasitarer
Infektionen (Anisuzzaman et al., 2023). Zu den Protozoen gehoren erstens die Sarcodina
(Wurzelfuler), zu denen Infektionen mit dem intestinalen Parasiten Entamoeba zahlen und
zweitens die Ciliophora (Wimperntierchen) unter die beispielsweise eine Infektion mit
Balantidum fallt. Die dritte Gruppe bilden die Flagellaten, zu denen die Leishmaniose
verursachenden vektoriibertragenen Leishmanien zahlen. Die vierte Gruppe stellen Sporozoa
dar, zu denen die Malaria verursachenden, ebenfalls vektoribertragenden, Plasmodien
gehodren. Zu den vektoriibertragenden Krankheitserregern gehéren neben aeroben oder
anaeroben Parasiten auch Bakterien und Viren, die neben Stechmicken unter anderem auch
durch Fliegen, Wasserschnecken oder Zecken ubertragenden werden kénnen. Laut WHO
sterben jahrlich ca. 700.000 Menschen an durch Stechmucken Ubertragende Krankheiten
(Ethics and vector-borne-diseases, WHO 2020). Ein Grofteil der vektorlibertragenden
Krankheiten ist auf dem afrikanischen Kontinent zu lokalisieren, wie z.B. die Schlafkrankheit,
die nach dem Biss durch die Tsetsefliege durch. T. bruceii ausgeldst wird oder die Chagas-
Krankheit, deren Erreger T. cruzi durch den Biss der Triatominae (Raubwanze) tUbertragen
wird (Ethics and vector-borne diseases, WHO 2020). Vektoribertragene Krankheiten gelten
als besonders schwer eindammbar. Einerseits ist der physikalische oder chemische Schutz
vor den als Vektor dienenden Micken oder Fliegen schwierig. Anderseits weisen die Parasiten
haufig ein groRes Repertoire an variablen Genen im Genom jedes einzelnen Parasiten auf
(Powell, 2019). So ist ein einzelner Parasit in der Lage verschiedene Resistenzmechanismen
gegenuber dem humanen Immunsystem und bestehenden Chemotherapeutika auszubilden
(Powell, 2019). Die Ausbildung von Resistenzen wird im Kontext der Malaria, aber auch bei
anderen Infektionskrankheiten durch prokaryotische und eukaryotische Pathogene haufig mit
Membranproteinen in Verbindung gebracht (Ecker et al., 2012; Lamping et al., 2007; Mishra
et al., 2020). Haufig unterreprasentiert im Kontext der Infektionskrankheiten sind die
vernachlassigten tropischen Krankheiten (NGT, neglected tropical disease). Zu diesen zahlen
neben der Leishmaniose, der Chagas-Krankeheit und der Schlafkrankheit, die von der WHO
und Centers for Disease Control and Prevention (CDC) aufgeflihrt werden, auch Amdben-
Infektionen wie die durch E. histolytica verursachte Amébenruhr oder die durch N. fowleri
verursachte primare Amdbenmeningoenzephalitis (PAM). Letztere werden nicht durch die
WHO oder CDC, wohl aber durch PLOS Neglected Tropical Diasease aufgefuhrt. Als
Virulenzfaktoren der toédlichen N. fowleri Trophozoiten werden verschiedene in der Membran
lokalisierte Proteine sowie kontaktabhdngige Mechanismen im Kontext der Trogocytose'

' Trogocytosis (gr. trogo = nagen). Eine Form der Endozytose, bei der eine Zelle aktiv nur einen Teil
eines zellfremden Partikels aufnimmt.
1



Einleitung

diskutiert (Herman et al., 2021), wenngleich bis heute sehr wenig tber die Pathogenitat von
N. fowleri im Gegensatz zu den verwandten nicht pathogenen Naegleria Spezies bekannt ist.

111 Malaria

Bei Malaria handelt es sich um eine vektoribertragene Infektionskrankheit ausgeldst durch
Parasiten der Gattung Plasmodium (Malaria Report, WHO 2023). Die finf hierunter fallenden
humanpathogenen Spezies sind: falciparum, vivax, ovale, knowlesi und malariae wobei
P. falciparum der hauptsachliche Erreger ist (Poespoprodjo et al., 2023). Charakteristisch fur
eine Malaria-Erkrankung sind die, je nach Erreger, unterschiedlich auftretenden Fieberschibe.
Der Parasit befindet sich zu diesem Zeitpunkt im plasmoidalen Stadium im infizierten
Erythrozyten. Ubertragen werden die Sporozoiten durch den Biss der weiblichen Anopheles-
Micke. Beim Wechsel des Wirtes andert sich die Vermehrung der Parasiten von sexuell zu
asexuell. Im spateren Verlauf der Infektion sind Leberzellen im Schizontenstadium und
Erythrozyten im trophozytéaren- und Schizontenstadium befallen (Cowman et al., 2016; White
et al., 2014). Es kommt im Erythrozyten zur Ausbildung einer parasitaren Vakuole.

Ca. 40 % der Weltbevdlkerung lebt in Malariagebieten (Malaria, RKI 2024). Bislang gibt es nur
gegen eine parasitare Infektion, die Malaria, einen Impfstoff. Nichtsdestotrotz ist die Malaria
mit ca. 600.000 Todesfallen pro Jahr (Malaria Report, WHO 2023) eine schwer
einzudammende Erkrankung. Laut des von der WHO verdffentlichten World malaria report ist
die Fallzahl von 2021 zu 2022 von 244 Millionen Fallen auf 249 Millionen Falle angestiegen,
wenngleich die Mortalitatsrate leicht gesunken ist und fur 2022 608.000 Todesfélle in 85
verschiedenen Landern verzeichnet sind (Malaria Report, WHO 2023). Die Halfte der
Todesfalle sind auf die afrikanischen Gebiete Nigeria, Demokratische Republik Kongo,
Uganda und Mosambik konzentriert. 80 % der Todesfalle betreffen Kinder unter finf Jahren.
Die WHO Global technical strategy for malaria sieht bis 2030 die Reduktion der Infektionen
und Todesfalle um 90 % sowie die Eliminierung von Malaria in 35 Landern vor (Global
technical strategy for Malaria 2016-2030, WHO 2021). Aktuell beinhaltet die
Eliminierungsstrategie von Malaria Vektorkontrolle, Chemoprophylaxe und praventive
Chemotherapie. Zusatzlich stehen seit Oktober 2021 die erste Impfung und seit Oktober 2023
ein zweiter moglicher Impfstoff zur Verfugung. Der erste RTS,S/AS01 Impfstoff zeigte in der
Zulassungsstudie einen Impfschutz von 56 % (RTS,S Clinical Trials Partnership, 2015). Fur
den zweiten R21/Matrix-M Impfstoff wurde in der Phase IlI-Studie ein Impfschutz von 68 bis
75 % fur Kinder zwischen funf und 36 Monaten erzielt (Datoo et al., 2024). In Abhangigkeit
vom Erreger stehen einige Wirkstoffe zur Behandlung zur Verfligung. Artemisinin-basierte
Therapien werden gegen P. falciparum eingesetzt. Die WHO verzeichnet vermehrt Berichte
zur Ausbreitung von Artemisinin-Resistenzen. In Eritrea, Ruanda, Uganda und Tansania sind
partielle Artemisinin-Resistenzen bestéatigt. Aufgrund der vermehrten Ausbildung von
Resistenzen gegenuber den bestehenden Malaria-Wirkstoffen und der eingeschrankten
Wirksamkeit der Malaria-Impfstoffe ist die Entwicklung neuer Wirkstoffe gegenuber der
Gattung Plasmodium, insbesondere P. falciparum erforderlich.

1.1.2 Primare Amébenmeningoenzephalitis

N. fowleri ist der einzig bekannte Erreger der PAM (De Jonckheere, 2014). Entdeckt wurde
der Erreger der PAM erstmals in Australien durch Fowler und Carter (Fowler & Carter, 1965).
Die Gattung Naegleria ist der Familie der Vahlkampfiidae, Ordnung der Schizopyrenida
zuzuordnen. Sie stellen die groRte Gruppe der Klasse Heterolobosea (Giémez & Garcia,
2021) dar. Bezuglich der familiaren Zuordnung gibt es unterschiedliche Quellen. Der Gattung
Naegleria lassen sich 47 Spezies mit variablen Phanotypen zuordnen. Nur drei davon sind
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nachweislich pathogen: N. australiensis, N. italica und N. fowleri. Fur N. australiensis und
N. italica wurde eine Infektion von Versuchstieren nachgewiesen. N. fowleri ist als thermophile
Amdbe auf Feuchtigkeit angewiesen und bevorzugt Temperaturen bis 45 °C (Gharpure,
Gleason, et al., 2021). Ihr Vorkommen hauft sich in stehenden, warmen Gewassern.
Nichtsdestotrotz ist Naegleria auf allen Kontinenten, bis auf die Antarktis, dokumentiert
(Jahangeer et al., 2020). Als fakultativer Parasit kommt N. fowleri freilebend vor, kann aber
auch den Menschen befallen. Zu einer Infektion mit N. fowleri kommt es bei intensivem
nasalem Kontakt mit kontaminiertem Wasser. So konnten beispielsweise Wasseraktivitaten
wie Schwimmen, Tauchen oder Wassersport in kontaminierten Gewassern mit dem Grol3teil
der bekannten Infektionen in Verbindung gebracht werden. Auch (religidse) Nasenspullungen
wurden schon als Quelle der Infektion identifiziert (Yoder et al., 2012). Ein klinischer Report
berichtet von Fallen, die durch den alleinigen Kontakt mit Leitungswasser zu einer Infektion
gefuhrt haben (Yoder et al., 2012). In der Literatur sind 235 (De Jonckheere, 2011) bis 260
(Anser et al., 2018) Falle beschrieben. Eine Fallstudie aus dem Jahr 2021 (Gharpure, Bliton,
et al., 2021), fur welche in den Datenbanken Medline, EMBASE und Ovid Global Health nach
.,Naegleria fowleri“, ,AmObenmengionzephalitis und dazugehdrigen Suchbegriffen
recherchiert wurde, fuhrt zwischen 1937 und 2018 381 dokumentierte Falle der PAM auf. Eine
andere Studie berichtet von 16 Fallen pro Jahr allein in den Vereinigten Staaten (Capewell et
al., 2014). 223 Falle sind auerhalb der USA aufgetreten. 145 Falle in den USA sind durch
das Free-Living Ameba Surveillance System der CDC von 1962 bis 2018 identifiziert. EIf
Fallberichte stammen von vor 1962. Zwei Falle aus Bangladesch (Sazzad et al., 2020) und
Australien (nicht publiziert) wurden durch diagnostische Tests durch das Free-Living and
Intestinal Amebas Laboratory der CDC identifiziert. Von den insgesamt 381 identifizierten
Fallen wurden 182 als gesichert, 89 als wahrscheinlich und 110 als méglich eingestuft. Die
dokumentierten Falle traten in 33 Landern auf. Der groRte Teil der gesicherten Falle wurde mit
41 % in den USA gemeldet. Darauf folgen Pakistan mit 11 % und Mexiko mit 9 % (Gharpure,
Bliton, et al., 2021). Im Schnitt vergingen ca. zwei Jahre vom Auftreten eines Falls bis zu
dessen Veréffentlichung. 75 % der infizierten Personen waren mannlich mit einem
Altersdurchschnitt von 14 Jahren. Die Sterblichkeitsrate der PAM liegt zwischen 91 und 99 %
in Abhangigkeit davon, ob es sich um eine gesicherte Infektion oder um einen ungesicherten
Verdachtsfall (Capewell et al., 2014; Giémez & Garcia, 2021) handelt. Diese Zahlen sind in
ihrer Aussagekraft durch den Mangel konsequenter Fallreporte und nicht immer erkannter
Falle von PAM eingeschrankt zu betrachten. Einige sehen in dem gehauften Auftreten der
Infektionen mit dem thermophilen Parasiten (Visvesvara et al., 2007) wahrend der heil3en
Jahreszeit ein erhdhtes Risiko fir vermehrte Infektionen mit den globalen Temperatur- und
Klimaveranderungen zu heifleren sommerlichen Jahreszeiten (Leal dos Santos et al., 2022;
Maciver et al., 2020).

Bei intensivem nasalem Kontakt Uberwinden die Trophozoiten die EZM des Wirts und
gelangen entlang des olfaktorischen Riechnervs, unter Uberwindung der Lamina cribrosa ins
Gehirn. Dort vermehrt sich der Parasit und es kommt zum Abbau von Nervenzellen, die dem
Parasiten als Nahrungsquelle dienen. Nach ca. funf bis sechs bis zu maximal zwdlf Tagen
Inkubationszeit treten die ersten Symptome auf (Barbour & Marciano-Cabral, 2007;
Visvesvara, 2010). Zu den Symptomen gehoéren im Frihstadium Grippe-ahnliche Symptome
und im spateren Stadium Symptome einer Schadigung des zentralen Nervensystems. Die
haufigsten Symptome der klinisch dokumentierten Patienten sind Fieber, Kopfschmerzen,
Ubelkeit/Erbrechen, mentale Einschrankungen und Nackensteifigkeit. Der Tod tritt im Schnitt
funf Tage nach Auftreten der ersten Symptome bzw. innerhalb von ca. zwei Wochen nach
Infektion ein (Carter, 1970). In der Literatur werden unterschiedliche an der Virulenz der
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todlichen N. fowleri Trophozoiten involvierte Strukturen diskutiert. Ein GroRteil der Studien an
Naegleria konzentrieren sich auf den Unterschied zwischen den besser untersuchten nicht
pathogenen Spezies wie N. gruberi und N. lovaniensis im Gegensatz zu N. fowleri

Die Beteiligung verschiedener Proteasen und Enzyme mit hydrolytischer Aktivitat werden in
der Literatur als Ursache fir die Degradation der Nervenzellmatrix im Hirn diskutiert. Die
Ausbildung von food-cup-Strukturen wird ebenfalls als Beteiligung an der Schadigung der
Nervenzellen diskutiert (Sohn et al., 2010). Es wird grundsatzlich zwischen kontaktabhangigen
und kontaktunabhangigen Pathogenitatsfaktoren unterschieden. Zu den kontaktabhangigen
werden Funktionen im Zusammenhang mit dem Zytoskelett wie auch z.B. bei E. histolytica
(Labruyére & Guillén, 2006; Saito-Nakano et al., 2021; Tavares et al., 2005), T. gondii (Heaslip
etal.,2010; Lee et al., 2007), oder Acanthamoeba spp. (Bouyer et al., 2009; Gonzalez-Robles
et al., 2013) diskutiert. Eine andere Studie bringt Nf-Actin mit der Adhasion an die Wirtszelle,
phagozytischer Aktivitat und Zelltoxizitat in Zusammenhang. Es wurde hierfir ein Unterscheid
in der Expression zwischen den nicht virulenten Zysten und infektidsen Trophozoiten
festgestellt. Es wurden auflerdem Unterschiede im Expressionslevel von Serin- und
Threoninproteasen, verschiedenen Kinasen und am Lipidmetabolismus beteiligten Proteinen
festgestellt (Sohn et al., 2023). Die zentrale Rolle des Lipidmetabolismus ist in vielen anderen
Studien wiederzufinden und wird haufig als Besonderheit von Naegleria identifiziert. Weiterhin
wurde ein Nfa1-Gen gefunden, was mit der Fahigkeit zur Fortbewegung und der Ausbildung
der Amobastomen in Verbindung steht (Kang et al., 2005). Als kontaktunabhangiger wichtiger
Virulenzfaktor wird unter anderem die Sekretion von Cystein-Protease angesehen, wie es
auch schon fur anderen protozoische Parasiten beschrieben wurde (McKerrow et al., 2006).
Hier scheint vor allem Cathepsin B eine wichtige Rolle einzunehmen (Lé et al., 2022).

1.1.2.1 Aktuelle Behandlungsméglichkeiten der PAM

Aufgrund des schnellen Fortschreitens der Infektion erfolgt die Diagnose meist postmortal im
Rahmen einer Autopsie mittels mikroskopischer Untersuchungen der Cerebrospinalflissigkeit
(CSF) und durch quantitative PCR (Bellini et al., 2018). Die aktuelle Behandlungsempfehlung
der CDC beinhaltet den Einsatz einer Kombination von intravends oder intrathekal
verabreichtem Amphotericin B, sowie die intravendse oder perorale Gabe von Fluconazol,
Azithromycin und Rifampicin sowie peroral Miltefosin. Die Kombination zielt nicht kausal auf
bestimmte Strukturen der Parasiten ab, sondern hat sich in der Praxis als die
vielversprechendste Therapie erwiesen. Die intraventse Gabe von Dexamethason hat sich
ebenfalls als hilfreich erwiesen (van de Beek et al, 2007). N. fowleri ist gegenuber
Amphotericin B empfindlich. In vitro gemessene ECso-Werte von Amphotericin B ergaben ein
Spektrum von 0,1 bis 0,5 pM (Yuan et al., 2023). Allerdings variiert die minimale
Hemmkonzentration (MHK) der verschiedenen Isolate von 0,026 bis 0,078 mg ml~" (Schuster
& Rechthand, 1975). Aufgrund der (Nephro-)Toxizitat von Amphotericin B ist der Einsatz von
Formulierungen mit geringerer MHK erforderlich. So wird der Einsatz von Natriumdesoxychelat
Amphotericin B mit einer minimalen Hemmkonzentration von 0,1 ug mI~' gegentber 1 ug ml™’'
von liposomalen Amphotericin B empfohlen. Miltefosin als Alkylphosphocholin zeigte in vitro
und in vivo (Schuster et al., 2006) wachstumshemmende Effekte gegentber N. fowleri und
weist mit der Fahigkeit zur Uberwindung der Blut-Hirn-Schranke und Aufkonzentrierung im
Hirngewebe nltzliche Eigenschaften zur Behandlung der PAM auf. ECso-Werte flir Miltefosin
liegen in Abhangigkeit vom N. fowleri Stamm zwischen 15,9 bis 58,9 uM (Yuan et al., 2023).
Aufgrund des fulminanten Verlaufes und der fehlenden kausalen Behandlungsmadglichkeit ist
ein moglichst rascher Beginn der Kombinationstherapie notwendig, um eine
Uberlebenschance fiir Patienten zu generieren.
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1.2 Naegleria fowleri

Naegleria weist drei morphologische Stadien auf. Unter optimalen Nahrungsbedingungen
liegen infektidse Trophozoiten vor. Sie sind ca. 22 ym lang und 7 um breit und weisen eine
amobenahnliche Form auf. Diese haben einen gro3en Zellkern mit einem Nukleolus, viele
Mitochondrien und Nahrungsvakuolen. Sie haben eine einzelne kontraktile Vakuole, ein
endoplasmatisches Retikulum, Ribosomen und membrangebundene zytoplasmatische
Organellen (Siddiqui et al., 2016). Hier sind Amdbastomen lokalisiert, die mit der
Nahrungsaufnahme und dem Abbau der EZM in Verbindung gebracht werden (Jamerson et
al., 2017). Nur die Trophozoiten weisen Reproduktion, Nahrungsaufnahme und die Fahigkeit
zur Ausbildung von Zysten auf. Primadre Nahrungsquelle sind Gram-positive und Gram-
negative Bakterien, aber auch Algen und Hefen kénnen als Nahrungsquelle dienen. Unter
Laborbedingungen sind auch andere Kohlenstoffquellen wie Glukose verstoffwechselbar
(Zyserman et al., 2018). Unter suboptimalen Umgebungsbedingungen bilden die Trophozoiten
kugelférmige Zysten mit einem Durchmesser von sieben bis 12 ym aus. Die Zysten sind
widerstandsfahig und kénnen physikalische und chemische Extrembedingungen tberdauern.
Bei fehlender Nahrung im Wasser kommt es zur Ausbildung von zwei Geifdeln. Der Flagellat
mit einer Grole von zehn bis 16 pm kann sich in Richtung gunstigerer
Umgebungsbedingungen fortbewegen.

1.2.1 Stand der Wissenschaft: Wirkstoffe und ihre Effektivitat gegenuber N. fowleri
Verschiedene Arzneistoffe sind in vitro und in vivo auf ihre Wirksamkeit gegentber N. fowleri
untersucht worden. In vitro zeigen Arzneistoffe, die eine Verbindung zum Lipidmetabolismus
oder zur Sterol-Biosynthese aufweisen eine erhdhte Wirksamkeit auf (Zhou et al., 2018). So
wurde fir Azole, die eine hemmende Wirkung auf die Ergosterolsynthese Uber die Inhibition
der Sterol-14-Demethylase haben (Debnath et al., 2017) und Statine mit hemmender Wirkung
auf die HMG-CoA-Reduktase eine wachstumshemmende Wirkung auf N. fowleri Trophozoiten
festgestellt. (Debnath et al., 2020; Rizo-Liendo et al., 2019). Itraconazol und Posaconazol
beispielsweise waren mit ECso-Werten < 0,01 uM effektiver als das aktuell in der Behandlung
der PAM eingesetzte Amphotericin B. Posaconazol zeigte aber eine geringe Hirnpermeabilitat.
Pitavastatin wies ECso-Werte zwischen 0,3 uM bis 4 pM gegeniber unterschiedlichen
N. fowleri Stdammen auf. Der Farnesyltransferase-Inhibitor Lonafarnib, der 2022 in der EU
zugelassen wurde, weist ECso-Werte zwischen 1,5 und 9,2 yM gegenulber verschiedenen
Stdmmen auf (Hahn & Debnath, 2020). Auch SMT-Inhibitoren wie Epiminolanosterol oder der
selektive Estrogenrezeptormodulator ~ Tamoxifen zeigen in Synergie eine
wachstumshemmende Wirkung gegenuber N. fowleri Trophozoiten (Zhou et al., 2018).
Inhibitoren der Fettsdureoxidation wie Etomoxir oder Perhexilin und bekannte Arzneistoffe wie
das Antikonvulsivum Valproinsaure oder der Dopaminrezeptorantagonist Thioridazin zeigten
in héheren Konzentrationen in Kombination mit Miltefosin wachstumshemmende Effekte auf
die Trophozoiten, wenngleich der genaue Mechanismus nicht bekannt ist (Sarin et al., 2020).
Cystein-Protease-Inhibitoren wie Ebselen, BYA 11-7082 und BAY 11-0785 zeigten Effekte im
ein- bis zweistelligen mikromolaren Bereich. 12,5 yM Ebselen inhibierten das Wachstum der
Trophozoiten vollstandig, wahrend die BAY-Varianten den gleichen Effekt bereits bei 3,12 yM
zeigten (Debnath et al., 2018). Auranofin, ein Arzneistoff, der bei der Behandlung der
Polyarthritis Einsatz findet, zeigte ECso-Werte von 1 bis 2 yM, konnte die Blut-Hirn-Schranke
Uberwinden und wies unter 5 uM keine Zytotoxizitat gegenuber Astrozyten auf (Escrig et al.,
2020). Die Erkenntnisse konnten bisher noch nicht erfolgreich auf die Behandlung der PAM
ubertragen werden und fuhrten nicht zu kausalen Behandlungsstrategien. Neue
Wirkstoffkandidaten werden dringen benétigt.
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In vivo konnte fir Chlorpromazin ein Therapieerfolg mit 100% Wachstumshemmung der
Trophozoiten und dem Uberleben der Patientin im Konzentrationsbereich von 0,78 bis
12,5 ug ml~" erreicht werden (Kim, Jung, et al., 2008). Makrolidantibiotika wie Rokitamycin
(RKM) und Roxithromycin (ROX) zeigten bei infizierten Mausen Uberlebensraten von 80 %
(RKM) bzw. 25 % (ROX) (Kim, Lee, et al., 2008). Corifungin sorgte in einer Dosierung von
9 mg kg™' Uber 10 Tage fiir eine 100 %-ige Uberlebensrate infizierter Mause (Debnath et al.,
2012). Das Antimykotikum Posaconazol brachte in einer Dosierung von 20 mg kg™ intravends
infizierten Mausen verabreicht eine Uberlebensrate von 33 %. In Kombination mit Azithromycin
wird die Gabe von Posaconazol als vielversprechend eingestuft (Colon et al., 2019). Bisher
haben sich diese Therapieansatze in der Praxis noch nicht durchgesetzt.

1.2.2 Metabolismus von N. fowleri

Genomsequenzierungen von N. fowleri und den nicht pathogenen Spezies N. gruberi und
N. lovaniensis lassen auf eine nahe Verwandtschaft zwischen den Spezies schlieRen. Wobei
die Verwandtschaft zwischen N. fowleri und N. lovaniensis laut Genomdaten naher ist (vgl.
Abbildung 1.1)

Abbildung 1.1: Genomahnlichkeitsnetz verschiedener einzelliger eukaryotischer Arten. Abbildung
entnommen aus Liechti et al. (2018). Je kilrzer die gestrichelte Linie, desto groer die genomische
Ahnlichkeit.

Bisher ungeklart ist, was die Pathogenitat von N. fowleri im Gegensatz zu den anderen
Naegleria Spezies ausmacht. In der Literatur beschriebene Genomanalysen konzentrieren
sich haufig auf die Suche nach Unterschieden zwischen den nicht-pathogegen Vertretern im
Gegensatz zu dem pathogenen N. fowleri, die die Pathogenitat von N. fowleri erklaren kdnnte.
Bis jetzt wird angenommen, dass sich der Metabolismus nicht unterscheidet.

N. gruberi wird in der Literatur haufig als Modell fir N. fowleri angesehen (Bellini et al., 2018).
Das Genom von N. gruberi (Fritz-Laylin et al., 2010) liefert Hinweise auf einen anaeroben
Stoffwechselweg. Bexkens et al., 2018 konnten zeigen, dass weder Trophozoiten eines
Laborstammes noch die eines wild lebenden Stammes, der nie mit axenischem Medium in
Kontakt kam, anaerob wachsen. Somit war auch der Verlust der Fahigkeit auf anaerobes
Wachstum durch viele Zellteilungen in Kulturmedium als Grund fur fehlendes Wachstum unter
anaeroben Bedingungen ausgeschlossen. Untersuchungen mit “C-markierten Substraten
zeigten, dass Glukose in geringem MaRe zu '“CO. verstoffwechselt. Fir 'C-markierte
Aminosauren wurde kein verstoffwechseltes '“CO, gemessen werden. '“C-markierte
Fettsduren wie Olsdure (C18:1) oder Oktansdure (C8:0) filhrten zu fiinfmal so viel
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verstoffwechseltem “CO.. *C-markiertes Acetat wurde 50-mal so schnell verstoffwechselt wie
Glukose. Es konnte in Ubereinstimmung mit der Identifikation der Gene fiir die Oxidation von
Fettsauren, eine Praferenz fir Fettsauren als Energiequelle durch die Trophozoiten N. gruberi
festgestellt werden. Gleiches wird fur den nahe verwandten pathogenen Parasiten N. fowleri
angenommen, dessen Genom-Annotation die gleichen Metabolismus-Enzyme voraussagt. So
sind im Genom (Liechti et al., 2019; Zysset-Burri et al., 2014) von N. fowleri eine Reihe von
Glykohydrolasen, Glykosidhydrolasen, Glukosylceramidasen, Sphingomylenphospho-
diesterasen und Phospholipasen codiert. Bexkens et al., 2018 sehen hier eine
Ubereinstimmung zu der Pathogenitét von N. fowleri, der sich als fakultativ aerober Parasit auf
sauerstoff- und lipidreiches Gewebe spezialisiert hat. So ist die weille Hirnsubstanz reich an
Myelinscheiden, welche die Axons von Nervenzellen umgeben und ca. 80 % Lipide enthalten.
Acetat ist ebenfalls in Hirngewebe zu finden (Wyss et al., 2011) und kann im Hinblick auf die
rasche Verstoffwechselung von Acetat durch N. gruberi auch als potenzielle Kohlenstoffquelle
fir N. fowleri angesehen werden. Uber die Acetyl-CoA-Synthase kann aus Acetat und Co-SH
Acetyl-CoA generiert werden und so dem Citratzyklus zur Verfuigung gestellt werden. Bislang
sind keine Parasiten bekannt, die humanes Gewebe infizieren, sich aber nicht von Glukose
oder Aminosduren ernahren. Hier zeigt sich eine Besonderheit der Parasiten, denn bisher
wurde auch noch flr keinen eukaryotischen pathogenen Parasiten eine Praferenz fur Lipide
als Hauptenergiequelle gezeigt. Nichtsdestotrotz kdnnen Lipide nicht die einzige Energiequelle
sein, zumal die Abwesenheit von Lipiden das Wachstum von Naegleria nicht zum Erliegen
bringt (Bexkens et al., 2018).
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Abbildung 1.2: Hauptmetabolismuswege von N. gruberi Trophozoiten. Naegleria ist in der Lage
Fettsduren mittels pB-Oxidation zu oxidieren und das entstehende Intermediat Acetyl-CoA dem
Zitronensaurezyklus zuzufiihren. Eine Carnitin-Acyl-CoA-Transferase ist bisher nicht identifiziert. Der
alternative Hauptmetabolismusweg beinhaltet: Glykolyse, oxidative Decarboxylierung im Zytosol mit
darauffolgendem Citratzyklus in den Mitochondrien und oxidative Phosphorylierung mittels der
Atmungskette zur Generierung von ATP an der Mitochondrienmembran. Die '*C-Markierungen zeigen
die direkte Verstoffwechselung von Acetat, Glukose und Fettsauren zu *CO2 an. Abbildung modifiziert
nach Bexkens et al. (2018).

Eine Zusammenfassung der Metabolismuswege von N. gruberi (Abbildung 1.2) zeigt zum
einen die B-Oxidation von Fettsauren Uber Peroxisomen und Mitochondrien mit dem
Zwischenprodukt Acetyl-CoA, welches dem Citratzyklus zugefuhrt wird. Unbekannt ist bislang,
wie die Fettsduren unterschiedlicher Kettenlangen sich auf die beiden Zellorganellen verteilen
und wie sie letztendlich in die Mitochondrien gelangen, da keine Carnitin-Acyl-CoA-
Transferase bekannt ist. Die Tatsache, dass Acetyl-CoA Uber den Citratzyklus abgebaut wird,
bringt auch die Notwendigkeit einer weiteren Kohlenstoffquelle mit sich, da die Intermediate
des Citratzyklus nicht Uber die B-Oxidation von Fettsduren gewonnen werden kénnen. Die
Reduktionsaquivalente des Citratzyklus werden mittels oxidativer Phosphorylierung Uber die
Atmungskette zur ATP-Gewinnung genutzt. Eine andere Quelle fur Reduktionséquivalente, die
dem Citratzyklus zugefuhrt werden, stellt die Glykolyse dar. Es wurde fur N. gruberi gezeigt,
dass Glukose aerob verstoffwechselt wird (Abbildung 1.2) Auch fir N. fowleri wurde die
notwendige enzymatische Ausstattung furr die Glykolyse im Genom identifiziert. So wurde eine
Glukokinase identifiziert, die die Rickdiffusion von Glukose aus der Zelle heraus durch
Phosphorylierung verhindert (Milanes et al., 2019). Auch lassen sich Vorhersagen fur Import-
assoziierte Glukose-Transporter finden (Milanes et al., 2024). Auch wenn ein komplettes
enzymatisches set-up flr den aeroben glykolytischen Weg der Energiegewinnung identifiziert
wurde, gibt es auch Hinweise auf alternative anaerobe Metabolismusrouten, die bisher
experimentell nicht weiterverfolgt werden konnten. Der Metabolismus von N. gruberi und der
vorhergesagte Metabolismus und die angenommenen Nahrungsquellen von N. fowleri im
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Gehirn lassen den Schluss auf Acetat als potenzielles Substrat zu. Eine Genomsequenzierung
und -annotation von 2010 (Fritz-Laylin et al., 2010) sagt fur N. gruberi die Fahigkeit zu
anaerobem Metabolismus voraus, im Zuge dessen Endprodukte wie Succinat, Lactat oder
Acetat entstehen wurden (Abbildung 1.3). Auffallig ist allerdings die Abwesenheit oder
fehlende Identifikation einer Laktatdehydrogenase. Die einzige im Genom vorhergesagte
Laktatdehydrogenase ist spezifisch fur D-Laktat und vermutlich am Abbau von bakteriellem
Murein beteiligt (Opperdoes et al., 2011).

{ Glukolse \
Zytosol !
y ou-ep!  (3)( NADH

’ : (3) NAD* Pyruvat Mitochondrium
Fru-6-P

(1) v Succ ) Acetyl-CoA _\apH

Fru-1,6-P Succ- A/(4)(5 N Snap
CoApcetat Acetat

Glykalyse MA'-N on > M+AL

NAD+ .
PEP > O FUM Ao NADH b iy dE HydF Hyde

C Hydrogenase

A e el

Pyruvat Pyruvat S

¢ ¢ Innere Membran
minosauren Laktat AuRere Membran

Abbildung 1.3: Enzyme in N. gruberi-Trophozoiten, die in anderen Protisten mit anaerober
Fermentation in Zusammenhang stehen. (1) PPi-abhangige Phosphofructokinase, (2)
Pyruvatphosphatdikinase, (3) NAD+-abhangige Oxidoreduktase, (4) Acetat:Succinat-CoA-Tranferase,
(5) Acetyl-CoA Synthetase, (6) NADH Dehydrogenase, (7) Fe-Hydrogenase, (8) Losliche
Fumarat-Reduktase. Abbildung entnommen und modifiziert aus Fritz-Laylin et al. (2010)

1.3 Membranare Kanale und Transporter

Membranproteine spielen eine Schlisselrolle in der Homdostase von einzelligen Prokaryoten,
Eukaryoten und hoheren Organismen. Es wird zwischen peripheren und integralen
Membranproteinen unterschieden (Chou & Shen, 2007). Integrale Membranproteine sind am
Transport biosynthetischer und metabolischer Substrate beteiligt oder fir das Ausschleusen
metabolischer Endprodukte zustdndig. Es werden verschiedene Klassen der Proteine
unterschieden: ABC-Transporter, lonenkanale, ATPasen, SLC-Transporter und Aquaporine.
Periphere, membranstandige, Proteine sind an der Signaltransduktion und am Aufbau des
Cytoskeletts beteiligt, haben enzymatische Funktionen oder sind Teil der Zell-Zell-
Kommunikation (Almén et al., 2009). Membranproteine nehmen als Verbindung der Zelle zur
Umgebung eine fir die einzelne Zelle oder den ganzen Organismus Uberlebenswichtige Rolle
ein. Aus diesem Grund eignen sich Membranproteine als Wirkstoffziel von Chemotherapeutika
gegenuber intrinsischen Erkrankungen aber auch gegen Infektionskrankheiten, ausgelost
durch humanpathogene Bakterien, Pilze und Parasiten (Epand et al., 2016; Landfear, 2010;
Overington et al., 2006; Sant et al., 2016). Von besonderem Interesse sind Membranproteine
von humanpathogenen Erregern, die strukturell keine Ahnlichkeit zu humanen Proteinen
haben, um eine gezielte Adressierung des Pathogens zu erreichen und ungewollte Off-Target-
Effekte zu verhindern.
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1.3.1 Strukturaufklarung von Membranproteinen

Die Strukturaufklarung von Membranproteinen humanpathogener Parasiten ist vermehrt
Gegenstand der Forschung geworden. Laut protein data bank (PDB) sind im Jahr 2024 2050
experimentell ermittelte Membran- und Zelloberflachenproteine oder- peptide mit bekannter
3D Struktur hinterlegt. Zwischen 2010 und 2014 sind 483 davon veréffentlicht worden,
wahrend es von 2015 bis 2019 536 waren (abgerufen am 28.02.2024). Die gelésten Strukturen
von Membranproteinen machen damit ca. 1 % der insgesamt bekannten Proteinstrukturen der
PDB aus. Die Schwierigkeit in der Strukturaufklarung von Membranproteinen besteht in der
nativen Umgebung dieser und der Isolation hieraus. Aufgrund der Lage in der Biomembran
besitzen Membranproteine einen hydrophoben in der Membran befindlichen Anteil der durch
polare Termini, die aus der Membran herausragen, erganzt wird. Diese amphiphile Struktur
erschwert die Aufarbeitung von Membranproteinen vor der eigentlichen Strukturaufklarung
erheblich. Ein Grofdteil (1833) der bekannten Strukturen ist mittels Rontgendiffraktometrie der
Proteinkristalle gelést worden. Ein neuerer Ansatz ist die Elektronenkristallographie. Ein
kleiner Teil der Strukturen ist mittels NMR gelést worden. Neuere Methoden greifen auf
Elektronenmikroskopie- hauptsachlich Kryo-Elektronenmikroskopie (Kryo-EM) ohne die
Notwendigkeit der Proteinkristallisation zurtick. Die Herausforderung besteht in der Schaffung
eines Umgebungsmilieus fur das Protein, dass seine native Faltung ermdglicht, stabilisiert und
die Bildgebung nicht maRgeblich beeinflusst. Alternative Umgebungsmilieus fur
Membranproteine kdnnen solche sein, die die natirliche Umgebung imitieren und damit die
Stabilitat fordern. Hierunter fallen Detergenzien, Nanodiscs, die als duRerlich begrenzte Lipid-
Doppellayer die Biomembran nachahmen oder sogenannte Peptidiscs (Carlson et al., 2018).
Dem vorangehend steht die Herstellung, Solubilisierung und Reinigung des Proteins, um
dieses in moglichst hoher Quantitat und Reinheit zu erhalten. Wahrend friher eher endogene
Membranproteine isoliert und untersucht wurden, erfolgt die Herstellung heute haufig
heterolog in Fremdorganismen. Dies bietet die Maglichkeit zur Uberexpression. Aufgrund der
leichten Kultivierbarkeit wird hier haufig auf prokaryotische Zellen wie E. coli zuruckgriffen. Als
eukaryotische Expressionssysteme werden haufig Insekten- (Sf9), Hefe-, oder Saugetierzellen
wie z.B. humane embryonale Nierenzellen (HEK-Zellen) eingesetzt. Eine Alternative, die den
Einfluss einer Zelle und die Translokation oder Insertion des Proteins zur oder in die Membran
umgeht, ist die zellfreie Proteinsynthese. Vorteile sind die direkte Zuganglichkeit des offenen
Systems, die Variabilitdt und Effizienz (Schwarz, Junge, et al., 2007).

1.3.2 Identifikation von Wirkstoffzielen

Im Rahmen der Wirkstoffzielfindung und Wirkstoffoptimierung ist die Strukturaufklarung ein
wertvolles Instrument zur Verbesserung der Struktur von potenziellen Modulatoren wie small
molecules. In der Wirkstoffentdeckung wird zwischen systembasiert und target-basiert
unterschieden (Eder et al., 2014). Die target-basierte Wirkstoffentdeckung beinhaltet die
Uberpriifung einer spezifischen Hypothese, wenn die Zielstruktur bekannt ist (Swinney &
Anthony, 2011). Hierzu gehort strukturbasiertes Wirkstoffdesign (SBDD structure based drug
design) (Klebe, 2000). Die systembasierte Wirkstofffindung unterteilt in Wirkstoffe bekannter
Pharmakologie, deren Wirkung in einem anderen Kontext untersucht wird und phanotypische
screenings bei denen Hits identifiziert werden, die eine Wirkung auf ein biologisches System
wie Zellen oder Tiere haben und damit einen bestimmten Phanotyp hervorrufen (Swinney,
2013). So wurden z.B. Antibiotika identifiziert, die als phanotypisches Merkmal das Absterben
von Bakterien auslésen (Croston, 2017). Die systematische Testung von
Substanzbibliotheken, die im Idealfall zu Leitstrukturen fihrt, brachte 2017 den Hit der
Malariabox des Medicines for Malaria Venture (MMV) mit der wirksamen Substanz
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MMV007839 gegenliber dem plasmoidalen Laktattransporter PfENT (Golldack et al., 2017,
Hapuarachchi et al., 2017).

1.4 Formiat-Nitrit-Transporter

Formiat-Nitrit-Transporter (FNT) kommen in Mikroorganismen wie Algen, Archaeen, Bakterien
oder einzelligen eukaryotischen Parasiten vor (Marchetti et al., 2015). Es sind Uber 2200
Vertreter der FNT beschrieben. Den GroRteil machen unter den Bakterien die Proteobakterien
aus. Etwa 15 % der FNT sind in Archaeen und Eukaryoten wie Fungi, Alveolate, Vividriplantae
zu finden (Mukherjee et al., 2017). Die FNT transportieren schwache Sauren wie salpetrige
Saure, Schwefelwasserstoff, Ameisensaure, Essigsaure und L-Milchsaure. Sie nehmen somit
eine fur den Stoffwechsel zentrale Rolle im jeweiligen Organismus ein und stellen damit das
Aquivalent zu humanen Monocarboxylat-Transportern (MCT) dar. Diese Ubernehmen im
Menschen den Transport von L-Laktat, Pyruvat und Ketonkérpern wie Acetoacetat oder (-
Hydroxybutyrat Uber die Plasmamembran. Strukturell sind die FNT nicht humanen
Monocarboxylat-Transportern verwandt (Halestrap & Wilson, 2012).

1.4.1 Prokaryotische Formiat-Nitrit-Transporter

Die prokaryotischen FNT transportieren Ameisensaure/Formiat (FocA), salpetrige Saure/Nitrit
(NirC) und Schwefelwasserstoff/Hydrogensulfid (HSC) Uber die Membran (Abbildung 1.4).
Die erste Unterfamilie stellen die Ameisensaure transportierenden Kanale dar, die 1994
erstmals von der Arbeitsgruppe von Gary Sawers als formate channel (FocA) beschrieben
wurden (Suppmann & Sawers, 1994). Fur Bakterien wie E. coli, V. cholerae (Waight et al.,
2010a) und S. typhimurium (LU et al., 2011) wurde auf dem gleichen Operon, auf dem auch
ein Gen fur eine Pyruvat-Formiat-Lyase (PFL) liegt, eine Codierung fur ein Protein gefunden,
das Ameisensaure aus der Zelle ausschleust. Die PFL katalysiert die Spaltung von Pyruvat zu
Acetyl-CoA und Formiat und ist Bestandteil der gemischten Sauregarung von Enterobakterien.
So konnte ein direkter physiologischer Zusammenhang zwischen dem Metabolismus der
Bakterien und dem Vorliegen eines Formiat-Transporters festgestellt werden. Um eine
Anreicherung des Nebenproduktes Ameisensdure bzw. Formiat und die damit einhergehende
zelltoxische Azidifizierung zu vermeiden, wird Ameisensaure aus der Zelle ausgeschleust.
AnschlieRend wird Formiat durch membranstandige Dehydrogenasen zu Kohlenstoffdioxid
oxidiert (Suppmann & Sawers, 1994). Bei der zweiten Unterfamilie handelt es sich um Nitrit-
Transporter (NirC). Diese dienen der aktiven Aufnahme von Nitrit/H* in die Zelle. Das
zelltoxische Nitrit wird Uber eine Nitrit-Reduktase (NIR) zu Ammonium reduziert und steht der
Zelle so als Stickstoffquelle zur Verfigung. Fur S. typhimurium wurde beispielsweise gezeigt,
dass den Zellen hiermit ein Mechanismus zur Verfigung steht, das durch Makrophagen
sezernierte Stickstoffmonooxid (NO) zu detoxifizieren (Das et al., 2009; Rycovska-Blume et
al., 2015). NO kann durch Autooxidation in Nitrit umgewandelt und Uber den NirC in das
Bakterium aufgenommen werden. Auch das NirC-Gen liegt in dem gleichen Operon wie die
zugehorige NADPH-abhangige membranstandige Nitritreduktase. Die dritte Unterfamilie
bilden die Hydrogensulfid-Transporter (HSC), welche nach Reduktion von Sulfit zu
Hydrogensulfid Gber die assimilatorische Sulfit-Reduktase letzteres gemeinsam mit H* aus der
Zelle ausschleusen (Czyzewski & Wang, 2012). Auch hier liegen die Gene flir das
metabolisierende Enzym und den Transporter im selben Operon.
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Abbildung 1.4: Prokaryotische Familie der FNT. (A) Der Formiat-Transporter (FocA; fiir formate
channel A) schleust aus der Spaltung von Pyruvat zu Acetyl-CoA anfallendes Formiat aus der Zelle
raus. Der Nitrit-Transporter (NirC fir nitrite channel C) schleust Nitrit in die Zelle, wo es zu Ammonium
reduziert wird. Der Hydrogensulfid-Transporter (HSC fir hydrogen sulfide channel) schleust
zelltoxisches Hydrogensulfid aus der Zelle. PFL: Pyruvat-Formiat-Lyase, Acetyl-CoA: Acetyl-Coenzym
A, NIR: Nitrit-Reduktase, ASR: Sulfit Reduktase. Modifiziert nach Li et al. (2013) und Waight et al.
(2013).

1.4.2 Eukaroytische Formiat-Nitrit-Transporter

Wahrend prokaryotische FNT ubiquitéar vorkommen, ist das Auftreten eukaryotischer Proteine
dieser Familie deutlich seltener vgl. Fungi, Alveolata und Andere (Abbildung 1.5). So sind
ungefahr die Halfte der eukaryotischen FNT den Fungi zuzuordnen. Einen kleinen Teil machen
die einzelligen Alveolata aus. Zu der zweiten grolReren Halfte der Eukaryoten, die durch
Andere reprasentiert wird, zahlen die Protozoen wie z.B. P. falciparum oder T. gondii.

- . i Probakterien [ Viridiplantae
®

Firmicutes Andere
Actinobakterien

. Euryarchaeota

B Fungi

Alveolata

Abbildung 1.5: Taxonomische Verteilung von 2206 bekannten FNT. Abbildung entnommen und
modifiziert nach Mukherjee et al. (2017).

Ein gut beschriebenes Protein dieser Klasse ist der plasmodiale Laktat-Transporter PfFNT
(LU et al., 2013). PfENT verhindert die Akkumulation des zelltoxischen Stoffwechselproduktes
L-Milchsaure im Parasiten (Abbildung 1.6). Der Parasit generiert im erythrozytarem Stadium
Uber die anaerobe Verstoffwechselung von Glukose, welche Uber den plasmoidalen
Hexosetransporter in den Parasiten gelangt, ATP. Das dabei anfallende Pyruvat wird Uiber eine
Laktatdehydrogenase zu L-Laktat und Protonen abgebaut. Das anfallende Laktat wird
gemeinsam mit einem Proton Uber den FNT aus dem Parasiten ausgeschleust (Marchetti et
al., 2015; Wu et al., 2015).
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Abbildung 1.6: Eukaryotischer FNT. PfENT schleust anfallendes L-Laktat aus dem Parasiten heraus.

1.4.3 Struktureller Aufbau der FNT

Grundsatzlich ahneln sich prokaryotische und eukaryotische FNT. Beide bilden aus funf
Protomeren Pentamere (Abbildung 1.7) mit einer zentralen Pore, die nicht am
Substrattransport beteiligt und mit Phospholipiden gefillt ist. Jedes Protomer besteht aus
sechs Transmembranspannen und bildet eine Transportpore mit nach innen gerichteten
Termini aus. Innerhalb dieser Transportpore nehmen bestimmte Aminosauren
Schlisselpositionen im Aufbau der Transportpore und im postulierten Transportmechanismus
ein (Wiechert & Beitz, 2017a).

Abbildung 1.7: Struktureller Aufbau der FNT. Struktur von (A) EcFocA von E. coli PDB: 3KCU. (B)
NirC von S. typhimurium PDB: 4FC4. (C) HSC von C. difficile PDB: 3TDR. (D) FNT von P. falciparum
mit gebundenem Inhibitor MMV007893; PDB: 7mxy.

1.4.3.1 Selektivitatsfilter

Unterschiede weisen die FNT in den Aminosauren auf, die den Selektivitatsfilter (Abbildung
1.8) bilden. So wird der Selektivitatsfilter prokaryotischer FNT durch sterisch anspruchsvollere
Aminoséauren gebildet, die fir einen kleineren Poreneingang mit einer Flache von ca. 18,9 A?
sorgen, sodass groRere Substrate wie Milchsdure bzw. L-Laktat/H* exkludiert werden und
lediglich kleine Sauren wie Ameisensaure bzw. Formiat/H* oder salpetrige Saure bzw. Nitrit/H*
passieren konnen (Wiechert et al., 2017c). Der Selektivitatsfilter eukaryotischer FNT hingegen
wird durch kurzkettige gebildet, wodurch die Substratpassage des L-Laktats/H" mdglich wird
(Erler et al., 2018; Wiechert et al., 2017).
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Abbildung 1.8: Selektivitatsfilter der FNT. (A) Prokaryotischer EcFocA und (B) eukaryotischer PfFNT
mit einer Filterflache von ca. 41,2 A2,

1.4.3.2 Transportmechanismus und Schliisselaminosauren

In der Arbeitsgruppe wurden die Schllisselaminosauren, welche die Transportpore ausbilden,
identifiziert (Abbildung 1.9). Damit einhergehend wurde ein Transportmechanismus etabliert.
In der Literatur werden mehrere Transportmechanismen diskutiert. Der dielectric slide
Mechanismus sieht zu Beginn der Substrattranslokation eine Anziehung des negativ
geladenen Substrates durch positiv geladene Lysine im Poreneingang vor. Die
Dielektrizitatskonstante des Substrates sinkt in der lipophilen Umgebung der Transportpore,
sodass dieses durch das umgebende Bulkwasser protoniert wird und die lipophilen
Konstriktionen als ungeladenes Substrat passieren kann. Die Funktion des zentralen Histidins
ist vor diesem Zusammenhang noch nicht ganzlich geklart. Es ist aber gezeigt worden, dass
das zentrale, konservierte Histidin ungeladen vorliegt und aufgrund der lipophilen Umgebung
die Energiebarriere fir eine Protonierung zu hoch ist (Wiechert & Beitz, 2017b, 2017a). Das
zentrale Histidin ist auerdem ein Erkennungsmerkmal der FNT, da fast alle FNT ein zentrales
Histidin aufweisen. Auf der anderen Seite der Pore bzw. Plasmamembran befindet sich ein
weiteres positiv geladenes Lysin. Das protonierte Substrat kann das Proton wieder an das
Bulkwasser abgeben und die Transportpore als Anion verlassen. Der Transport erfolgt pH-
abhangig, durch einen Protonengradienten getrieben. Eine einfache Einordnung als Kanal
oder Transporter ist nicht méglich, da keine Konformationsanderung wie bei einem Transporter
durchlaufen wird (Bader & Beitz, 2020; Waight et al., 2010).
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Abbildung 1.9: Schlisselaminoséuren der Transportpore der FNT. Eukaryotischer PfFNT in blau.
Prokaryotischer EcFocA in rot.

1.5 Eukaryotische FNT als Wirkstoffziel

Eine Inhibition des plasmoidalen Laktat-Transporters flihrt zur Akkumulation von L-Laktat und
Protonen. Aufgrund der Ubersauerung der Vakuole stirbt der Parasiten ab (Abbildung 1.10).
Die Inhibition des plasmodidalen Laktat-Transporter konnte unter anderem durch direkte
Inhibition eines heterolog hergestellten PfFNT in Hefen und in P. falciparum 3D7 (Golldack et
al., 2017) nachgewiesen werden. Es wurde auflerdem gezeigt, dass der Inhibitor den
Parasiten in Trophozoitenstadium inhibiert (Davies et al., 2023). In humanen Zellen wird
L-Laktat Uber MCT1 aus dem Erythrozyten transportiert (Halestrap, 2012; Rabinowitz &
Enerback, 2020). Der humane L-Laktat-Transporter MCT1 wird von dem PfFNT-Inhibitor
aufgrund der strukturellen Unterschiede und dem Bindemodus nicht adressiert. Somit wird der
plasmoidale Laktat/H*-Transporter als wertvolles Ziel potenzieller Anti-Malaria-Mittel
angesehen.

15



Einleitung

D-Glucose

Erythrozytare Plasmamembran

Parasitare Vakuolenmembran

Parasitare Plasmamembran

pH7,3
pH 6,8

Abbildung 1.10: Eukayrotischer FNT aus P. falciparum. Einordnung des PfFNT in den Metabolimus
des Parasiten im erythrozytaren Trophozoitenstadium. GLUT1: humaner Glukosetransporter 1; PfHT1:
Hexosetransporter 1 von P. falciparum. LDH: Laktatdehydrogenase; PfFNT: FNT aus P. falciparum;
MCT1: humaner Monocarboxylatransporter 1. Abbildung modifiziert nach Nerlich et al. (2021), Krishna
(2000) und Wu et al. (2015).

Der Bindemechanismus des Substrat-analogen FNT-Inhibitors MMV007839 ist strukturell
aufgeklart (Peng et al., 2021) (vgl. Abbildung 1.11 A). Die Fluoro-Alkyl-Gruppe ragt in
Richtung der extrazelluldren Seite in die Bindetasche hinein. Die vinyloge Saure liegt im
engeren Teil der Pore auf HOhe des Threonins 106 und Valins 196. Der volumindse
aromatische Rest hat durch die Flexibilitat von Phenylalanin 94 Platz in der Bindetasche. Es
wurde gezeigt, dass strukturelle Veranderung am Inhibitor zur Adressierung von
Resistenzmutanten des plasmoidalen Laktatransporters (Golldack et al., 2017; Walloch et al.,
2020, 2021) mdéglich sind und dass diese auch in vitro im Parasiten adressierbar sind (Davies
et al., 2023). Ein ZusammenstoRen der Hydroxylgruppe der Resistenzmutante PfFNTG107S,
die in die Pore hereinragt, (Abbildung 1.11 A) und der in ortho-Position stehenden
Hydroxylgruppe des Inhibitors MMV007839 kann durch die Entfernung der Hydroxylgruppe
vermieden werden.
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Abbildung 1.11: Lage des FNT-Inhibitors in der Bindetasche und chemische Modifikation zur
Umgehung der Kollision der Hydroxylgruppe der Resistenzmutante PfFNTG107S. (A)
Oberflachenstruktur des PfFNT-Pentamers in grau. In blau hervorgehobenes Monomer mit
Bindetasche. Bindetasche bildende Aminosauren in gelb. MVV007839 intlrkis, G107S in rot. PDB:
7mxy. Abbildung modifiziert nach Walloch et al. (2020).

Das Pharmakophor des Inhibitors erinnert an ein Milchsaure und ein Laktat-Molekll und
befindet sich in Ubereinstimmung mit dem postulierten Transportmechanismus von L-Laktat
(Wiechert & Beitz, 2017a) in der Transportpore (Abbildung 1.11 A). Die Bindung des
urspringlichen Inhibitors MMV0007839 zu der Resistenzmutante G107S, die durch den
Hydroxylgruppen Zusammensto3 eine Bindung erschwert, wird durch Einfligen eines
Stickstoffs an Position 3 im Aromaten und die Entfernung der Hydroxylgruppe an Position 4,
mittels madglicher Wasserstoffbriickenbindungen stabilisiert (Abbildung 1.11 B rechts).
BH267.meta weist gegentber dem Wildtyp P. falciparum 3D7 erniedrigte ECso-Werte auf,
wahrend die G107S-vermittelte Resistenz trotz verbesserter Bindung nicht vollstandig
behoben werden konnte.

Ein weiterer charakterisierter Vertreter ist der in T. gondii identifizierte FNT (Erler et al., 2018;
Zeng et al., 2021). In T. gondii wurden drei TgFNT identifiziert, die pH-abhangig Formiat/H*
und L-Laktat/H" transportieren. Der Laktat/H*-Transport wird durch Inhibitoren, die dasselbe
Pharmakophor besitzen wie die PfFNT-Inhibitoren, zum Erliegen gebracht. TgFNT1-3 weisen
ebenfalls die fur PfFNT postulierten Bindetasche (Golldack et al., 2017) fir den Inhibitor auf.
Die Inhibitorbindung wird bei beiden Proteinvertretern durch den Austausch eines Glycins
gegen ein Serin an Position G107S fur PfFNT und eine Mutation an Ubereinstimmender
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Position bei TgFNT1-3 herabgesetzt, sodass die resultierenden ICso-Werte nach oben
verschoben waren. Die Inhibitoren weisen zum Teil eine Wirkung im nanomolaren Bereich
gegenuber den heterolog in Hefen exprimierten TgFNT auf. Gegenliber den Tachyzoiten
wurde ECso-Werte im einstelligen mikromolaren Bereich gemessen, die darauf hindeuten,
dass die FNT-Inhibitoren die asexuelle Reproduktion von T. gondii blockieren (Erler et al.,
2018). Eine gegensatzliche Ansicht identifiziert TgFNT1 als hauptsachlichen Laktat-
Transporter, dessen Abwesenheit wie auch die der anderen beiden TgFNT, das Wachstum
der Trophozoiten unter Standard in vitro Kulturbedingungen nicht beeinflusst. Vor diesem
Hintergrund wird eine Hemmung der TgFNT durch die FNT-Inhibitoren als Ursache fiir eine
Proliferationshemmung als unwahrscheinlich angesehen (Zeng et al., 2021). Die Rolle der
TgFNT im Stoffwechsel der im infizierten Gehirn gebildeten Bradyzoiten ist nicht ganzlich
geklart. Es wird davon ausgegangen, dass die FNT in T. gondii in vivo und in verschiedenen
Stadien des Lebenszyklus von T. gondii wichtig sind (Zeng et al., 2021). Eine postulierte Rolle
der TgFNT liegt in der Azidifizierung der parasitaren Vakuole (Huynh & Carruthers, 2022), die
den Austritt des Parasiten aus der infizierten Zelle erméglicht, wodurch der Lebenszyklus des
Parasiten (Roiko et al., 2014) aufrechterhalten wird. Diese Theorien zusammengenommen
zeigen, dass eine in vitro Notwendigkeit der TgFNT nicht gegeben sein muss, wahrend in vivo
den TgFNT eine fir den Parasiten tberlebenswichtige Rolle zukommen kann. Die Komplexitat
der Protozoen mit unterschiedlichen morphologischen Stadien, die Notwendigkeit einer
kausalen Behandlungsmdglichkeit und die Schwierigkeit ein solches Wirkstoffziel zu
identifizieren, wurde an T. gondii veranschaulicht und lasst sich auf weitere bislang
unvollstandig aufgeklarte Virulenzfaktoren anderer Parasiten wie z.B. N. fowleri ibertragen.

1.6 Zielsetzung der Arbeit

Zum besseren Verstandnis der Struktur-Wirkungs-Beziehung des plasmoidalen Laktat/H*-
Transporters, PfFNT, wurde zundchst im Rahmen der Strukturaufklarung die Funktion der
zellfrei hergestellten Resistenzmutante G107S untersucht. Hierzu wurde zellfreies
PfFNTG107S zum einen in NDs rekonstituiert und mittels TEM-Aufnahmen visualisiert und
zum anderen in Proteoliposomen zur funktionellen Charakterisierung rekonstituiert.

Weiteres Ziel der Arbeit war die Identifikation weiterer humanpathogener Erreger, die in vivo
mit bekannten Inhibitoren des eukaryotischen FNT inhibiert werden kdénnen. Im weiteren
Verlauf soll der Fragestellung nachgegangen werden, ob das vermutete Target der Inhibition,
als FNT bestatigt werden kann. Genomanalysen sagen fur N. fowleri das Vorliegen von FNT
voraus. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wird der Fragestellung nachgegangen, ob es sich
tatsachlich um FNT handelt und diese mittels der bekannten Inhibitoren plasmoidaler FNT
inhibiert werden kénnen. Hierzu werden die identifizierten Proteine heterolog hergestellt und
biochemisch charakterisiert. In dem Zusammenhang wird der Fragestellung nachgegangen,
inwiefern FNT in Naegleria eine Rolle im Metabolismus einnehmen kdnnen.
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2141

Plasmide, Oligonukleotide

Codierende DNA (NCBI GenBank®)

Die verwendeten codierenden DNA-Sequenzen flur optNfFNT1-3 sind (Abbildung 4.24) zu
entnehmen. Im Folgenden werden die Konstrukte als NfFNT bezeichnet ohne die Erganzung
opt flr S. cerevisiae. Die codierenden Sequenzen fur PfFNT, hAQP9 und MSP1E3D1 lagen
zu Beginn dieser Arbeit als Plasmid-DNA im Arbeitskreis vor und wurden freundlicherweise
zur Verfugung gestellt. Die Identifikationsnummern der Nukleotid- und Proteinsequenz sind
Tabelle 2.1 zu entnehmen. Die fir NfFNT codierenden DNA-Sequenzen wurden basierend
auf den wie in 3.8 beschrieben ermittelt und nach dem OptimumGene™-Algorithmus fir S.
cerevisiae codon-optimiert und bei GenSchript (Piscataway, USA) erworben. Die Vektorkarten
wurden mit SnapGene® Viewer erstellt und sind Abbildung 2.1, Abbildung 2.2, Abbildung
2.3, Abbildung 2.4, Abbildung 2.5 und Abbildung 2.6 zu entnehmen.

Tabelle 2.1: Codierende DNA-Sequenzen (NCBI GenBank®).

Proteinname Beschreibung Gene-ID mMRNA Nummer Protein-ID

NfENT1 Uncharacterized 68117162 FDP41_009947  XP_044556440.1
protein aus
Naegleria fowleri

NfFNT2 Uncharacterized 68107404 FDP41 000186  XP_044569860.1
protein aus
Naegleria fowleri

NFENT3 Uncharacterized 68118529 FDP41_0011314 XP_044567097.1
protein aus
Naegleria fowleri

PfFNT Laktat-Transporter 814480 XP_001351236.1 XP_001351236.1
aus Plasmodium
falciparum

MSP1E3D1 membrane scaffold GenBank Patent: EP
protein 2319495-A2 106

11-MAY-2011
JA365719.1
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Abbildung 2.1: pDM-Plasmide flr die Proteinherstellung in D. discoideum (Veltman et al., 2009). (A)
pDM304 Leerplasmid. (B) Beispielhaft HA-PfFNT-His1o im pDM304-Vektor. (C) Beispielhaft HA-NfFNT1
im pDM304-Vektor. (D) pDM323 Leerplasmid mit C-terminalen GFP ohne Startmethionin.
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Abbildung 2.2: (A) pET28a(+)-Plasmid fiir die E. coli basierte Herstellung von MSP1E 3D1. (B)
codonoptimiertes NfFNT1-3 im pUC57Kan-Vektor zur Plasmidampilifikation. lacl: lacl-Repressorprotein-
Gen, KanR: Kanamycin-Resistenzgen, TEV: TEV-Proteaseschnittstelle.
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) XhoI (1756)
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Abbildung 2.3: Plasmide mit dem abgewandelten pDR196 backbone, bezeichnet als pDRTXa, flr die
Expression rekombinanter Proteine in S.cerevisiae. Der abgewandelte pDR196 Vektor enthalt N-
terminal einen Hamagglutinin (HA)-fag, sowie C-Terminal einen 10xHis-fag mit Faktor Xa
Erkennungssequenz. Bespielhaft gezeigt ist codonoptimiertes PfFNT (B) im pDRTXa (A) Vektor. AmpR:
Ampicillinresistenzgenz, MCS: multiple cloning site, URA3: Orotidin-5‘-phosphatdecarboxylase-Gen.
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HAA1-223 NfFNT3_pUG35

UG35
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Abbildung 2.4: Die pUG35 Plasmide fiir die Expression rekombinanter GFP-Fusionskonstrukte in
S.cerevisiae. Je nach Konstrukt wurde zusatzlich ein N-terminaler Hamagglutinin (HA)-tag eingefiigt.

Bespielhaft dargestellt ist HA-A1-223NfFNT3 (B) im pUG35 Vektor (A). AmpR: Ampicillinresistenzgenz,
URAS3: Orotidin-5'-phosphatdecarboxylase-Gen.
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Spel (737)
“ —XhoI (794)

pPIVEX2.3w

PfFNTG107S_pIVEX2.3w
3579 bp 4455 bp

‘Xhol (1670)

Abbildung 2.5: pIVEX-Plasmide fiir die zellfreie Proteinsynthese. (A) Leerplasmid. (B) PfENTG107S
im zellfrei Vektor. Das Konstrukt wurde durch Klonierung N-terminal mit einem HA-tag oder einem
Strepll-tag mit linker und C-terminal mit einem His1o-tag versehen. AmpR: Ampicillinresistenz.
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A

pIVEX2.3w_AM1_GFP
4362 bp

\ Xbal (659)
Spel (737)
Xhol (794)

PfFNTG107S_pIVEX2.3w_A1M_GFP

5241 bp

(Faktor Xa Res.|

Abbildung 2.6: plVEX-Plasmide mit GFP ohne Startmethionin fiir die zellfreie Proteinsynthese. (A)
Leerplasmid. (B) PIFNTG107S in pIVEX2.3w-Vektor. AmpR: Ampicillinresistenz.

2.1.2 Oligonukleotide (Primer)

Fir die Polymerasekettenreaktion (PCR) im Rahmen der ortspezifischen Mutagenese,
Sequenzierung oder Klonierung wurden die in Tabelle 2.2 aufgeflihrten Oligonukleotide
verwendet. Von der komplementaren Sequenz abweichende Basen sind fett geschrieben.
Zusammenhdrige Triplets beziehen sich auf die jeweilige Codierung in frame.

Tabelle 2.2: Oligonukleotide

Name Sequenz
PMA 5' CTC TCT TTT ATACAC ACATTC
ADH 3 CAT AAA TCA TAA GAA ATT CGC

M13F_pUC57Kan 5°
M13R_pUC57Kan 3
Spel-MSP1E3D1 &’
Xhol-MSP1E3D1 3’
N-term_StreplI-Linker FXa 5’

N-term_StreplI-Linker FXa 3’

A1-155NfFNT2 &5’
EcoRI NfFNT2 3
A1-183NfFNT2 &’
NfFNT2A441 3
BstEIl NfFNT2 5’
NfFNT2A463 3’
A1-195NfFNT3 &’

Bgl Il NfFNT3 3’
A1-223NfFNT3 &’
NfFNT3A481 3’

Bgl Il NfFNT3 &’
NfFNT3A503 3’

Bgl 1l/Kpnl-Kozak-HA 5°
pDRTXa-Sall_Avrll 3’
PfENT_Sall_Avrll 3’
HA-pDM304 5’
pDM323-GFP 3
pDM304 3’

TGT AAA ACG ACG GCC AG

CAG GAA ACA GCT ATG ACC

TTT ACT AGT AGC ACC TTT AGC AAACTG CG

TTTCTC GAG TGACTG GGT GTTCAG TTT TTT GG

TTT CTA GAAATAATT TTG TTT AAC TTT AAG AAG GAG ATA TAC ATATG
TGG AGC CAC CCG CAG TTC GAA AAG AGA CCAGCT TGT AA

AA GGATCCACT AGT GCGGCCTTC GATAACCTTTTGCTT CAAATC GTT
TGG AAT CTT ACA AGC TGG TCT CTT TTC GAA CTG CGG GT

TTT ACT AGT CCATCC CAACCACCAATT GC

GCA AAC CTG GGAATT CTT CTT CCAAC

TTT ACT AGT AAG ACT GAA GGT GTT AG

TTT CTC GAG ATGTCTGTTTCTGTAGTCG

CTTC ATT GGT AACCTATTGC

TTTCTC GAG AGATTG CTT GTACTTTTC

TTT ACT AGT AAC CAT TTG CCA GCT CAC TCT CC

GAT AAACTT CTT AGATCT CC

TTT AC TAGT AAG CAA GAA GGT ATC AGA AAG TC

TTT CTC GAG GTG ACG GTG TCT CAAGTC GTG

TCG TAA ATG GAG ATC TAAGAA G

TTTCTC GAG TTG GTG AAT GTATCTTTG

AA AAA GAT CTG GTA CCA AAA ATG TAC CCATAC GACGTTCCTGAC T
TTT CCT AGG GTC GAC TGG ATCTCAGTTACTCGATCA

TTTT CCT AGG GTC GAC GTT GCG CAG TTC AAT G

GAT CTG GTACCAAAAATGTACC

TCC ACT GAC AGAAAATTT GTG CC

TAT TAG ATT ATT ACAACAATT TG
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2.2 Zellstamme

Die in dieser Arbeit verwendeten Zelllinien sind in Tabelle 2.3 aufgefihrt. Der Hefestamm
W303-1A 4gjen1 Aady2 wurde von M. Casal (Andrade & Casal, 2001; Casal et al., 1999; Paiva
et al., 2004) zur Verfligung gestellt.

Tabelle 2.3: Verwendete Zellstamme

Zelllinie Genotyp

Escherichia coli

DH5a F-¢80/acZAM15 A(lacZYA-argF) U169
recA1 endA1 hsdR17 (r«~, mk") phoA
SupE44 )" thi-1 gyrA96 relA1

BL 21 (DE3) F~ ompT hsdSB(rs—, me—) gal dcm (DE3)

Saccharomyces cerevisiae
W303-1A 4djen1 Aady?2 MATa, can1-100, ade2-10c, his3-11-15, leu2-3,-112, trp1-
1-1, ura3-1, jen1::kanMX4, ady2::hphMX4

NY17 MATa, sec6-4, ura3-52

Dictyostelium discoideum
AX2 214, axeA2, axeB2, axeC2

2.3 Antikorper, Chemikalien, Enzyme, Kits und Verbrauchsmaterialien

Der S30-Extrakt und die T7-RA-Polymerase flr die zellfreie Proteinproduktion wurden in
Anlehnung an das Protokoll von Schwarz et al. (2007) in der Arbeitsgruppe produziert. Die
S30-Extrake wurden im Rahmen dieser Arbeit gemeinsam mit anderen Gruppenmitgliedern
gewonnen, wahrend die T7-RNA-Polymerase freundlicherweise von friheren Mitgliedern (Dr.
Sinja Bock, Dr. Julia Holm-Bertelsen und Dr. Folknand Helmstetter) zur Verfigung gestellt
wurde. Alle am pharmazeutischen Institut der CAU verwendeten Antikdrper, Chemikalien,
Enzyme, Kits und Verbrauchsmaterialien sind der folgenden Liste zu entnehmen.

Antikorper
Jackson ImmunoResearch, Suffolk, UK
Peroxidase AffiniPure IgG Goat Anti-Mouse, light chain specific (0,2 mg ml~, 1:5000)
Peroxidase AffiniPure IgG Goat Anti-Rabbit (0,4 mg ml~", 1:10000)
Qiagen, Hilden
Anti-Penta-His, mouse, monoclonal (0,2 mg ml~!, 1:5000)
Roche, Mannheim
Anti-Hamagglutin (Anti-HA), mouse, monoclonal (0,2 mg ml=, 1:5000)
Anti-GFP, mouse, monoclonal Antikérper (0,4 mg mi~', 1:10000)
Santa Cruz
GFP (FL), rabbit, polyclonal (0,2 mg ml~', 1:10000)
Anti-PfFNT C-terminus, rabbit,
Chemikalien
AppliChem, Darmstadt
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Natriumdodecylsulfat (SDS), Phosphoenolpyruvat (Kaliumsalz), Streptamycinsulfat
(BioChemica), Tween® 20

Avanti Polar Lipds, Alabaster, USA
1,2-Dioleoyl-sn-glycero-3-phospho-(1’-racglycerol) (DOPG), E. coli Extract Polar,
Dodecylphosphocholin (DPC)

Becton Dickinson, Heidelberg
Bacto ™ Peptone, Bacto ™ Yeast Extract, Dicfo ™ Yeast Nitrogen Base w/o amino acids
and ammonium sulfate

Carl Roth, Karlsruhe
Ammoniumperoxodisulfat (APS, (NH4)2S20s), Bromphenolblau (Natriumsalz),
Calciumchlorid (CaClz - 2 H20), Ammoniumsulfat ((NH4)2SOs, = 99,5 %), Dithiothreitol
(DTT), Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA), Ethanol (= 99,8 %), Glycerol
ROTIPURAN® (= 99,5 %, wasserfrei), Glycin, 2-[4-(2-Hydroxyethyl)-piperazin-1-
yl]-ethansulfonséure (HEPES), Isopropanol (= 99,8 %), Kaliumacetat, Kaliumchlorid
(KCI), Kaliumdihydrogenphosphat (KH2PQs4), Kaliumhydrogenphosphat (K2HPO4),
Kaliumhydroxid (KOH), LB-Agar (Lennox), LB-Medium (Lennox),
L-Leucin, Lithiumacetat, 2-Mercaptoethanol, Milchpulver (blotting grade, fettarm), 3-(N-
Morpholino)-propansulfonsaure (MOPS, PUFFERAN® = 99,5 %), Natriumazid
(NaNs), Natriumchlorid (NaCl), Natriumhydrogenphosphat (NazHPO4), Natriumhydroxid
(NaOH), Orange G, L-Prolin, Rotiphorese® Gel 40 (40 %, 29:1), Rotiphorese® Blau R
(Konzentrat), ROTISZINT® eco plus LSC-Universalcocktail (ggf. NPE-freie Alternative), D(+)-
Saccharose (2 99,5 %), Triton™ X-100, Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan (TRIS)

Fluka Chemie, Buchs, Schweiz
L-Alanin, L-Glutamat (Kalium-Monohydratsalz), L-Serin

Genaxxon bioscience, Ulm
Ampicillin (Natriumsalz), Agarose LE, Bovine Albumin Fraktion V (pH 7,0) (bovine
serum albumin, BSA), N,N,N',N'-Tetramethylethan-1,2-diamin (TEMED)

Hartmann Analytics GmbH
[1-"C]-Natriumacetat, [*“C]-Natriumformiat, [1-'C]-Natrium-L-Laktat,
[1-'*C]-Natrium-Propionat

J.T. Baker, Minchen
Essigsaure, Methanol (HPLC grade), Salzsaure

MP Biomedicals, lllkirch, Frankreich
Ethidiumbromid

Peqlab, Erlangen
peqGOLD Protein Marker Il und V (prestained)

Qiagen, Hilden
Nickel-Nitrilotriessigsaure-Agarose (Ni2*"NTA)

Roche, Mannheim
cOmplete™-Proteaseinhibitor-Cocktail (EDTA-frei), Transfer-DNA aus E. coli MRE600
(E. coli tRNA)

Sigma Aldrich, Miinchen
Acetylphosphat (Lithium-Kaliumsalz), Adenosin-5’-triphosphat (ATP, Dinatriumsalz),
L-Arginin  (Hydrochloridsalz), = L-Asparagin  (Monohydrat), L-Aspartat (Natrium-
Monohydratsalz),
Brij® 78, L-Cystein, Cytidin-5-triphosphat (CTP, Dinatriumsalz),
Desoxyribonukleinsdure aus Lachssperma (SS-DNA, Natriumsalz), d-Desthiobiotin,
Dimethylsulfoxid
(DMSO, = 99,8 %), Folinsaure (Calciumsalz), G418 (Geneticin Disulfat), L-Glutamin,
Guanosin-5’-triphosphat (GTP,
Natriumsalz), L-Histidin (Hydrochlorid-Monohydratsalz), Imidazol, L-Isoleucin, L-Lysin
(Hydrochloridsalz), Magnesiumacetat (Tetrahydratsalz), L-Methionin, Penicillin G
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(Natriumsalz), L-Phenylalanin, Polyethylenglykol 3350, Polyethylenglykol 8000, L-Threonin,
L-Tryptophan, L-Tyrosin, Uridin-5'-triphosphat (UTP, Trinatriumsalz), L-Valin
Thermo Fisher Scientific, Schwerte
2‘-Desoxyadenosin-5'triphospat (dATP, 100 mM), 2‘-Desoxycytidin-5'-triphosphat
(dCTP, 100 mM), 2‘-Desoxyguanosin-5‘-triphosphat (dGTP, 100 mM), 2'-Desoxythmidin-
5'-triphosphat (dTTP, 100 mM), Lambda-DNA, PageRuler™ Plus Prestained
Protein Ladder, RiboLock RNase-Inhibitor (40 U pl-1)
VWR Life Science
peqGOLD Protein Marker Il und V
Enzyme
Agilent Technologies, Waldbronn
PfuTurbo DNA-Polymerase (2,5 U ul"), Pfu reaction buffer (10x)
Carl Roth, Karlsruhe
Zymolyase-20T (= 20 U mg™")
Roche, Mannheim
Pyruvatkinase from rabbit muscle (10 mg ml~!, ca. 200 U mg™)
Thermo Fisher Scientific, Schwerte
Restriktionsendonukleasen und Puffer, T4-DNA-Ligase (5 U ulI™") und Puffer

Kits
Bio-Rad, Miinchen

Clarity ™ Western ECL Substrate, Quick Start™ Bradford Protein Assay
Machery-Nagel, Diren

NucleoBond® PC 500
Promega, Mannheim

Wizard® Plus SV Minipreps DNA Purification System
Sud-Laborbedarf, Gauting

HiYield® PCR Clean-up/Gel Extraction
Verbrauchsmaterialien
Beckmann Coulter, Krefeld

Ultrazentrifugengefal® (1,5 ml, PP)

Ultranzentrifugengefale (3-23 mml, PP, diinn- und dickwandig)
Bemis, Neenah, USA

Parafilm® M
Bio-Rad, Miinchen

Poly-Prep® Chromatography Columns (2 ml Saulenvolumen, 10 ml Reservoir)
Carl Roth, Karlsruhe

Dialyseschlauch Visking® (14k MWCO)

Kulturstopfen ROTILABO®, 32
Eydam, Kiel

Einmalspritzen NORM-JECT®
Fisher Scientific, Schwerte

Slide-A-Lyzer® Dialysis Casettes (10k MWCO, 3 ml)
Formedium™, Norfolk, England

HL5 Medium without Glucose
GE Healthcare, Freiburg

Amersham™ Hybond™ 0.45 PVDF Blotting Membran, Whatman® Grade 3 MM Chr Blotting

Paper

Whatman™ Glasmikrofaserfilter onne Binder GF/C
Hellma, Jena

Quarzkivette (10 mm)
Henke-Sass Wolf, Tuttlingen

Einmalkanilen (21G, 0,8 x 40 mm)
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Merck, Darmstadt

Zentrifugierfiltereinheiten Amicon® Ultra-4, Ultra-15 (je Ultracel-100 und Ultracel-30)

Sarstedt, Nimbrecht

Mikroreagiergefalte, PCR-Reagiergefald Multiply®-Pro (0,2 ml, PP), PCR-Streifen (8-

strip opt. clear flat caps), Pipettenspitzen, Petrischale (steril, Polystyrol, (&xH) 92x16mm),
Polystyrol-Kivetten (10 x 4 x 45 mm),
Reagenz- und Zentrifugenréhrchen, Serologische Pipetten, Sterilfilter Filtropur S
(9 0,2 ym und 0,45 pm)

Schott Instruments, Mainz

Glasbehalter und -kolben

Sigma Aldrich, Miinchen

Glaskiigelchen, (sauregewaschen, @ 425-600 um)
Simport Scientific, Beloeil, Kanada
Szintillations-Flaschen Snaptwist®

2.4 Nahrmedien und Lésungen

241 Allgemein proteinchemische Methoden

Molekularbiologische Methoden:

Agarosegelelektrophorese von DNA:

TAE-Puffer
TRIS-Acetat, pH 8,0
EDTA

Ethidiumbromid (10 mg ml")

Ethidiumbromid
Aqua bidest.

Konzentration = Probenpuffer

40 mM Orange G
1 mM Glycerol
Menge

1 Tabl.

10 ml

SDS-PAGE, Western Blot und Proteinfarbung:

SDS-PAGE-Puffer:

Trenngelpuffer (4x)
TRIS-HCI, pH 8,8
SDS

APS (10 %)
Ammoniumpersulfat

Ad 50 ml Aqua bidest.

SDS-Ladepuffer (4x)
TRIS-HCI pH 6,8
Glycerol
Bromphenolblau

SDS

DTT

Konzentration Sammelgelpuffer (4x)
1,5M TRIS-HCI, pH 6,8

0,4 % SDS

Menge Elektrodenpuffer

59 TRIS-HCI pH 8,2-8,6

Glycin
SDS

Konzentration

250 mM
40 %
0,02 %
8 %
400 mM

Konzentration
0,4 %
30 %

Konzentration
0,5M
0,4 %

Konzentration
2,5mM

19,2 mM

0,1 %
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Western Blot:

Transferpuffer (5X) Konzentration Transferpuffer Menge
TRIS-HCI pH 8,3 12,5 mM Transferpuffer (5x) 10 ml
Glycin 96 mM Methanol 10 ml
SDS 0,2% Ad 50 ml Aqua bidest.
TBS (10x) Konzentration TBST Menge
TRIS-HCI pH 7,6 0,2M TBS (10x) 100 mi
NaCl 1,35 M Tween® 20 1 mi
Ad 1 L Aqua bidest. Ad 1 L mit Aqua bidest.
MTBST Menge
Magermilchpulver 1,29
Ad 40 ml TBST

Proteinfarbung:

Ponceau S Farbelésung Konzentration Coomassie-Farbelésung Konzentration

Ponceau S 0,1 % (w/v) Rotiphorese® Blau R 600 ml
Konzentrat

Essigsaure 5% (vIv) Aqua bidest. ad 1000 mi

Aqua bidest. ad 500 ml

2.4.2 Nahrmedien und Loésungen fiir die Zellkultur
Die Nahrmedien wurden nach der Herstellung direkt autoklaviert. Zusatze wie Antibiotika zur
Selektion oder Aminosauren wurden erst nach dem Abkuhlen zugefugt.

Nahrmedien fir E. coli:

LB-Medium Menge LB-Agarplatten Menge
LB 2049 LB-Agar 359
Aqua bidest. 1L Aqua bidest. 1L

Als Selektionsmarker wurden ggf. 100 ug mlI~' Ampicillin oder Kanamycin hinzugegeben.

Nahrmedien fiir S. cerevisiae:

YPD-Medium Menge SD-Medium Menge
Pepton 2049 YNP 1,79
Hefeextrakt 1049 Ammoniumsulfat 59
Glukose 2049 Glukose 2049
Aqua bidest. 1L Ad 1 L Aqua bidest pH 5,6 mit NaOH
SD-AHLW Konzentration

Adenin 25 mg ml™’

L-Histidin 20 mg ml™’

L-Leucin 100 mg ml-"

L-Tryptophan 10 mg ml™’

SD-Medium pH 5,6 ad1L

Far die Herstellung von Agarplatten wurden 20 g Agar vor dem Autoklavieren hinzugegeben.
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Nahrmedien fiir D. discoideum:

HL5-Medium Menge HL5-Selektionsmedium Menge
HL5 1149 HL5-Medium 05L
Aqua bidest. 05L G418 1% (viv)
Glukose 1 % (m/v)

Pen/Strep 1% (viv)

Das HL5-Medium wurde nach dem Ldsen der Fertigmischung direkt autoklaviert. Nach dem
Autoklavieren wurden die entsprechende Menge 10 %-ige Glukoselésungen sowie die
Antibiotika hinzugegeben. Die Glukosel6sung wurde separat autoklaviert.

Loésungen fir S. cerevisiae:

TRIS/HCI/EDTA-Puffer Konzentration Phosphatpuffer Konzentration
TRIS-HCIpH 7,5 25 mM Na;HPO. pH 8,0 100 mM
Naz-EDTA 5mM NaCl 50 mM

Die Puffer wurden nach der Einstellung des pH-Wertes autoklaviert.

Lésungen firr *C-Transportassay:

Messpuffer

Puffersubstanz (jeweils 50 mM) pH-Werte

HEPES, TRIS 6,8

MES/TRIS 5,8;

Zitronensaure/TRIS 2,8; 3,8; 4,8;

Substratlésungen (10x) Konzentration Substratlésung (5x) Konzentration

Substrat 10X Substratlésung 5mM

Na-Formiat 50 mM Aqua bidest. ad 20 pl pro Probe

Na-Acetat 50 mM “C-markiertes Substrat 0,04 — 0,08 uCi pro
Probe

Na-L-Laktat 50 mM

In einigen Experimenten wurde der Substratgradient der gespikten 5x-Substratldsung sowie
die Gesamtaktivitat variiert. Die "*C-markierten Ausgangsldsungen enthielten eine Aktivitat von
0,1 mCi ml-* oder wurden 1:10 auf diese verdinnt.

Loésungen fir Lichtstreuungsassay:

MOPS-Puffer Konzentration HEPES/TRIS-Puffer Konzentration
MOPS pH 7,2 10 - 50 mM HEPES/TRISpH 7,2 10 mM

NaCl 0-50mM KCI 20 mM

CaClz 0-5mM D-Saccharose 250 mM
D-Saccharose 0-18M

Konzentration
HEPES-Puffer
HEPES-KOH pH 5,8 - 6,8 20 mM
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Alle Lésungen flr den Lichtstreuungsassay wurden filtriert (& 0,2 ym) und ggf. autoklaviert.
Jeweilige Zusatze sind dem Methodenteil zu entnehmen.

Loésungen flr D. Discoideum:

Transformation: Funktionelle Charakterisierung in D. discoideum:
Elektroporationspuffer: Lésungen fiir "*CTransportassay:
H50 Puffer Konzentration Puffer A Konzentration
HEPESpH7,0 20mM KH2PO4 67 mM
KCI 50 mM autoklavieren
NaCl 10 mM Puffer B Menge
MgSO, 1 mM NazxHPO, 84 mM
NaHCOs 5mM autoklavieren
NaH.PO4 1,3 mM Sorensen-Phosphat-Puffer
Menge
autoklavieren Puffer A x mi
Puffer B xml

> 1000 ml oder runterskaliert

Der Sérensen-Phosphat-Puffer pH = 6,5 wurde fir Wasch- und Resuspensionsschritte bei der
Gewinnung von D. discoideum-Zell-Lysaten fur die Western Blot Analytik genutzt. Puffer A und
Puffer B wurden je nach gewiinschtem pH-Wert in einem definierten vorgegebenen Verhaltnis
gemischt. Die Wahl der Lésungen und Nahrmedien fir die Arbeit mit D. discoideum erfolgte in
Anlehnung an dictybase.org.

2.4.3 Losungen fiir zellfreie Proteinsynthese

Herstellung S30-Extrakt:

Die Aminosaureldsung und der Phosphatpuffer fir das YPTG-Medium wurden nach
Zusammengabe in einem 5 L Bioreaktor autoklaviert. Alle anderen hier aufgefiihrten Losungen
wurden filtriert ( & 0,2 ym).

Nahrmedien Fermenterkultur:

YPTG-Aminosauren Menge YPTG-Glukose Menge

Bactotrypton 80g Glukose-Monohydrat 99 g

Bacto-Yeast-Extract 504¢g Ad 200 ml Aqua bidest.

NaCl 25¢

Ad 4,5 L Aqua bidest. YPTG-Phopshatpuffer, pH 7,6
KH2PO4 14,95 g
KoHPO4 45,65 g

Ad 250 ml Aqua bidest.
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Isolierung ribosomaler S30-Extrakt:

S30-Puffer A/B (50X) Konzentration = S30-Puffer C (50x) Konzentration
TRIS pH 8,2 500 mM TRIS pH 8,2 500 mM
Kaliumchlorid 30 mM Kaliumacetat 30 mM
Magnesiumacetat 700 mM Magnesiumacetat 700 mM

Puffer A, B und C wurden durch 50x-Verdinnung mit Aqua bidest. erhalten. Puffer A wurde
frisch 0,042% B-Mercaptoethanol zugegeben. Puffer B wurde 0,05 % (2M) DTT und Puffer C
wurde 0,025 % (2M) DTT kurz vor der Verwendung zugegeben.

Lésungen:
NaCl (10x) Konzentration
NaCl 4 M

Ad 10 ml Aqua bidest.

Zellfreie Proteinsynthese:

S$30-Puffer Konzentration HEPES/EDTA- Konzentration
Puffer (24x)

TRIS-HCI pH 8,2 10 mM HEPES pH 8,0 24 M

Kaliumchlorid 0,6 mM EDTA 20 mM

Magnesiumacetat 14 mM filtrieren & 0,2 ym

filtrieren & 0,2 um Lagerung —-20 °C

Lagerung 4°C

cOmplete™ (50x) Menge NTP-Mix (75x) Konzentration

cOmplete™ 1 Minitablette ATP 90 mM

Aqua bidest. 1ml GTP, CTP, UTP Je 60 mM

Lagerung —-20 °C pH 7,0

filtrieren & 0,2 um
Lagerung —-20 °C

Aminosaure-Mix (50x)

Je4 mM L-Arginin, L-Asparagin, L-Alanin, L-Aspartat, L-Cystein,
L-Glutamat, L-Glutamin, Glycin, L-Histidin, L-Isoleucin,
L-Leucin, L-Lysin, L-Methionin, L-Phenylalanin, L-Prolin,
L-Serin, L-Threonin, L-Tryptophan, L-Tyrosin, L-Valin

Lagerung —-20 °C

RCWMDE

Je 16,7 mM L-Arginin, L-Cystein, L-Tryptophan, L-Methionin, L-Asparagin,
L-Glutamin

Lagerung —-20 °C
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Weitere Lésungen:
Konzentration

tRNA E. coli (40x) 40 mg/ml Pyruvatkinase
AcP pH 7,0 1000 mM PEP pH 7,0
Folsaure 19,6 mM DTT
Magnesiumacetat 1000 mM Kaliumacetat
PEG 8000 40 % (m/v) NaN3

Konzentration
10 mg/ml

1000 mM

500 mM

4000 mM

10 % (m/v)

Alle Lésungen wurden in Aqua bidest. gelést und insofern moglich filtriert (& 0,2 ym). Alle:

Lagerung —-20 °C

Proteinreinigung und Nanodisc-Assemblierung:

Um die Temperaturabhangigkeit des pH-Wertes eines TRIS-Puffers zu berticksichtigen, wurde
dieser bei Raumtemperatur auf pH = 7,4 eingestellt, sodass sich bei einer Arbeitstemperatur

von 4 °C ein pH-Wert von 8,0 ergab (Newby et al., 2009).

Proteinreinigung:

TRIS-Puffer Konzentration
TRIS-HCIpH 7,4 - 8,9 10 - 40 mM
NaCl 100 — 300 mM
(Brij® 78 0,05 %)

Die Puffer wurden nach der Einstellung des pH-Wertes filtriert (& 0,2 ym). Zusatze fir die
jeweilige Verwendung sind dem Methodenteil zu entnehmen. Fiir die Reinigung an Ni?*-NTA-

Agarose wurde Imidazol bis 500 mM zugegeben.
ND-Assemblierung:

Stocklosungen ND  Konzentration

DOPG 50 mM
DPC 10 %
PBS-Puffer:
Substanz Konzentration
DinatriumhydrogenphosphatpH 7,4 12 mM
NaCl 137 mM
KCI 2,7 mM

autoklavieren
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Losungen fiir die funktionelle Charakterisierung des zellfrei hergestellten Proteins:

Herstellung Proteoliposomen:

Liposomenpuffer Konzentration
HEPES-KOH pH 6,8 20 mM
filtrieren & 0,2 um

B-Mercaptoethanol, 2 mM

frisch zugegeben

Lésungen fir Lichtstreuungsassay mit Proteoliposomen:

Substratpuffer

HEPES-KOH pH 5,9-6,8 20 mM

Substrat (Na-Formiat oder Na-Acetat) 100 - 200 mM

filtrieren & 0,2 um

2.5 Gerate und Software

Gerate

Agarosegelelektrophorese und Dokumentation
IDA Image Documentation & Analysis
Mikrowelle NN-E245W
Netzgerat EPS 300
UV-Transilluminator

Brutschranke & temperierbare Gerate
Brutschrank Kelvitron® T
Brutschrank Minitron
Heizblock DRI-BLOCK DB-20
Biometra TRIO

Groéflenausschlusschromatographie (SEC):

Raytest, Straubenhardt

Panasonic, Wiesbaden

Pharmacia Biotech, Diibendorf, Schweiz
Herolab, Wiesloch

Heraeus, Hanau

Infors HAT, Bottmingen, Schweiz
Techne, Cambridge, UK

Analytik Jena GmbH & Co. KG, Jena

GE Healthcare, Freiburg

SEC-System AKTApurifier, Flow-cell 10 mm, Fraktionssammler FRAC-950, Kontrolleinheit
U-950, Detektor UV-900, Mischeinheit M-925, Pumpe P903, Ventil INV-907, Saule

Superdex ™ 200 10/300 GL

Isotopenlabor

Tri-Carb  2900TR  Liquid  Szintillation Packard Instrument Company Inc., Downers

Analyzer
Kahlschranke
Innovs U535 Ultratiefkiihlschrank
Li
Mikroskope
Olympus 1X50
Olympus IMT-2 (mit Canon-Kamera9

Grove, USA

New Brunswick Scientific GmbH, Edison, USA
Olympus, Nikkei, Japan

Olympus, Nikkei, Japan

33



Material

ZEISS LSM 900 Axio Observer 7 invers
Mikroskop

Mischer und Schiittler:
Kolben-Orbitalschittler Certomat® MO Il
Magnetriihrer IKAMAG RET-GS
Magnetruhrer Variomag mono
Rotationsmischer fur Reagenzglaser TC-7
Rotator-Mixer Grant-bio PTR-30
Vortex-Genie 2
Wippschuttler WS 10

S30-Extrakt-Produktion/ Zellaufschluss
BIOSTAT® A plus
French Press cell disrupter FA-078
Wasserbad 183

SDS-PAGE & Western Blot:
Gelgielstand und Laufkammer
Trans-Blot® SD Semi-Dry Transfer Cell
Lumi Imager™ F1
ECL Chemostar

Stopped-Flow-Apparatur:

Carl Zeiss Microscopy, DE

Sartorius, Goéttingen

IKA®-Werke, Staufen

Variomag-USA, Daytona Beach, USA
New Brunswick Scientific, Edison, USA
Grant Instruments, Shepreth, UK
Scientific Industries, Bohemia, USA
Edmund Buhler, Hechingen

Sartorius, Géttingen
Thermo Fisher Scientific, Schwerte
GFL, Burgwedel

Peqlab, Erlangen

Bio-Rad, Munchen

Roche Diagnostics, Mannheim
Intas Science Imaging, Géttingen

Jasco, Gro3-Umstadt

Kivette FC-15/7.5, Mischeinheit SFM-2000, Monochromator BH-10-61 UV, MPS 70/2

microcompressor unit, PCl connector

block 6221,

Photomultiplier PMS 250,

Spannungsquelle ALX 250, UV/Vis- und Fluoreszenzspektrometer MOS-200

Waagen
Semimikrowaage Analysenwaage Sartorius
Research R 200 D
Semimikrowaage Analysenwaage Cubis®
MCA225S-2S00-U
Prazisionswaage PB3002-S Delta Ranger
Werkbéanke
Heraguard Reinluftwerkbank
Herasafe Biologische Sicherheitswerkbank
Klasse 2 Typ H
Zellfreie Proteinsynthese
Zellfrei Reaktionskammer Praparativ
Zentrifugen
Ultrazentrifuge Optima ™XL-80K
Ultrazentrifugen-Rotor 50.2 Ti
Ultrazentrifugen-Rotor SW 60
Multifuge 1S-R Centrifuge
Centrifuge 5420
Centrifuge 5424 R
Sonstiges
BioPhotometer
Digital-pH-Meter Lab850
pH Elektrode Blue Line 12 pH
Gene Pulser® |l Electroporation System
Einzelkanalpipetten
Pipettierhilfe accu-jet® pro

Sartorius, Géttingen
Sartorius, Géttingen
Mettler-Toledo, Giel3en

Heraeus Holding GmbH, Hanau, Deutschland
Heraeus Holding GmbH, Hanau, Deutschland

Beitz Lab, CAU Kiel

Beckman Coulter, Krefeld
Beckman Coulter, Krefeld
Beckman Coulter, Krefeld
Heraeus, Hanau
Eppendorf, Hamburg
Eppendorf, Hamburg

Eppendorf, Hamburg
Schott Instruments, Mainz
Sl-Analytics, Weilheim
Bio-Rad Minchen

Gilson, Middelton, US
Brand, Wertheim
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Wasserbad Gesellschaft fur Labortechnik, Burgwedel
ELGA PURELAB® flex Veolia Water Technologies Deutschland
GmbH, Celle
Software

Bio-Kine Version 4.74.2
BioPAT® MCFS/DA Version 3.0
ChemDraw

Chimera Version 1.15

GraphPad Prism Version 10.1.1

Lasergene 7.2.1

Microsoft Office Version 16.8 fiir MacOS
MoleculeSketch

Photoshop ® Elements 11.0

PyMOL Molecular Graphics System Version
2.5.1

SigmaPIlot for Windows Version 11.0
SnapGene Viewer Version 5.1.5

TeXtopo, TeXshade
Tsview 7
ZEN 3.2 blue edition

BioLogic, Claix, Frankreich
Sartorius, Géttingen
Revvity  Signals,
Waltham, US
UCSF Chimera, San Francisco, US

GrapPad Software, Boston, US
DNASTAR®

Microsoft Corporation, Redmond, WA, US
Stefan Dolder

Adobe Systems INC.

Schrédinger, INC., New York, US

(friher  PerkinElmer),

Systat Software, Erkrath

Insightful Sciene, GSL Biotech, San Diego,
CA, US

Prof. Dr. Eric Beitz

Tucsen Photonics Co., Ltd, Fuzhou, China
Zeiss microscopy, DE
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3 Methoden

3.1 Molekularbiologische Methoden

3.1.1 Herstellung chemisch kompetenter E. coli

Die Herstellung chemisch kompetenter E. coli mit der Calciumchlorid-Methode wurde durch
Anna Fuchs durchgefuhrt (Cohen et al., 1972). E. coli des DH5a-Stammes wurden Gber Nacht
auf einer LB-Platte bei 37 °C inkubiert. Am Folgetag wurde eine Kolonie in 5 ml LB-Medium
bei 37 °C und 200 U min~" inokuliert und am Abend zum Animpfen einer Hauptkultur genutzt.
4 ml Vorkultur wurden mit 100 ml frischem Medium (iber Nacht bei 20 °C und 200 U min™
kultiviert. Am nachsten Tag wurden die Zellen beim Erreichen einer ODesoo von 0,4 bis 0,6 fur
10 min auf Eis inkubiert und anschlie®Rend bei 2.000 g fir 10 min bei 4 °C pelletiert. Der
Uberstand wurde verworfen und das Zellpellet 2x mit 30 ml eisgekiihlter 0,1 M Calciumchlorid-
Lésung versetzt und fur 10 min auf Eis inkubiert. Das Zellpellet wurde im Anschluss vorsichtig
resuspendiert und erneut fir 10 min auf Eis inkubiert. Danach wurden die Zellen bei 2000 g
und 4 °C fir 10 min geerntet. Nach zweimaligem Waschen wurde das Zellpellet mit 10 ml
0,1 M kalter Calciumchlorid-Lésung mit 20 % Glycerol-Zusatz resuspendiert und 4 h auf Eis
inkubiert. Die 50 bis 100 ul Aliquots wurden bei —80 °C gelagert.

3.1.2 Plasmid-Isolation

Zur Gewinnung von Plasmid-DNA wurde ein transformierter E. coli Klon vom Stamm DH5a am
Vorabend in 5 ml LB-Medium mit entsprechendem Antibiotikum versetzt und Gber Nacht bei
37 °C rotierend bei 6 U min™" inokuliert. Diese Kultur wurde am Folgetag geerntet und nach
Angaben des Herstellers mit dem Kit Wizard® Plus SV Miniprep DNA Purification
aufgearbeitet. Die DNA wurde nach der Isolation mit einem Ethanolhaltigen Waschpuffer
gewaschen und mit 50ul doppelt destilliertem autoklaviertem Wasser eluiert. Abweichend von
den Herstellerangaben wurde auf die Zugabe von Alkaline Protease Solution verzichtet.
Reinheit und Gehalt wurden im Anschluss bestimmt (3.1.3).

3.1.3 Bestimmung von Reinheit und Gehalt der Plasmid-DNA

Zur Reinheits- und Gehaltsbestimmung der praparierten Plasmid-DNA wurde die Praparation
(3.1.2) mit Aqua bidest. verdinnt und nach vorherigem Abzug eines Blank-Wertes in einer
Quarzkuvette am BioPhotometer vermessen. Da Nukleinsduren bei 260 nm ein
Absorptionsmaximum aufweisen, wurde dies fur die Bestimmung der Konzentration
herangengezogen. Proteine mit aromatischen Aminosduren wie Phenylalanin, Tyrosin,
Tryptophan und Histidin absorbieren bei 280 nm. Es wurde das Verhaltnis der Absorptionen
von 260 nm zu 280 nm als kritischer Parameter fur die Reinheit herangezogen Ziel war ein
Verhaltnis von 1,8 bis 2,0 Zur Berechnung der DNA-Konzentration wurde folgende Formel
verwendet:

c(ugml™) = Aygo x50 (ug * ml™1) x VF (Formel 3.1)

c: Konzentration doppelstrangiger DNA
A: Absorption A= 260 nm
VF: Verdinnungsfaktor

3.1.4 Restriktionsverdau doppelstrangiger DNA
Im Rahmen der Klonierung (siehe Tabelle 3.1) oder der Prifung auf Inserts wurde sich die
Anwesenheit einiger Sequenzen, die fur bestimme Restriktionsnukleasen codieren, im
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Plasmid zunutze gemacht. Hierzu wurden 1000 ng DNA mit 5 Units vom jeweiligen
Restriktionsenzym sowie dem nach Herstellerangaben passenden Reaktionspuffer und ggf.
doppelt destilliertem Wasser verdiinnt, sodass ein Gesamtreaktionsvolumen von 10 pl vorlag,
das fur mind. 1 h bei 37 °C inkubiert wurde. Die Restriktionsendonukleasen verdauen die
doppelstrangige DNA so, dass Fragmente mit einem Phosphat-Rest am 5°-Ende und einer
Hydroxylgruppe am 3’-Ende entstehen (Pingoud & Jeltsch, 2001). Die Restriktionsenzyme
wurden in Anhangigkeit zum Konstrukt gewanhlt.

Tabelle 3.1: Zusammensetzung Restriktionsverdau.

Reagenz praparativ analytisch
Ausgangs-DNA entsprechend 1000 ng Entsprechend 400 ng
Reaktionspuffer (10x) 1 ul 1ul
Restriktionsendonuklease 1 1 ul (jeweils) 0,2 pl
Restriktionsendonuklease 2 1 ul

Autoklaviertes Aqua bidest. ad 10 pl Ad 10 ul

3.1.5 Gelelektrophorese

Die verdaute und linearisierte DNA (3.1.4) wurde dann mittels Gelelektrophorese aufgetrennt.
Der Reaktionsansatz wurde mit 1 yl OrangeG (10x) Ladepuffer versehen und auf ein mit
Ethidiumbromid versehenes 1% Agarosegel gegeben. Es wurde 0,5 g Agarose eingewogen
und unter Aufkochen in 50 ml TAE-Puffer gelést und in einem flachen Gelschlitten mit
Taschenkdmmen ausharten gelassen. In Anhangigkeit der erwarteten BandengrofRen variierte
die Gelkonzentration, um eine bessere Auftrennung der Fragmente zu erreichen. Zuséatzlich
wurde ein A-Pst-I-Marker zur GréRenerkennung aufgetragen (Abbildung 3.1). Pro Tasche
wurden 10 bis 20 ul aufgetragen. Zur Kontrolle der Linearisierung wurde unverdautes Plasmid
aufgetragen. Das Gel wurde fur 20 bis 30 Minuten bei 120 V und 400 mA laufen gelassen
wobei die DNA-Fragmente abhangig von ihrer Grofie und angetrieben von ihrer negativen
Ladung von der Anode zur Kathode wanderten. Im Anschluss wurde der Geltrager auf einen
UV-Tisch uberfuhrt, wo bei 366 nm die mit dem Ethidiumbromid interkalierten Banden sichtbar
gemacht wurden und ggf. aus dem Gel fur die weitere Verwendung ausgeschnitten wurden.
Es wurde darauf geachtet, die Dauer der UV-Bestrahlung auf ein Minimum zu reduzieren.

Abbildung 3.1: GroRenmarker: Mit Pst | verdaute A-DNA (in 1%-igem Agarosegel)
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3.1.6 Gelextraktion und PCR Clean up

Das extrahierte Gelstiick (3.1.5) wurde nach Anweisung des Herstellers Gel Extraction mit
dem Hi Yield® Gel/PCR DNA-Fragment Extraction Kit aufbereitet. Die aus den
Agarosegelstiickchen isolierte DNA wurde mit 20 pl Aqua bidest. eluiert. PCR-Produkte
wurden mit demselben Kit nach Angaben des Herstellers nach PCR Clean up aufgereinigt.

3.1.7 Ligation

Nach der Extraktion der entsprechen DNA-Fragmente (3.1.6) wurden diese im Rahmen der
Klonierung weiterverwendet. Hierzu wurden Insert-Fragment und Vektor-Fragment im
Verhaltnis 5:3 und 7:1 gemischt und mit 1yl 10x Ligationspuffer sowie 1 pl T4-DNA-Ligase
versetzt und fir 20 min bei Raumtemperatur inkubiert.

3.1.8 Transformation chemisch kompetenter E. coli

Die Regeneration und Vervielféltigung des neu erhaltenen Plasmids erfolgt durch E. coli vom
Stamm DHb5a.. Der Ligationsansatz (3.1.7) wurde vollstéandig auf ein Aliquot von 50 bis 100 pl
chemisch kompetenter E. coli direkt nach dem Auftauen auf Eis gegeben. Dieser
Transformationsmix wurde fir mindestens 30 min auf Eis inkubiert. Anschlief3end erfolgte ein
Hitzeschock bei 42 °C flr 45 bis 60 s. Nach zweiminitigem Abkuhlen auf Eis wurden 0,9 ml
LB-Medium zu dem Ansatz gegeben und fiir 45 bis 60 min bei 37 °C und 6 U min~" inkubiert.
Die Zellen wurden fur 10 s bei 13.000 g herunterzentrifugiert und in 100 pl LB-Medium
resuspendiert. Hiervon wurden 50 bis 100 ul auf eine LB-Platte mit entsprechendem
Selektions-Antibiotikum ausplattiert. Am Folgetag konnte dann das vervielfaltigte Plasmid
(3.1.2) isoliert werden.

Zur Schnelltransformation chemisch kompetenter E. coli (3.1.1) (50 bis 100 ul) wurde
aufgearbeitete Plasmid-DNA eingesetzt. Die chemisch kompetenten Zellen wurden abhangig
von der Konzentration der Praparation mit 0,5 bis 1 pyl DNA versetzt und mindestens 20
Minuten auf Eis inkubiert. Anschlie®Rend wurde ein Teil dieser Zellen (40 pl) auf LB-Agarplatten
mit Selektionsantibiotikum ausplattiert.

3.1.9 Sanger-Sequenzierung

Um den Erfolg einer PCR-vermittelten Mutagenese (3.1.11) oder das Vorliegen des richtigen
Ausgangsgens zu Uberprifen wurde nach vorangegangenem Restriktionsverdau, der das
Vorliegen eines Inserts bestatigte, eine Sequenzierung nach Sanger (Sanger et al., 1977)
durchgefiihrt. Die Sequenzierung wurde hier durch das Institut fir Klinische Molekularbiologie
der CAU in Kiel durchgefiihrt. Hierzu wurden 3 pl Plasmid-DNA mit 1 yl Sequenzierprimer
(4,8 mM) versetzt. Die Sequenzierung dort erfolgte mithilfe eines Sequenziergerates (Applied
Biosystems™ 3730xI DNA Analyzer, Thermo Fisher Scientific). Das Prinzip der Sequenzierung
nach Sanger beruht auf einer Kettenabbruchmethode bei der der Einbau von
2',3'-Didesoxyribonukleosid-5'-triphosphaten zum Abbruch der Amplifikation eines
DNA-Abschnittes in einer PCR fiihrt. Die ddNTPS geben durch Fluoreszenzmarkierung bei
anschlieRender Kapillarelektrophorese Auskunft (ber die Position der DNA-Base. Die
Ergebnisse wurden mithilfe von VM-Lasergene mit den Programmen SeqBilder und SeqMan
ausgewertet.

3.1.10 Dauerkulturen von E. coli

Zur Sicherung und langeren Lagerung von Plasmiden wurden Dauerkulturen von
transformierten und mittels Sanger-Sequenzierung Uberpriften E. coli-Klonen angelegt.
Hierfur wurde ein Klon Gber Nacht in LB-Medium mit entsprechendem Selektionsmarker, meist
Ampicillin oder Kanamycin, Gber Nacht bei 37°C und 6 U min~" inkubiert. Am nachsten Tag
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wurden 0,5 ml dieser Kultur mit 0,5 ml autoklaviertem Glycerol 80 % versetzt, vermischt und
bei —80 °C gelagert.

3.1.11 Ortsgerichtete Mutagenese

Zur Einfuhrung von Punktmutationen oder Gen-Verkurzungen wurden verschiedene PCR-
Methoden angewandt. Im Falle einer Punkt-Mutation wurde ein Primer-Paar zur Einfihrung
dieser so gewahlt, dass der Primer, der vom 5-Ende in Richtung 3'-Ende komplementar lauft,
die gewunschte veranderte Basenfolge einbringt, wahrend der reverse Primer vom 3‘-Ende
ausgesehen komplementar bindet und stromaufwarts der Mutation ansetzt (Abbildung 3.2
oben). Fur Genverkirzungen verliefen die Primer an den neuen gewunschten Gengrenzen
komplementar und wiesen ein tberragendes Ende auf, dass neue Erkennungssequenzen fir
Restriktionsnukleasen an die Enden des neuen Genabschnitts einbrachte, um diesen spater
in das gewulnschte Plasmid zu klonieren (Abbildung 3.2 unten). Fur die Amplifikation des
gewulnschten Plasmides oder Gen-Abschnittes wurde die Pfu Turbo AD-DNA-Polymerase
eingesetzt. Die Zusammensetzung des PCR-Ansatzes ist Tabelle 3.2 zu entnehmen. Die
Parameter Temperatur und Zeit des PCR-Programmes wurde entsprechend der annealing-
Temperaturen der Primer (Formel 3.2) sowie der notwendigen Elongationszeiten fiir das
jeweilige Plasmid oder den jeweiligen Gen-Abschnitt gewahlt (Tabelle 3.3). Im Anschluss der
PCR erfolgte ein Dpn | Verdau fir mind. 4 h bei 37 °C. Die Restriktionsnuklease schneidet nur
methylierte Erkennungssequenzen, sodass sichergestellt wurde, dass das gesamte
Ausgangs-Plasmid (template) verdaut wird, jedoch nicht das PCR-Produkt. Im Anschluss
erfolgte die Aufreinigung des PCR-Produktes mithilfe des Hi Yield® Gel/PCR DNA-Fragment
Extraction Kit. Hier wurde dem Protokoll PCR Clean up des Herstellers gefolgt. Das
aufgereinigte Plasmid wurde mit 20 pl autoklaviertem Aqua bidest. eluiert und direkt zur
Transformation chemisch kompetenter E. coli genutzt (3.1.8). Einzelne Kolonien wurden zur
Plasmidgewinnung kultiviert (3.1.2). Das isolierte Plasmid wurde mittels Sanger-
Sequenzierung auf die erfolgreiche Mutagenese Uberpruft (3.1.9). Fir die Verkirzung eines
Gens folgte im Anschluss an die Aufreinigung (3.1.6) ein Verdau mit geeigneten
Restriktionsendonukleasen (3.1.4) sowie eine Aufreinigung mittels eines Agarose-Gels und
einer darauffolgenden Gelextraktion (3.1.5 und 3.1.6). Im Anschluss wurde das verdaute und
aufgereinigte Gen-Fragment in einen mit passenden Restriktionsnukleasen verdauten Vektor
ligiert (3.1.7) und anschlieRend zu Transformation von E. coli verwendet (3.1.8). Das Plasmid
wurde aus einzelnen Kolonien isoliert (3.1.2) und mittels Sanger-Sequenzierung (3.1.9)
Uberpruft.
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Abbildung 3.2: Ortsgerichtete Mutagenese. (A) Primerdesign fiir den Austausch einzelner DNA-
Basen. (B) Primerdesign fir das Einfligen von Erkennungssequenzen zum Einfiigen von Schnittstellen
oder zur Gen-Verkiirzung.

Tabelle 3.2: Zusammensetzung PCR-Ansatz

Reagenz Volumen

Ausgangs-DNA x Ml (entsprechend 130 ng, je nach Konzentration)
10x Pfu Turbo AD-Puffer (10x) 5l

dNTPs (2,5 mM) 4 ul

Primer (25uM) je 1,5 ul

100 % DMSO 1,5 ul

dd H20 ad 50 pl

Pfu Turbo AD DNA-Polymerase 0,8 ul

Ty = 60 + 41 GC — Gehalt (%) — 2= (Formel 3.2)

Twm: annealing-Temperatur in °C
GC-Gehalt (%): Anteil von Guanosin und Cytosin an der Primer-Sequenz in %
n: Anzahl der Basen
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Tabelle 3.3: PCR-Temperaturprogramm

Schritt Temperatur Dauer
1 Denaturieren der 95 °C 5 min
Ausgangs-DNA

2 Denaturieren der 95 °C 0,5 min
16 Zyklen  Ausgangs-DNA

3* annealing der Primer Tm 1 min

4 Elongation 68 X min **

5 Finale Elongation 68 20 min

*

: waren unterschiedliche annealing-Temperauren notwendig, so wurde in den ersten 10
Zyklen mit der niedrigeren begonnen und dann flr weitere 20 Zyklen die hdhere Temperatur
eingestellt.

**:1000 bp pro 2 min

3.2 Allgemeine Proteinchemische Methoden

3.2.1 Bestimmung der Gesamtprotein-Konzentration nach Bradford

Zur Bestimmung der Gesamtprotein-Konzentration wurden 2 bis 4 ul Probe mit 798 bis 796 pl
Aqua bidest. und 200 pl 5x Bradford-Reagenz aus dem Kit Bio-Rad Protein Assay versetzt.
Der blank enthielt Aqua bidest. statt Probe. Nach Durchmischen und funfminutiger Inkubation
bei Raumtemperatur wurde die Absorption bei 595 nm gemessen. Die Proteinkonzentration
wurde basierend auf einer Kalibrierung mit bovinem Serumalbumin (BSA) berechnet.

3.2.2 SDS-PAGE

Zur Auftrennung von Proteinen wurde eine vertikale diskontinuierliche SDS-
Polyacrylamidgelelektrophorese durchgefihrt. Insofern nicht anders angegeben, wurden die
Proteinproben mit 4x SDS-Ladepuffer 1:3 verdiinnt und fir 30 min bei 37 °C inkubiert.
Alternativ wurden die Proben fiir 2 bis 10 min bei 60 °C inkubiert. Zwei durch Abstandshalter
getrennte Glasplatten wurden in einen Gelgief3stand eingespannt. Der zwischen diesen nach
unten durch eine Kautschukmasse abgedichtete entstandene Hohlraum wurde zunachst mit
6 ml eines noch flissigen Trenngels (Tabelle 3.4) gefiillt. Dieses wurde bis zur Aushartung mit
Isopropylalkohol Uberschichtet. AnschlieRend wurde das Sammelgel (Tabelle 3.4) oben hinzu
pipettiert. Den Abschluss bildete ein Kamm mit 10 oder 12 Zahnen, der dem Sammelgel
Taschen zum Auftragen der Proben verlieh.

Tabelle 3.4: Zusammensetzung Polyacrylamidgele

Zusammensetzung/Konzentration 7 % 10 % 12,5 % Sammelgel (5 %)
ddH20 525ml 2,4 ml
Trenngelpuffer (4X) 3

Sammelgelpuffer (4X) - - - 1ml
Rotiphorese® Gel 40 3,75ml 0,6 ml

TEMED 10 pl 6 pl

APS (10 %) 80 pl 251

Bemerkung: fiir je zwei Gele. Wenn nicht anders angegeben, wurde ein 12,5 %-iges Gel
verwendet.
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Nach dem Aushéarten der Gele wurde der Gel-Stand sowie die aulere Wanne mit
Kathodenpuffer gefillt und die Taschen gleichmaRig mit einer definierten Proteinmenge bzw.
definiertem Probenvolumen befillt. Je nach erwarteter BandengréRe und Gelkonzentration
wurde der Proteinmarker gewahlt. Wahrend der 10 bis 15-minttigen Sammelphase wurde eine
Spannung von 160 Volt angelegt. Anschlieltend wurde fiir 45 bis 60 Minuten die Spannung
auf 200 Volt erhoht, bis der Farbstoff am unteren Rand des Gels nahezu vollstandig aus dem
Gel ausgetreten war.

kDa

35

25
15

Abbildung 3.3: Proteinmarker zum GréRenvergleich in der SDS-PAGE: (A) peqGOLD Protein
Marker Il (pre-stained) in einem 12,5%-ige Polyacrylamidgel. (B) peqGOLD Protein Marker V (pre-
stained) in einem 10%-igen Polyacrylamidgel.

3.2.3 Coomassie- und Ponceau S-Farbung von Proteinen

Zur Ladungskontrolle von Acrylamidgelen oder Western Blot Membranen wurden die Gele mit
Coomassie und die Membranen mit Ponceau S angefarbt. Daftir wurde das Gel mind. 1 h bei
Raumtemperatur unter Schutteln mit Coomassiefarbstofflosung inkubiert. AnschlieRend wurde
das Gel fir 1 h bei RT auf einem Kippschuttler mit Entfarberlésung entfarbt, sodass nur
proteinhaltige Bereiche im Gel gefarbt blieben. Die Dokumentation erfolgte mit einem
handelslblichen Scanner.

3.2.4 In-Gel-Fluoreszenz

Zur Uberpriifung der In-Gel-Fluoreszenz wurde das Gel nach Beendigung der SDS-PAGE auf
eine Quarzglas-Platte Ubertragen und mithilfe des INTASChemostar unter Verwendung der
Software ChemoStar Imager die Fluoreszenz bei einer Anregungswellenlange von 477 nm
und einer Emissionswellenlange von 535 nm detektiert. Die Belichtungszeit war variabel im
Bereich von 100 msec bis zu einer Sekunde.

3.2.5 Western Blot

Zur Uberpriifung der hergestellten Proteine wurden diese auf eine PVDF-Membran
ubertragen. Die Immundetektion erfolgte mit speziellen Antikdrpern welche gegen die
Affinitats-tags der Zielproteine gerichtet waren. Es wurden zunachst Whatman®-Papiere
gemeinsam mit einer zuvor fur 30 s in Methanol aktivierten Membran fir 5 min in Transferpuffer
aquilibriert und so auf der Blotting Apparatur platziert, dass das Trenngel direkt auf der
Membran platziert werden konnte. Die Proteine und der Marker wurden fir 60 min bei 17 Volt
auf die Membran Ubertragen. Anschlief3end wurde die Membran fir 60 min unter Schitteln bei
Raumtemperatur in 20 ml MTBST geblockt. Der Primarantikérper wurde in passender
Verdinnung in 10 ml MTBST auf die Membran gegeben und Uber Nacht bei 4 °C unter
Schitteln inkubiert. Am Folgetag wurde Uberschissiger Primarantikdrper durch dreimaliges
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15-minltiges waschen mit TBST entfernt. AnschlieBend erfolgte die Inkubation mit in
entsprechend verdinntem Sekundarantikérper in 10 ml MTBST unter Schitteln bei
Raumtemperatur fiir 1 h. Uberschiissiger Sekundarantikérper wurde erneut durch dreimaliges
15-minltiges Waschen mit TBST entfernt. Die Entwicklung des Blots erfolgte mittels des
INTASChemostar unter Verwendung der Software ChemoStar Imager. Die zur
Chemilumineszenz benétigten ECL-Reagenzien aus dem Kit Clarity Western ECL-Substrate
wurden erst kurz vor der Entwicklung in einer 1:1-Verdinnung zu 1 ml hinzugegeben. Der Blot
wurde mit ausreichender Dauer belichtet und der Kontrast anschlieRend im Imager optimiert.

3.2.6 Protein-Konzentrierung und Entfernung von Imidazol

Zur Verringerung des Probenvolumens von Proteinproben wurden diese nach
Herstellerangaben in einem Amicon®-Zentrifugierfilter bei 4 °C zentrifugiert und auf das
gewunschte Endvolumen reduziert. Es wurden hierbei Filter mit einem cut-off von 30 kDa oder
100 kDa verwendet. Die FiltergroRRe richtete sich nach der erwarteten GroRe des Proteins
sowie nach der MizellgréRe des verwendeten Detergens insofern eines verwendet wurde.
Hierdurch wurde die Aufkonzentrierung des Detergens verhindert (Strop & Brunger, 2005). Die
mit Imidazol gereinigten Proteinproben wurden mit dem nétigen Volumen an TRIS-Puffer
verdunnt und aufkonzentriert, bis die Endkonzentration des Imidazols bei unter 1 mM Imidazol

lag.

3.2.7 Size-exclusion-chromatography

Proteinproben, die einer Grolkenausschlusschromatographie unterzogen wurden, wurden mit
den in Tabelle 3.5 aufgefiihrten Parametern aufgetrennt. Das Chromatographiesystem
AKTApurifier wurde hierbei von der Software Unicorn 5.2 kontrolliert. Die Saule Superdex ™
200 10/300 GL wurde vor Beginn der Reinigung mit mindestens zwei Saulenvolumina Aqua
bidest. gespllt und dann mit dem jeweiligen Reinigungspuffer aquilibriert. Die Proben wurden
vorher fiir 10 min bei 10.000 g und 4 °C zentrifugiert. Der Uberstand wurde dann mithilfe einer
1-ml-Einmalspritze mit Luer-Ansatz tber einen passenden Adapter auf die Anlage geben. Die
Chromatographiesaule und Fraktionssammler wurden auf 4 °C gekdhlt.

Tabelle 3.5: Parameter fur die GrofRenauschlusschromatographie

Parameter Kennwert

Hochdruckalarm 1,5 MPa

Injektionsloop 500 pl

Probenauftrag max. 500 pl

FlieRmittel TRIS-Puffer zur Reinigung SEC
Saulenvolumen 24 ml

FlieRgeschwindigkeit 1,5 ml min~"

Fraktionsvolumen 500 pl

3.2.8 Trichloressigsaure-Fallung
Zur Prazipitation der Proteine stark verdunnter Proteinlosungen wurden diese mit
Trichloressigsaure prazipitiert. Hierzu wurden 4 Teile Proteinldsung mit einem Teil
TCA (100 % (m/v)) gemischt und fir 30 min bei 4 °C inkubiert. AnschlieRend wurde fiir 10 min
bei 13.000 g und 4 °C zentrifugiert. Der Uberstand wurde sehr griindlich entfernt und das Pellet
unter wiederholtem Zentrifugieren dreimal mit 875 pl eiskaltem Aceton gewaschen. Zwischen
den Waschschritten wurde die Mischung jeweils flir 5 min bei 4 °C inkubiert. Zur vollstandigen
Entfernung des Acetons wurde das Zellpellet im gedffnetem Eppendorfgefald bei 70 °C im
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temperierten Heizblock getrocknet. Das trockene Pellet wurde in 20 yl PBS-Puffer
resuspendiert.

3.3 Herstellung der Transportproteine in S. cerevisiae

Alle S. cerevisiae-Kulturen wurden so hergestellt, dass das Kulturvolumen jeweils einem
Flnftel des Kulturgefalles entsprach. Hefen des Stammes W303 1A 4jen1 Aady2 wurden vor
der Transformation in YPD-Medium und nach der Transformation in SD-AHLW-Medium
inkubiert. NY17-Hefen wurden vor der Transformation ebenfalls in YPD-Medium inkubiert und
nach der Transformation in SD-Medium ohne weitere Zusatze. Die Zellen wurden insofern es
nicht anders angegeben ist bei 29 °C inkubiert. Flussigkulturen wurden bei 29 °C und
220 U min™ inkubiert. Fur die Bestimmung der ODew am BioPhotometer wurden
Polystyrolkivetten verwendet. Die Bestimmung erfolgte gegen das jeweilige Medium oder
Lésungsmittel als blank. Je nach Dichte der Zellkultur wurde eine geeignete Verdinnung
gewahlt. So wurde eine besonders hoch gewachsene Vorkultur 1:9 verdinnt, um die ODeoo zu
bestimmen, wahrend eine weniger hoch gewachsene Kultur 1:1 verdinnt wurde.

3.3.1 Chemische Transformation

Fir die chemische Transformation der S. cerevisiae, angelehnt an die Lithiumacetat/ss-carrier-
DNA/PEG-Methode, wurden naive Zellen aus einem Glycerolstock auf YPD-Agarplatten
ausgestrichen und fiir 3 bis 5 Tage bei 29 °C inkubiert. Ein einzelner Klon wurde in 5 ml YPD
Uber inkubiert. Am nachsten Tag wurde die optische Dichte dieser Vorkultur bestimmt und
50 ml YPD-Medium so angeimpft, dass eine ODeoo von 0,2 bis 0,3 erreicht wurde. Diese
Hauptkultur wurde fiir 2 bis 3 h, entsprechend einer Generationszeit der naiven Hefe, unter
gleichen Bedingungen wie die Vorkultur wachsen gelassen. Bei einer ODgoo von 0,6 bis 0,8
wurden die Zellen bei 2000 g fur 5 min bei 4 °C in einem sterilen Falcontube geerntet. Das
Zellpellet wurde mit 25 ml eiskaltem autoklaviertem Aqua bidest. gewaschen, erneut pelletiert
und in 1 ml Aqua bidest. resuspendiert. Pro Transformationsansatz wurden 100 pl dieser
Zellsuspension fir 30 s bei 18.000 g pelletiert und dann mit 360 pl Transformationsmix und je
0,5 ul Plasmid-DNA-L6sung (3.1.2) versetzt und resuspendiert. Das Pipettierschema fir den
Transformationsmix ist Tabelle 3.6 zu entnehmen. Und wurde bei Bedarf entsprechend
hochskaliert.

Tabelle 3.6: Zusammensetzung chemischer Transformationsmix fiir S. cerevisiae

Reagenz Volumen
PEG 3500 (50 % (w/v)) 240 pl
Lithiumacetat (1 M) 36 pl
ss-carrier-DNA* 50 pl
Autoklaviertes dd H,O 33,5 ul
Plasmid-DNA-L&sung 0,5 ul
Gesamt 360 pl

*Die ss-carrier-DNA wurde vor jeder Benutzung 5 min aufgekocht und dann konstant auf Eis
gehalten.

Die Zellen in dem Transformationsmix wurden fir 30 bis 60 min bei 42 °C inkubiert.
AnschlieRend wurden die Zellen wie zuvor pelletiert, der Transformationsmix vorsichtig
abgenommen und das Zellpellet in 1 ml autoklaviertem Aqua bidest. resuspendiert. Die
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Zellsuspension wurde 1:10 verdinnt. Hiervon wurden 100 bis 200 ul auf SD bzw. SD-AHLW-
Agar-Platten ausplattiert und fiir 3 bis 5 Tage bei 29 °C inkubiert. Die Zellen wurden alle drei
bis vier Wochen auf frische Agarplatten umplattiert.

3.3.2 Dauerkulturen

Zur Sicherung eines naiven oder transformierten Hefeklons wurden Dauerkulturen angelegt.
Hierfir wurde entweder ein einzelner Klon von einer Agarplatte in 5 ml des passenden
Mediums Uber Nacht inkubiert oder eine zuvor schon angewachsene Kultur eines einzelnen
Klons 1:1 mit autoklaviertem Glycerol 80 % versetzt gut durchmischt und bei —80 °C gelagert.

3.3.3 Wachstumskurven und Ermittlung von Generationszeiten

Zur Ermittlung der Generationszeit transformierter Hefeklone
(Hefestamm W303 1A 4djen1 Aady2) wurden diese nach erfolgter Transformation (3.3.1) Gber
Nacht in 5 ml SD-AHLW-Medium inkubiert. Am folgenden Tag wurden 100 pl dieser Zellkultur
in frische 5 ml Medium Uberfiihrt und wieder ber Nacht inkubiert. Von dieser Ubernachtkultur
wurde am nachsten Morgen die ODego in einer 1:9-Verdlinnung am BioPhotometer bestimmt.
AnschlieRend wurde eine 25-50 ml Hauptkultur mit dieser Vorkultur so angeimpft, dass eine
Start-OD von 0,2 eingestellt war. AnschlieRend wurde Uber neun bis zehn Stunden jede
Stunde die ODsoo bestimmt. Die daraus ermittelte Generationszeit bildet das exponentielle
Wachstum der Hefen ab. Zusatzlich wurde in gleicher Weise abends eine Ubernacht-
Hauptkultur angesetzt, die so angeimpft wurde, dass sie am nachsten Morgen zu einer
bestimmten Uhrzeit eine ODgoo von 0,7 — 1 erreichen sollte. Die Start-OD am Abend wurde
bestimmt. Nach 12 bis 16 Stunden wurde die OD erneut bestimmt. So wurde die jeweilige
Generationszeit inklusive der lag-Phase fur die Uberprifte Zeitspanne ermittelt. Nach diesem
Prinzip wurden laufend die Generationszeiten nahezu aller Hefeklone bestimmit.

3.3.4 Proteinherstellung in S. cerevisiae W303 1A djen1 Aady2

Um das gewinschte Protein in gréRerer Menge flr Funktionsuntersuchungen herzustellen,
wurde nach der Transformation (3.3.1) der S. cerevisiae-Zellen der jeweilige Klon fir 24 h in
5 ml SD-AHLW Medium fiir 24 h vor inkubiert. Nach 24 h wurden 100 ul der Zellsuspension
zum Animpfen von frischem SD-AHLW-Medium verwendet und auf die gleiche Weise
inkubiert. Diese 5 ml-Kultur wurde am nachsten Tag zum Animpfen einer grof3eren Hauptkultur
verwendet. Diese wurde so eingestellt, dass nach 12 und 18 h eine ODegoo von 0,9 bis 1,0
erreicht wurde. Beim Erreichen dieser wurden die Zellen fiir 5 min bei 4°C bei 4000 g geerntet,
mit Wasser gewaschen und bis zur weiteren zeitnahen Verwendung auf Eis gehalten.

3.3.5 Konfokalmikroskopie lebender Hefezellen mit GFP-Detektion

Zur Vorbereitung der Konfokalmikroskopie wurde der zu untersuchende Hefeklon vom Stamm
W303 1A djen1 Aady2 kultiviert. 100 pl einer Vorkultur wurden fir weitere 24 h in frischem
Medium inokuliert. Mit dieser Vorkultur wurden 50 ml frisches SD-AHLW-Medium angeimpft
und Uber Nacht inkubiert. Am nachsten Morgen wurden die Zellen bei 4000 g und 4 °C fur
5 min geerntet und 2-mal mit 25 ml kaltem Aqua bidest. gewaschen. Im Anschluss wurde die
ODesoo mit Aqua bidest. auf 50 +5 eingestellt und die Zellen bis zur Vermessung auf Eis
gehalten. Es wurden 5 bis 10pl Zellsuspension auf einen Objekttrager. Die
Konfokalmikroskopiebilder wurden von Dr. Christine Desel (Botanisches Institut, CAU Kiel)
aufgenommen und freundlicherweise zur Verfigung gestellt. Die GFP-Fusionskonstrukte
wurden mit einem inversen Zeiss Axio Observer 7 Mikroskop mit konfokaler Laser Scanning
Erweiterung (Zeiss LSM 900) und PA 40.0x1.4 DIC Il OI-Objektiv visualisiert. Zur Anregung
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der Fluorophore wurde ein Laser der Wellenlange 488 nm verwendet und die Fluoreszenz bei
490 bis 586 nm detektiert.

3.3.6 Isolierung der mikrosomalen Fraktion fiir die SDS-PAGE und Western Blot

Zur Isolation der mikrosomalen Fraktion wurden Hefehauptkulturen nach dem gleichen Prinzip
wie bei der Proteinherstellung in S. cerevisiae W303 1A Ajen1 Aady2 (3.3.4) oder S. cerevisiae
NY17 (3.3.8) angesetzt und bis zum Erreichen der angestrebten ODeoo unter den jeweiligen
Bedingungen kultiviert. 50 ml dieser Kulturen wurden bei 4000 g bei 4 °C fur 5 min geerntet,
mit kaltem Aqua bidest. gewaschen, erneut pelletiert und mit 10 ml kaltem TRIS-Puffer (25 mM
TRIS-HCI, 5 mM Na>-EDTA, pH 7,5) gewaschen. Das Zellpellet wurde fir mind. 30 min bei
—80 °C eingefroren. Nach dem Auftauen auf Eis wurde das Zellpellet mit 0,5 ml kaltem TRIS-
Puffer versetzt und in ein 15 ml Falcontube mit 0,5 g sauregewaschenen Glas beads
(2 0,5 mm) Uberfuhrt. Die Zellen wurden 30 s auf dem Vortex-Mischer geschiittelt und danach
1 min auf Eis stehen gelassen. Dies wurde 12 bis 15-mal wiederholt. Danach wurden die
Glaskugelchen und grofiere Zellbestandteile durch Zentrifugation bei 1000 g bei 4 °C fir 5 min
abgetrennt. Der Uberstand wurde sorgfiltig abgenommen und auf Eis gehalten. Die
verbliebenen Zelltrimmer wurden erneut mit 0,5 ml kaltem TRIS-Puffer versetzt und erneut im
gleichen Vortex-Zyklus bearbeitet. AnschlieRend wurde auf gleiche Weise der Uberstand
abgetrennt und mit dem ersten 1000 g -Uberstand vereinigt. Die vereinigten Uberstande
wurden fir 5 min bei 4 °C und 10.000 g zentrifugiert. Der Uberstand wurde in ein UZ-
geeignetes Eppendorfgefald tberfihrt. Das 10.000 g-Zelllysatpellet wurde in 100 yl Phosphat-
Puffer (100 mM Na;HPO4, 50 mM NaCl, pH 8,0) zur Aufbewahrung resuspendiert und die
Gesamtproteinkonzentration bestimmt (3.2.1). Der Uberstand wurde fir 45 min bei 100.000 g
und 4 °C zentrifugiert. Der Uberstand wurde sorgfaltig vom Pellet der mikrosomalen Fraktion
entfernt. Im Anschluss wurde das Pellet in 100 pyL Phosphatpuffer resuspendiert. Der
Gesamtproteingehalt des 100.000 g-Pellets wurde ebenfalls bestimmt (3.2.1) und anteilig mit
SDS-Ladepuffer versetzt und entsprechend mithilfe der SDS-PAGE (3.2.2) untersucht.

3.3.7 Protoplastierung von S. cerevisiae W303 1A 4jen1 Aady2

Es wurden 50 ml einer Ubernacht-Hefekultur (3.3.3) bei einer ODgoo von 1,0 = 0,1 in einem
zuvor tarierten Falcontube bei 4000 g und 4 °C fur 5 min geerntet und anschlielend in 3 ml
MOPS-Puffer (50 mM MOPS, 0,2 % (v/v) B-Mercaptoethanol, pH 7,2) fur die Protoplastierung
resuspendiert. Anschlieend wurden die Zellen erneut bei 2000 g und 4 °C fur 5 min pelletiert,
der Uberstand sorgfaltig entfernt und die Zellen fir 15 min 30 °C und 140 U min™" im
Waschpuffer inkubiert. Im Anschluss erfolgte der Zellwandverdau mit 100 mg BSA, 400 U
Zymolase pro Gramm Pellet und 4 ml MOPS-Puffer (50 mM MOPS, 1,8 M D-Saccharose,
0,2 % (v/v) B-Mercaptoethanol, pH 7,2) Gber 60 min bei 30 °C und 140 U min™'. AnschlieRend
wurde der Uberstand durch Zentrifugation fiir 5 min bei 4 °C und 2000 g abgetrennt und das
Protoplasten-Pellet in 5 ml MOPS-Puffer (10 mM MOPS, 1,2 M D-Saccharose, 50 mM NaCl,
5 mM CaCl,, pH 7,2) gewaschen und anschlielend in 2 ml von diesem resuspendiert und bei
4 °C gelagert. Die ODesoo Wurde bestimmt, um die zu vermessenden Protoplasten spater auf
eine ODeoo von 4,0 einzustellen. Vor der Vermessung wurden die Protoplasten 24 bis 72 h im
Kuhlschrank gelagert.

3.3.8 Proteinherstellung S. cerevisiae NY17

Fir die Proteinherstellung in S. cerevisiae vom Stamm NY17 erfolgte eine chemische
Transformation der Hefezellen (3.3.1). Bei diesem Hefestamm wurden die transformierten
Zellen auf SD-Agarplatten ausplattiert. Die Klone wurden fiir 24 bis 48 h in 5 ml SD-Medium
unter gleichen Bedingungen wie in 3.3.4 inokuliert. Fur eine groRere Menge Protein wurden
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50 bis 500 ml SD-Medium so angeimpft, dass nach 12 bis 18 h Inkubationszeit eine ODgoo von
0,7 £ 0,1 oder 2,0 + 0,2 erreicht wurde. Die Inkubationstemperatur wurde anschliefend 1 bis
2 h auf 37 °C erhoht. Nach der Wachstumsphase bei erhdéhter Temperatur wurde die ODeoo
gemessen und die Zellen fir 5 min bei 4 °C und 4000 g geerntet, mit 20 ml kaltem Aqua bidest.
und danach mit 10 ml kaltem TRIS-Puffer (25 mM TRIS-HCI, 5 mM Na,-EDTA, pH 7,2)
gewaschen. Das gewaschene Zellpellet wurde bis zur weiteren Verwendung auf Eis gehalten
oder bei —80 °C gelagert.

3.3.9 Isolierung sekretorischer Vesikel von S. cerevisiae NY17

Zur funktionellen Charakterisierung der von S. cerevisiae NY17 in Vesikeln hergestellten
Proteine wurden die Zellen wie in 3.3.8 beschrieben kultiviert. Nach dem Ernten erfolgte ein
Zellaufschluss wie in 3.3.6 beschrieben. Im Unterschied dazu wurden aber die erhaltenen
100.000 g-Pellets nach dem Wiegen mit taglich frisch sterilfiltriertem HEPES/TRIS-Puffer
(10 mM HEPES/TRIS, 20 mM KCI, 250 D-Saccharose, pH 7,2) auf 5 bis 50 mg
Membranfraktion-Feuchtgewicht pro ml eingestellt. Zusatzlich wurde die ODeoo bestimmt. Die
resuspendierten Zelltrimmer wurden zur Homogenisierung 5-mal durch eine 25 Gauge-
Kanulle gezogen. Die Vesikel wurden bis zur direkten Verwendung auf Eis gehalten. Bei der
Praparation der Vesikel wurde sich an Rebbeor et al. (1998) orientiert.

3.4 Herstellung der Transportproteine in D. discoideum

Die Wiedereinfihrung der Kultivierung von D. discoideum im Arbeitskreis wurde im Rahmen
einer Masterarbeit von Robin Hertel durchgefuhrt. Alle Arbeiten mit diesen Zellen erfolgten
unter moglichst aseptischen Bedingungen unter der Sterilwerkbank. Flussigkulturen in der
Petrischale (& 10 cm) wurden bei 22 °C inkubiert. Schuttelkulturen wurden in mit einem
sauerstoffdurchlassigen Styroporstopfen versehenen Schikanekolben bei gleicher Temperatur
bei 150 U min~" inkubiert.

3.4.1 Kultivierung von D. discoideum aus Sporen

Zur Kultivierung von nicht transformierten D. discoideum AX2 Zellen wurden bei —80 °C
gelagerte Sporen (von Robin Hertel im Rahmen einer Masterarbeit hergestellt) mdglichst rasch
in 10 ml HL5-Medium einer Petrischale ausgebracht. Das Medium enthielt zusatzlich 1 %
Glukose sowie 200 units Penicillin pro Liter und 0,2 mg Streptomycin pro Liter. Die Zellen
wurden vier bis funf Tage inkubiert. Anschliefend wurde die nun konfluent bewachsene Schale
entweder gesplittet oder zum Animpfen einer Schittelkultur verwendet. In beiden Fallen wurde
das HL5-Medium vorsichtig am Rand der Schale abgesaugt. Durch Zugabe von ca. 3 bis 4 ml
neuem HL5-Medium und vorsichtiges Schwenken der Petrischale wurden tote Zellen und
Zelltrimmer von der Schicht konfluenter Zellen heruntergespilt und ebenfalls verworfen. Die
Zellen wurden durch wiederholtes rauf und runter pipettieren mit 2 ml Medium tber die ganze
Platte vorsichtig abgelost. Zum Zahlen wurden die Zellen 1:1000 verdinnt. Zum Animpfen
einer Uber Nacht Schittelkultur wurden 2 ml resuspendierter Zellen vollstéandig in 100 ml
frisches HL5-Medium Uberflhrt. Wurde die Platte gesplittet, wurden 10 bis 1000 pl auf eine
neue 10 ml HL5-Medium enthaltende Platte Uberfluhrt und der Rest Zellsuspension verworfen.
Die alte Platte wurden ebenfalls mit frischem Medium versehen. So wurde sichergestellt, dass
alle zwei Tage eine konfluent bewachsene Platte zur Verfligung stand. Es wurde darauf
geachtet, dass die Platte nicht zu dicht bewachsen war. Die Zelldichte (3.4.4) sollte zwischen
1%10* bis 5+10° Zellen ml~" liegen.
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3.4.2 Mediumwechsel

Zum Wechseln vom Medium wurde das alte Medium vorsichtig am Rand der Petrischale
abgesaugt und neues Medium vorsichtig hinzugegeben. Je nach Dichte oder Viabilitat der
Zellen wurde zwischendurch mit Medium gewaschen. Hierfur wurden die Zellen zuvor unter
dem Mikroskop angeschaut. Lagen viele abgestorbene Zellen vor, wurden diese mit frischem
Medium geldst und entfernt. Waren die Zellen nach einer Elektroporation (3.4.5) noch nicht
am Boden der Petrischale angehaftet, wurde auf den Waschschritt verzichtet.

3.4.3 Flussig-Schittelkultur

Um eine groRere Menge Zellen zu gewinnen, wurde von einer konfluent bewachsenen Platte
(3.4.1) eine Flussigkultur Uber Nacht angelegt. Daflir wurden die Zellen vollstandig in 100 ml
HL5-Medium Uberfiihrt. Die Kultur wurde fiir ca. 24 h bei 22 °C und 15 U min~" inkubiert. Die
Zelldichte (3.4.4) betrug nach der Inkubation 2x10° bis 5+10° Zellen mI~". Beim Anlegen einer
Schittelkultur von transformierten Zellen (3.4.5), wurde G418 mit einer Endkonzentration von
10 ug ml~" zugesetzt.

3.4.4 Bestimmung Zelldichte

Zur Bestimmung der Zelldichte wurde die in 2 ml resuspendierten Zellen einer konfluent
bewachsenen Petrischale 1:100, die Zellen einer Flussig-Schuttelkultur 1:10 und die Zellen fur
den "C-Transportassay 1:1000 verdiinnt. 10 pl Zellsuspension wurden auf die vorbereitete
Fuchs-Rosenthal-Zahlkammer gegeben. AnschlieRend wurden die Zellen pro GroRRquadrat
gezahlt. Insgesamt wurden fuinf der sechzehn Grof3quadrate ausgezahlt und anschlie3end der
Mittelwert bestimmt. Uber die Verdinnung der Zellsuspension und das Volumen der
Zahlkammer von 3,2 ul konnte die Zellzahl pro ml berechnet werden. Zusatzlich wurde die
ODesoo der ausgezahlten Zellsuspension am BioPhotometer bestimmt, um eine Korrelation
zwischen der ODggo und der Zellzahl zu ermitteln. Im spateren Verlauf der Arbeit wurde nur die
ODsoo gemessen.

3.4.5 Elektroporation: Transformation von D. discoideum
Die Elektroporation der D. discoideum Zellen erfolgte in Anlehnung an dictybase.org
techniques.

Es wurde eine 100 ml Flussig-Schittelkultur (3.4.3) mit einer Zelldichte von ca.
2%10° Zellen mI™" zu je 50 ml bei 500 g und 4 °C fir 10 min geerntet. Das Zellpellet wurde
2-mal mit 25 ml eiskaltem H-50-Puffer gewaschen und anschlielend jeweils in 2,2 ml
eiskaltem H-50-Puffer resuspendiert. Die Zellen wurden kontinuierlich auf Eis gehalten. Es
wurden pro Elektroporation und Konstrukt 400 pl Zellsuspension in eine sterile 10 ug Plasmid-
DNA enthaltene Elektroporations-Kivette pipettiert. Die Zellen wurden bei 0,6 kV und 50 pF
mit zwei Pulsen elektroporiert. Die time Konstante betrug zwischen 0,6 und 0,9 msec. Die
Zellen wurden 5 min auf Eis gehalten und anschlieRend in eine 10 ml HL5-Medium enthaltene
Petrischale Uberfuhrt. Nach 24 h wurde der Selektionsmarker G418 in einer Endkonzentration
von 10 ug mi~' hinzugegeben. Das Medium wurde alle 3 bis 5 Tage vorsichtig gewechselt und
die Zellen unter dem Mikroskop dokumentiert. Abgestorbene Zellen wurden sorgfaltig entfernt.
Nach ca. 5 Tagen wurde von den selektierten Zellen eine Flissig-Schuttelkultur (3.4.3) zur
Proteinherstellung angelegt.

3.4.6 D. discoideum-Lysat fiir die Western Blot-Analytik

Zur Uberprifung der Proteinherstellung wurden Zelllysate fiir die Western Blot-Analytik

gewonnen. Hierfir wurden 50-100 ml einer Flussig-Schuttelkultur (3.4.3) bei 500 g und 4 °C

fur 10 min geerntet, mit 25 ml eiskaltem SP-Puffer (pH 6,5) gewaschen und nach dem
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Waschen in 1 ml eiskaltem SP-Puffer (pH 6,5) resuspendiert und bei —80 °C gelagert. Fir den
Aufschluss wurden 4 bis 5 Zyklen Temperaturwechsel von 8 min bei 37 °C und 6 min bei
—80 °C durchlaufen. Im Verlauf der Arbeit wurde ein Vortex-Schritt nach dem Auftauen
erganzt. Das Zelllysat wurde fiir 15 min bei 4 °C und 10.000 g und der entstandene Uberstand
flr 45 min bei 4 °C und 100.000 g zentrifugiert. Die erhaltenen Pellets wurden in 40 bis 200 pl
SP-Puffer (pH 6,5) resuspendiert. Die Proteingesamtkonzentration wurde bestimmt (3.2.1) und
entsprechend mit SDS-Ladepuffer versetzt und fiir 30 min bei 37 °C inkubiert.

3.5 Funktionelle Charakterisierung der Transportproteine aus dem
zellbasierten System

3.5.1 'C-Transportassay

Der “C-Transportassay zur funktionellen Charakterisierung basiert auf der Aufnahme von
anteilig "*C-markierten Substrat in die Hefezelle und wurde bereits in der Literatur beschrieben
(Wu et al. 2015). Fir neun bis zwolf geplante Messpunkte wurden 50 ml Hefezellkultur mit
einer ODgoo von 1,0 + 0,1 angesetzt. Die Zellen wurden fur 5 min bei 4000 g und 4° C geerntet
und mit Aqua bidest. gewaschen. Die Zellpellets wurden kontinuierlich auf Eis gehalten. Vor
Beginn der Messung wurden die Hefezellen im jeweiligen Messpuffer resuspendiert und auf
die gewilinschte ODeoo eingestellt. 80 pl einer Hefezellsuspension mit einer ODggo von 50 + 5
entsprachen 5,6 mg Hefezellmasse.

Zur funktionellen Charakterisierung der in D. discoideum hergestellten Proteine wurde wie in
3.5.1 vorgegangen. Die Zellen einer D. discoideum Flissig-Schittelkultur (3.4.3) wurden nach
1 bis 2 Tagen Inkubation verwendet, wenn eine auseichend hohe Zellzahl erreicht war. Nach
Bestimmung der ODgoo wurden die Zellen fiir 10 min bei 500 g und 4 °C geerntet. Das Zellpellet
wurde bis zur Messung auf Eis gehalten. Die Zellen wurden Uber die Korrelation zwischen
ODeoo und Zellzahl auf eine Zellzahl von 1+10” Zellen ml~" eingestellt. Als Messpuffer wurde
ein genau definierter SP-Puffer verwendet. Die Messungen wurden insofern es nicht anders
angegeben ist bei pH 5,8 durchgefiihrt. Bei der Vermessung der D. discoideum-Zellen wurde
auf Vortex- und harsche Durchmischungsschritte verzichtet. Die Zellen wurden durch
langsames Auf- und Abpipettieren durchmischt.

Soweit nicht anders angegeben, wurden entsprechend 80 pl einer Zellsuspension mit einer
ODsoo von 50 + 5 mit einem Gradienten von 1 mM Substrat und 0,04 uCi Aktivitat bei
Raumtemperatur vermessen. Funf bis zehn Minuten vor Beginn der Messung wurde die
Zellsuspension vom Eis genommen und zum Zeitpunkt t = 0 mit 5x Substratldsung versetzt.
Die 5x Substratlésung bestand dabei aus nicht markiertem Substrat, das in einem Verhaltnis
von 1:138, resultierend in einer Gesamtaktivitdt von 0,04 uCi pro Probe, mit radioaktiv
markiertem Substrat gespiked wurde. Fur einzelne Proben wurden 80 ul Zellsuspension mit
20 pl Substratlésung versetzt. In der batch Methode, die fur die zeitabhangige Aufnahmekurve
herangezogen wurde, wurde pro Messzeitpunkt ein Uberschuss von 8 pl Zellsuspension und
2 yl Substratldsung kalkuliert und dann alle Messzeitpunkte nacheinander aus einem
Reaktionsgefall vermessen. Insgesamt wurden je Messzeitpunkt 100 yl Zell-Substrat-
Suspension auf einen Whatman GF/C™ Filter gegeben, mit 6 bis 7 ml kaltem Wasser gesplilt
und in 3 ml Szintillationscocktail in einem Szintillationsvial Uberfihrt. Die auf dem Filter
zurlickgehaltenen und gewaschenen Hefe- oder D. discoideum-Zellen enthalten das anteilig
radioaktiv markierte aufgenommene Substrat. Die Menge des aufgenommenen Substrates
variierte in Abhangigkeit des zu untersuchenden Proteins und Substrates. Nach 24 h wurden
die Signale im Tri-Carb 2900 TR Liquid Szintillation Analyzer detektiert. B-Strahlung, die beim
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Zerfall der instabilen Atome zu "N entsteht, regt die Molekiile im Szintillationscocktail an. Das
dabei entstehende Fluoreszenzsignal wird vom Detektor erfasst. Dem Zerfall von C wird
Strahlung im Energiebereich von 4 bis 156 keV zugeordnet, also werden die counts pro Minute
in diesem Bereich zur Auswertung einbezogen. Variable Parameter in dieser Methode waren
der pH-Wert des Messpuffers, die Hefemasse oder D. discoideum-Zellzahl, die Substrate (Na-
Formiat, Na-Acetat, Na-L-Laktat oder Na-Propionat), die Messtemperatur und die eingesetzte
Radioaktivitdt. In dieser Arbeit wurden unterschiedliche Konstrukte auf ihre Fahigkeit
verschiedene Monocarboxylate bei unterschiedlichen pH-Werten in unterschiedlichen
Zeitraumen zu transportieren untersucht. Die Stoffmenge, die sich unter den definierten
Messbedingungen in der Zelle befand, wurde mit folgender Formel berechnet:

counts n
Aufnahme = Probe , —Substrat Formel 3.3
COUNtSax x

countsprobe: counts in der Probe

Nswstrat: Stoffmenge Substrat gesamt

countsmax: maximale Aktivitat der gespikten Substratldsung

X: muete (Masse der eingesetzten Hefe in mg) oder Zellzahl (D. discoideum; 80 pl entsprachen
ca. 1+10° Zellen.)

Die erhaltenen Messwerte wurden gegen die Zeit aufgetragen und dann exponentiell
(Exponential plateau) oder linear gefittet. Transportraten wurden aus der initialen Steigung in
den ersten 30 bis 120 s bei einem linearen Fitting berechnet. Andernfalls wurde der k-Wert der
Exponentialgleichung herangezogen.

Exponential plateau:

Die Funktion beschreibt ein exponentiell ansteigendes, auf ein Maximum beschranktes
Wachstum.

Yy =yu— u—yo) xe™* Formel 3.4
ym: maximale Aufnahme

yo: Startpunkt der Aufnahme

k: Ratenkonstante

Gerade:

Die Funktion beschreibt einen linearen Verlauf.

y=m*x+b Formel 3.5

m: Steigung
b: Ordinatenabschnitt

3.5.2 Lichtstreuungsassay mit der stopped flow-Apparatur

Der Lichtstreuungsassay basiert auf der Anderung der Lichtstreuung durch

GroRenveranderung schwellender und schrumpfender Protoplasten, Vesikel oder

Proteoliposomen in einem hyperosmolaren Puffer. Protoplasten wurden in einem MOPS-

Puffer (10 mM MOPS, 50 mM NacCl, 5 mM CaCl;, 1,2 M D-Saccharose, pH 7,2) vermessen.
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Die Vesikel wurden in HEPES/TRIS-Puffer (10 mM HEPES/TRIS, 20 mM KCI, 250 mM D-
Saccharose, pH 7,2) unter hypertonen Bedingungen vermessen. Proteoliposomen wurden in
einem HEPES/KOH-Puffer (20 mM HEPES, 2 mM B-Mercaptoethanol, pH 6,8) vermessen.
Die gewUlinschten pH-Werte fir die jeweilige Messung wurden durch Variation des pH-Wertes
des Substratpuffers erreicht, der so eingestellt wurde, dass er im Verhaltnis 1:1 den
gewinschten pH-Wert lieferte. Fur die Messung wurde die Protoplasten-, Vesikel- oder
Proteoliposomensuspension im Verhaltnis 1:1 mit einem hypertonen Substratpuffer in der
Mischkammer der stopped flow-Apparatur gemischt. Das Streulicht wurde im 90°-Winkel zur
Lichtquelle Gber einen definierten Zeitraum gemessen (Abbildung 3.4). Die Lichtstreuung
wurde in Volt gegen die Zeit aufgetragen. Es wurden immer Transportprotein herstellende
Hefezellen oder Vesikel bzw. Proteoliposmen sowie mit Leerplasmid transformierte
Hefeprotoplasten oder Vesikel bzw. Leerliposomen, analog zum '*C-Transportassay (3.5.1)
vermessen, um das Hintergrundsignal zu definieren. Gerateparameter sind Tabelle 3.7 zu
entnehmen.

Protoplasten-
suspension

im 90° -Winkel :

Lichtstreuung
| s—

Assaypuffer

Abbildung 3.4: Schematische Abbildung Messprinzip stopped flow-Apparatur. Die beiden Reservoirs
sind zum einen mit Probe und zum anderen mit dem jeweiligen Substrat-Puffer gefiillt und werden im
Verhéltnis 1:1 gemischt.

Tabelle 3.7: Gerateparameter fir Lichtstreuungsassay

Parameter Wert

Lampe Quecksilber/Xenon
Filter 524 nm
Mischungsverhaltnis 1:1

Volumen pro Schuss 78 — 150 pl

Flussrate

Start Datenerfassung
Aufnahmeserie
Kanal

Weitere Einstellungen
sampling period
Endzeit

Datenpunkte
Verstarker
Output-Filter
Photomultiplier

8 — 16 ml s™' zu je 4 ml pro Probenreservoir
10 ms vor dem Stopp
Streulicht in Volt

1

trigger

2-20ms

variabel

variabel

600 — 800 mV

300 ps

400 x V

Die Auswertung der aufgenommenen Kurven erfolgte mit Hilfe der Software Bio-Kine32®
V4.74.2. Hierzu wurden 4 bis 9 Kurven gemittelt und normiert. Der Startpunkt 20 ms zum
Koordinatenursprung verschoben und mit einem Multiplikationsfaktor auf den Maximalwert von

51



Methoden

1 V gestaucht oder gestreckt. Die Kurve lie} sich nach dem fitting mit folgender zweiphasiger
Exponentialgleichung beschreiben:

y=at+b—c,ewt +cy, e %ott Formel 3.6

a: Steigung

t: Messzeit

b: Streulichtsintensitatswert nach unendlicher Messzeit
cw: Amplitude Wasserausstrom

dw: Ratenkonstante Wasserausstrom

Csol: Amplitude Soluteinstrom

dsoi: Ratenkonstante Soluteinstrom

Fir den Soluteinstrom wurde die 1. Ableitung des zweiten Terms einzeln betrachtet:

Y = Csop * € sott Formel 3.7
Y' = —dggp * Csop * €™ %0l Formel 3.8
Bei t=0 entsprach der Wert der initialen Ratenkonstante dem Soluteinstrom kso:

kg=| —ks* c | Formel 3.9
Die Werte fir csol und dsoi wurden aus der Fittingfunktion Gbernommen.

Die Differenz aus der Transportrate der Protoplasten mit heterolog hergestelltem
Transportprotein und den mit Leerplasmid transformierten Hefezellen beschrieb die
Transportrate des Soluts:

ks = ks(Protein) — k, (Leer) Formel 3.10

Fir Funktionsuntersuchungen der in den Vesikeln der NY17 Hefen befindlichen Proteine
wurden die Vesikel wie in 3.3.9 beschrieben gewonnen und im Anschluss wie oben
beschrieben in einem HEPES/TRIS-Puffer (10 mM HEPES/TRIS, 20 mM KCI, 250 mM
D-Saccharose, pH 7,2) vermessen und ausgewertet. Es wurden Natrium-Formiat-Gradienten
im Bereich von 5 mM bis 10 mM vermessen.

3.6 Zelifreie Proteinproduktion
Eine weitere Moglichkeit der Proteinproduktion stellte die praparative zellfreie
Proteinproduktion dar. Die Durchfiihrung erfolgte in Anlehnung an Schwarz et al. (2007). Es
wurden alle Komponenten, die eine Zelle zur Proteinproduktion bendtigt Gber das continuous-
exchange-cell-free-System (CECF) zugefihrt. Beim CECF liegen zwei durch eine
semipermeable Membran getrennte Bereiche vor, der RM und der FM. Der reaction mix enthalt
alle fur die Transkription und Translation notwendigen Komponenten. Entlang des
Konzentrationsgradienten findet ein Austausch aller niedermolekularer Komponenten tber
eine semipermeable Membran statt. So wurden der Proteinbiosynthese Uber den
volumindseren feeding mix kontinuierlich frische Edukte zur Verfigung gestellt. Stérende
Nebenprodukte wie Pyrophosphat wurden auf diese Weise gleichzeitig verdinnt.
Membranproteinen wurde ein geeignetes Detergens zugegeben. Alle bendtigten
niedermolekularen Bestandteile lagen als Stammldsungen vor und wurden nach dem Auftauen
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als Mastermix (MM) zusammen pipettiert. Hohere molekulare Bestandteile wie Enzyme,
Ribosomen und tRNA wurden gesondert direkt in die Reaktionskammer gegeben.

3.6.1 Herstellung S30-Extrakt

Ein wichtiger Bestandteil des reaction mix in der zellfreien Proteinsynthese stellt der S30-
Extrakt dar. Dieser enthalt vor allem bakterielle Ribosomen, Transkriptions- und
Translationsfaktoren sowie auch die fur die Proteinbiosynthese bendtigte Aminoacyl-tRNA-
Synthetase. Der S30-Extrakt wurde in Anlehnung an (Schwarz, Junge, et al., 2007) hergestellt.
Es wurde ein Glycerolstock von E. coli vom Stamm BL21 (DE3) tiber Nacht bei 37 °C Grad auf
LB-Agar inkubiert. Am nachsten Morgen wurde eine Kolonie Uber ca. sechs bis acht Stunden
in 5 ml LB-Medium bei 37 °C 6 U min™ inokuliert. AnschlieBend wurden 0,5 ml dieser Vorkultur
zum Animpfen einer 50 ml Hauptkultur im 250 ml Kolben verwendet und tiber Nacht bei 37 °C
und 200 U min™ inokuliert. Diese Kultur wurde am Folgetag zum Animpfen von frischem
Medium verwendet. Die 5L Medium beinhalteten autoklavierte 4,5 L YPTG-Aminosauren
bestehend aus 80 g Bactotryptone und 50 g Bacto yeast extract, 0,016 mol, 0,08 mol NaCl,
0,025 mM Polypropylenglycol 2000 sowie sterilfiltriert 100 mM Glukose-Monohydrat. Die
angeimpfte Kultur wurde bei 37 °C Uber einige Stunden bis zum Erreichen der exponentiellen
Wachstumsphase unter kontinuierlicher Sauerstoffzufuhr fermentiert. Wahrend der
Fermentation wurde der pH-Wert, die Temperatur, die Luftzufuhr und die ODsoo dokumentiert.
Die Gerateparameter wahrend der Fermentation sowie am Ende des Fermentationsprozesses
sind Tabelle 3.8 zu entnehmen. Die Zellen wurden wahrend der exponentiellen Phase in ihrem
Wachstum durch rasches Kuhlen mit einer Eis-NaCl-Mischung gestoppt. Es wurde eine ODeoo
von 2,5 bis 3,0 angestrebt. Die Zellen wurden in einem Ausschwingrotor bei 4500 g und 4 °C
fur 15 min geerntet. Hierbei wurde die Kultur auf 4 Teile aufgeteilt. und anschlieRend dreimal
mit jeweils 37,5 ml S30-Puffer A gewaschen. Im letzten Schritt wurden die Zellpellets hierbei
fur 30 min bei 8000 g und 4 °C zentrifugiert. Die feuchten Zellpellets wurden gewogen und bis
zu ihrer weiteren Verwendung bei —80 °C gelagert. Fir den Zellaufschluss wurden alle vier
Zellpellets aufgetaut und in 110 % des Pelletgewichts an S30-Puffer B resuspendiert.

Tabelle 3.8: Parameter Fermentationsprozess

Parameter Kennwert

Fermenation Temperatur 37 °C
Rotorgeschwindigkeit 900 U min™’
Druck Luftzufuhr 1,5 bar
BellUftungsrate 10 vvm

Ende Fermenationsprozess Temperatur 12°C
Rotorgeschwindigkeit 5 U min™
Druck Luftzufuhr 1,5 bar
BellUftungsrate 5vvm

Die resuspendierte Zellmasse wurde zu zwei Teilen vereinigt und an der FrenchPress durch
dreimaliges Durchlaufen eines Hochdruck-Homogenisators bei ca. 20.000 psi aufgeschlossen.
Das Zelllysat wurde fiir 30 min bei 30.000 g und 4 °C zentrifugiert. Der Uberstand wurde
entfernt. Es wurde darauf geachtet, mdglichst wenig oben schwimmende Lipide und Pellet zu
uberfiihren. Der Uberstand wurde ein zweites Mal fir 30 min bei 30.000 g und 4 °C
zentrifugiert. Der Uberstand wurde gewonnen und durch Zugabe von 4 M NaCl-Lésung auf
eine Konzentration von 0,4 M eingestellt und fir 45 min bei 42 °C im bewegten Wasserbad

inkubiert. AnschlieRend wurde die Mischung in einem Dialyseschlauch mit 14 kDa cut-off
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dberfihrt und fir 2 h unter Rihren bei 4 °C in einem S30-Puffer C dialysiert. Im Anschluss
wurde Uber Nacht in frischem S30-Puffer C erneut dialysiert. Der Inhalt des Dialyseschlauches
wurde am Folgetag erneut bei 30.000 g und 4 °C fiir 45 min zentrifugiert. Der Uberstand
wurde, wie am Vortag gewonnen und zu 255 pl flr einen analytischen oder zu 355 pl fiir einen
praparativen Ansatz aliquotiert. Die Aliquote wurden zugig in Flussigstickstoff eingefroren und
bei —80 °C gelagert.

3.6.2 Zellfreie Proteinproduktion im Zwei-Kompartiment System

Fir die in-vitro Produktion groRerer Proteinmengen wurde das continous-exchange-cell-free-
System (CECF) im Zwei-Kompartiment System angelehnt an Helmstetter et al. (2019), Holm-
Bertelsen et al. (2016) und Schwarz et al. (2007) genutzt (Abbildung 3.5). Hierbei wurden fur
den master-mix zuerst alle niedermolekularen Stoffe und Salze wie Natriumazid 0,05% (m/v)),
Kaliumacetat (150,8 mM), Magnesiumacetat (9,1 mM), Folinsaure (0,1 mg/ml), DTT (2 mM),
PEP (20 mM), AcP (20 mM), Proteaseinhibitor (cOmplete™), PEG 8000 (2 % (v/v)) und HEPES
(91,67 mM)/ EDTA (18,33 mM)- Puffer sowie S30-Puffer vorgelegt. Es folgten NTPs (4,8 mM
ATP, 3,2 mM je GTP, UTP, CTP) sowie ein Aminosaure-Mix mit je 0,50 mM proteinogener
Aminosaure und ein Zusatz von 1 mM ausgewahlter Aminosduren (RCWMDE). Bei
Membranproteinen wurde 0,8 % Brij® 78 zugegeben. Der master-mix wurde auf den reaction-
und feeding-mix aufgeteilt. Fur den r eaction-mix wurden die benétigten Enzyme wie die
Pyruvatkinase (0,08 mg ml") und die T7-RNA-Polymerase (15U pl"), die E.coli-tRNA
(0,7 mg ml™"), RiboLock RNAse Inhibitor (0,3 U ul™"), sowie 35 % (m/v) S30-Extrakt und 250
ng Plasmid-DNA hinzugegeben. Die Volumina wurden mit Aqua bidest. so aufgefllt, dass sich
ein Verhaltnis von 1 ml reaction-mix zu 17 ml feeding-mix ergab. Der reaction-mix wurde mit
einer 1 ml Spritze und 25 Gauge-Kaniile in eine Dialysekasette (10 kDa cut-off) Uberfihrt.
Diese war von dem feeding-mix in einer Reaktionskammer umgeben. Die verschlossene
Kammer wurde fir 20 bis 24 h in einem bewegten Wasserbad bei 30 °C inkubiert. Der reaction
mix wurde der Dialysekasette entnommen und in ein 1,5 ml-Reaktionsgefal3 auf Eis Uberflhrt.
Die Kassette wurde 1x mit 1 ml vom ersten Reinigungspuffer gesplilt. Die Mischung wurde zur
Proteinfaltung 1 h auf Eis inkubiert. Das hergestellte Protein wurde anschlieRend gereinigt. Die
einzelnen Reinigungsfraktionen wurden im Coomassie-Gel (3.2.3) oder Western Blot (3.2.5)
abgebildet. Reinigungsfraktionen wurden vereinigt, aufkonzentriert und fir strukturelle und
funktionelle Charakterisierung weiterverwendet.

Praparativer Maf3stab

Dialysekassette

Dialysemembran

Reaction mixture (RM)

Feeding mixture (FM)

Abbildung 3.5: Zellfreie Proteinsynthese im Zwei-Kompartiment-System (iber eine semipermeable
Membran.

3.6.3 Immobilisierte Metallionen-Affinitatschromatographie (IMAC)

Fir die Aufreinigung der zellfrei hergestellten Proteine standen zwei Mdglichkeiten zur
Verfugung. Eine davon ist die Affinitatsreinigung Uber den C-terminalen Hisio-tag. Dieser
koordiniert Uber Nickelionen an Nickel-Nitrilotriessigsaure-Agarosekugelchen, wodurch zu
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reinigendes Protein immobilisiert wird. Um PfFENT-Wildtyp oder PfFNTG107S wieder zu
eluieren, wurde diese Koordination durch Zusatz von 20 — 500 mM Imidazol zum TRIS/HCI-
Puffer (20 mM, TRIS, 150 mM NacCl, 0,05 % Brij® 78, pH 7,4) wieder geldst. Fiir die Reinigung
von zellfrei hergestelltem MSP1E3D1 wurde ein TRIS-HCI-Puffer (40 mM TRIS, 300 mM NacCl,
pH 8,0) verwendet. AnschlieRend wurde ein TRIS-HCI-Puffer mit Zusatz von TritonX-100
(1 % (v/v)) und Cholinsaure (50 mM) zum Waschen verwendet. Fir die Reinigung wurde der
TRIS-Puffer (40 mM TRIS, 300 mM NacCl, pH 8,0) mit 20 — 500 mM Imidazol versetzt. Es wurde
sich an Rues et al. (2017) orientiert.

Eine 50 %-ige Ni**-NTA-Suspension, welche 0,25 bis 0,33 Volumenanteilen des RM
entsprach, wurde Uber eine Fritte mehrfach mit dem zur spateren Reinigung verwendeten
TRIS-Puffer gewaschen, anschlieBend mit dem gleichen Volumen TRIS-Puffer
wiederaufgenommen und mit dem zellfrei hergestellten Protein bei 4 °C Uber Nacht unter
Rotation inkubiert. Am Folgetag wurde die Suspension auf eine Fritte Uberfiihrt. Uber dieser
entstand so eine Matrixschicht. Der Durchfluss wurde wie alle folgenden Reinigungsfraktionen
aufbewahrt. Zum Waschen der Matrix wurde das 20-fache des Saulenvolumens verwendet,
die Elutionsfraktionen wurden mit dem fiinffachem S&ulenvolumen mit imidazolhaltigem TRIS-
Puffers gespult. Der Imidazolgradient wurde hierbei von 20 mM beim Waschen auf 500 mM
fur die letzte Elutionsfraktion erhéht. Am Ende wurde die Matrix im gleichen Saulenvolumen
wie die Elutionsfraktionen in TRIS-Puffer aufgenommen.

3.6.4 Strep-Tactin™-Reinigung PfFNTG107S

Eine andere Mdglichkeit der Affinitatsreinigung stellt die Reinigung Uber einen Strep-tag dar.
Hierbei wird die Affinitat des Strep-tags zu Streptavidin ausgenutzt. Mit einem Strepll-tag
versehene Mokelkile wurden Uber Strep-Tactin® beschichtete Sepharose® resins
immobilisiert, wahrend andere Bestandteile nicht zurlickgehalten wurden. Hierbei wurde nach
Herstellerangaben nach dem Protokoll Gravity flow column-based protein purification
gearbeitet. Das fur das Probenvolumen passende Saulenvolumen wurde auf eine Fritte
Uberfihrt und mit dem zweifachen Saulenvolumen mit einem TRIS-HCI-Puffer (100 mM TRIS,
150 mM NaCl, 1 mM EDTA, 0,05 % Brij 78, pH 7,6) gewaschen. Die Probe wurde fir 5 min
bei 18.000 g und 4 °C zentrifugiert und der Uberstand auf die Saulenmatrix gegeben. Der
Durchfluss sowie alle Reinigungsfraktionen wurden aufbewahrt. Fir die Waschfraktionen
wurde funfmal das einfache Saulenvolumen an TRIS-Puffer verwendet. Fir die
Elutionsfraktionen wurde sechsmal das halbe Saulenvolumen eines desthiobiotinhaltigen
TRIS-Puffers (2,5 — 5 mM Desthiobiotin, 100 mM TRIS, 150 mM NaCl, 1 mM EDTA, 0,05 %
Brij® 78, pH 7,6) verwendet. Alle Fraktionen wurden in der SDS-PAGE (3.2.3) mit
anschlieRendem Western Blot (3.2.5) untersucht.

3.7 Strukturelle und funktionelle Charakterisierung der zellfrei hergestellten
Proteine

Fir die funktionelle Charakterisierung zellfrei hergestellter Proteine wurden diese in

Liposomem rekonstituiert und in einem Lichtstreuungsassay auf ihr Schwell- und

Schrumpfverhalten unter osmotischem Substratdruck untersucht (3.5.2). Hierzu wurden zuerst

Liposomen hergestellt, in die dann Membranproteine rekonstituiert wurden.

3.7.1 Herstellung Liposomen

In dieser Arbeit wurde nur mit biologischen Lipiden zur Herstellung von Liposomen gearbeitet.
Verwendet wurden hier die Lipide des Avanti E. coli-Lipidextrakt, die im Weiteren nur als Lipide
bezeichnet werden. Fir die Herstellung von Liposomen wurde die erforderliche Menge an
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Lipiden, die zu einer Konzentration von 25 mg ml~' in Chloroform gelést vorlagen, unter
Stickstoffbegasung getrocknet. Hierbei wurde das Reagenzglas gleichmafig auf Eis gedreht
wahrend von oben vorsichtig Stickstoff eingeleitet wurde. An der Reagenzglaswand entstand
ein gleichmaRiger Lipidfilm. Dieser wurde fur 6 h unter Anlegen des Hausvakuums von —450
bis —-600 mbar zur vollstdndigen Entfernung von Lo&semittelrickstdnden getrocknet.
AnschlieRend wurde das Ausgangsvolumen mit einem HEPES-KOH-Puffer (20 mM HEPES,
frisch 2 mM B-Mercaptoethanol, pH 6,8) wieder hergestellt und fir 1 h bei Raumtemperatur
inkubiert. Durch vorsichtiges Vortexen wurde der Lipidfiim resuspendiert. Anschlief3end
wurden die Liposomen zu 5 mg 200 ul-" aliquotiert, in fliissigen Stickstoff eingefroren und bei
-80 °C gelagert.

3.7.2 Herstellung Proteoliposomen mit der Verdiinnungsmethode

Zur Rekonstitution eines aufgereinigten (3.6.3; 3.6.4) und aufkonzentrierten Proteins (3.2.6) in
Liposomen fand die Verdinnungsmethode Anwendung. Hierbei wird bei Zugabe eines
deutlichen gréReren Volumens wassrigen Puffers die CMC des Detergens, in welchem sich
das Protein befindet, unterschritten. Dadurch I6st sich das Protein aus der Detergens-Mizelle
und wird in die Liposomenmembran rekonstituiert. Pro Ansatz wurde ein Liposomenaliquot
(3.7.1) unter Zusatz von 500 uyl HEPES-KOH-Puffer (20 mM HEPES, frisch 2 mM -
Mercaptoethanol, pH 6,8) auf Eis aufgetaut. Die Mischung aus Liposomen und HEPES-Puffer
wurde mit 1,65 ul 15 % Brij® 78 in ein Glasgefalt Gberfihrt und fiir 90 min bei 20 bis 25 °C im
Hotspot eines Ultraschallbads inkubiert. Hierbei wurde darauf geachtet, dass eine Transluzenz
der Mischung erreicht wurde. Im Anschluss wurden 1,65 ul 15 % Brij® 78, 100 ug Protein
zugegeben und mit HEPES-Puffer auf 1000 ul aufgefillt und gemischt. Bei Leerliposomen
wurde das durch das Protein fehlende Volumen mit HEPES-Puffer und anteilig mit 15 % Brij®
78 erganzt. Die Mischung wurde anschlieBend mit einer 21 Gauge-Kanule in 25 ml HEPES-
Puffer in einem Ultrazentrifugationsréhrchen injiziert. Hierbei wurde die CMC von Brij® 78
(0,0005 %) unterschritten. Die Mischung wurde fir 30 min bei RT rotierend inkubiert und
anschlieftend fir 45 min bei 140.000 g und 4 °C zentrifugiert. Das Pellet wurde mit 600 pl
HEPES-Puffer durch vorsichtiges Vortexen resuspendiert und zur Erzeugung von
unilamelaren (Proteo)-Liposomen mit dem liposoFast® Extruder durch 21-fache Passage
einer 200 nm-Membran extrudiert. Alle Ansatze wurden mit HEPES-Puffer auf die gleiche
ODsoo eingestellt.

3.7.3 Dichtegradientenzentrifugation

Zur Uberpriifung der erfolgreichen Rekonstitution des Zielproteins in Liposomen wurde eine
Dichtegradientenzentrifugation durchgefiihrt. Zunachst wurden 350 pl 60%-ige Saccharose-
Losung in einem Zentrifugationsrohrchen (Sefon open-top centrifuge tubes polyclear®,
11 x 60 mm) mit 350 pl Liposomenpraparation gemischt. Anschliefend wurden jeweils 700 pl
Saccharose Lésungen in absteigender Konzentration (25 %, 20 %, 15 %, 5 %, 0 %) mit einem
oben schwimmenden Korkstlck Ubereinandergeschichtet. Der Kork wurde entfernt und die
Gefalte mit HEPES-KOH-Puffer (20 mM, frisch 2mM B-Mercaptoethanol, pH 6,8) ohne
Saccharose-Zusatz austariert. Die einzelnen Schichten wurden nach 6 h Zentrifugation bei
4°C und 164.000 g in einem Swing-Rotor (Beckmann™ SW60Ti, Serie E16601) in
EppendorfgefalRe uberfuhrt, aufkonzentriert (3.2.8) und mittels SDS-PAGE (3.2.2) und
Western Blot untersucht (3.2.5).
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3.7.4 Herstellung Lipid-Protein-NDs mit zellfrei hergestelltem Zielprotein

Die Herstellung der NDs erfolgte in Anlehnung an die von Christian Hansen im Rahmen seiner
Masterarbeit etablierten Methode. Diese Methode ist angelehnt an Bayburt et al., (2002);
Denisov & Sligar, (2016, 2017). Das aufgereinigte und aufkonzentrierte Protein der zellfreien
Proteinsynthese (3.6.2), Lipide (50 mM DOPG in 10% DPC) und das membrane scaffold
protein wurden im Verhaltnis 1:60:2,5 gemischt und fur 30 min bei Raumtemperatur inkubiert.
Im Anschluss erfolgte eine Dialyse in einer Dialysekassette mit semipermeabler Membran tber
Nacht bei 4 °C gegen einen TRIS-HCI-Puffer (10 mM TRIS, 100 mM NacCl, pH 7,7). Der
Dialysepuffer wurde nach 2 h gewechselt. Am Folgetag wurde die Mischung enthommen und
in einem 100 kDa cut-off Amicon®-Zentrifugierfilter bei 4 °C und 2000 g auf 500 l
Gesamtvolumen aufkonzentriert. Im Anschluss wurde bei 4 °C und 10.000 g fir 10 min
zentrifugiert, um prazipitierte Bestandteile vor der Aufgabe in das size-exclusion-
Chromatographiesystem abzutrennen. Die Fraktionen der SEC wurden gesammelt und einer
Western Blot Analytik unterzogen.

3.8 Bioinformatische Methoden

Alignments

Die Primarsequenzen der Proteine wurden nach einem basic local alignment search tool
(blast), das auf einer Ruckubersetzung einer Aminosauresequenz in eine Nukleotidsequenz
(tblastn) basierte der NCBI-Proteindatenbank Sayers et al., (2022) entnommen. Die
Ausgangsaminosauresequenz war hierbei die des im Arbeitskreis gut untersuchten PfFNT.
Datengrundlage war die Reference RNA sequences (refseq_rna) Database. Uber das
Datenbank-Alignment wurden partial mRNA-Sequenzen gefunden. Die Algorithmus-
Parameter waren hierbei wie folgend beschrieben. Uber generelle Parameter wurde eine
maximale Trefferanzahl der Suche auf 1000 festgelegt. Bakterien und Algen wurden von der
Suche exkludiert. Die Signifikanzschwelle (Karlint & Altschult, 1990) wurde auf 0,05 gelegt.
Die WortgroRe, die fir die Ubereinstimmung zugrunde liegt, wurde auf 5 gesetzt. Als
Bewertungsgrundlage wurde eine BLOSUMG62-Matrix ausgewahlt, sie vergibt eine Punktzahl
fur jedes mdgliche Alignment von Aminosaurepaaren in diesem Fall. Als Lickenkosten der
Matrix wurden fir die Entstehung 11 und fir Verlangerung 1 festgelegt. Als Methode der
Matrix-Anpassung wurde eine bedingte kompositorische Anpassung zugrunde gelegt
(Conditional compositional score matrix adjustment). Weitere Alignments wurden mit den
erhalten Sequenzen mit MegAlign nach der ClustalW-Methode durchgefuhrt und ggf. manuell
bearbeitet. Die Darstellung der Alignements erfolgte mit TeXshade im similarity shading mode
(Beitz, 2000a).

Proteinmodelle

Proteinstrukturen wurden von der Protein Data Bank (Berman et al., 2000) dbernommen und
mit Chimera oder PyMol dargestellt. Mit den gegebenen software tools wurden bestimmte
Bereiche des Zielproteins hervorgehoben, mutiert und zur Veranschaulichung separat
dargestellt. Noch nicht geléste Strukturen wurden anhand ihrer Sequenz mit SWISS-MODEL
(Benkert et al., 2011; Bertoni et al., 2017; Bienert et al., 2017; Guex et al., 2009; Mariani et al.,
2013; Studer et al., 2014, 2020, 2021; Waterhouse et al., 2018) erstellt.
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Topologie Plots

Topologie Plots wurden mit TeXtopo (Beitz, 2000b) erstellt. Die verwendeten Befehle zur
Erstellung einer FNT-spezifischen Topologie wurden freundlicherweise von Prof. Dr. Eric Beitz
zur Verfugung gestellt.

3.9 Determinierung der ECso-Werte in N. fowleri-Trophozoiten

Die Bestimmung der ECso-Werte wurde im Arbeitskreis von Anjan Debnath (PhD, MAS) an der
University of California, Skaggs School of Pharmacy and Pharmaceutical Sciences
durchgefuhrt. Die Substanzen, die freundlicherweise zur Verfligung gestellt wurden, wurden
im Arbeitskreis im Rahmen anderer Doktorarbeiten von Bjorn Henke synthetisiert. Substanzen
mit dem Kirzel ,CN“ wurden von Cornelius Nerlich im Rahmen seiner Doktorarbeit
synthetisiert und auf ihre Wirksamkeit gegenuber P. falciparum untersucht. Die Bestimmung
der ECso-Werte erfolgte in Anlehnung an Debnath et al., 2020. Die Methode in Kurze
beschrieben beinhaltet folgende Durchflihrung: Der verwendete europaische N. fowleri Stamm
KUL wurde von der American Type Culture Colletion erworben (#30808). Fir den Assay
wurden Mause regelmafiig mit dem Parasiten infiziert und die hoch infektiosen Trophozoiten
aus den Mausehirnen gewonnen und dann 48 h in Nelson‘s Medium unter Zusatz von 10 %
FBS bei 37 °C gehalten, bevor sie in der exponentiellen Wachstumsphase geerntet und die
Inhibitor-Testung durchgefihrt wurde. Die getesteten Inhibitoren lagen mit einer Konzentration
von 10 mM als DMSO stocks vor, die fur eine erste Testung auf 50 uM verdinnt wurden. Die
Trophozoiten wurden mittels eines Hemocytometers gezahlt. Es wurden jeweils 0,5 pl Inhibitor
als Triplikat auf eine 96-well Greiner Bio-One Cellstar white, flat bottom microplate transferiert.
Und mit 10.000 Trophozoiten in 99,5 ul Nelson’s Medium vermischt. Die Platte wurde fiir 48 h
bei 37 °C und 5% CO. inkubiert. Am Ende wurde die Entstehung von ATP-Biolumineszenz
mittels eines CellTiter-Glo Luminescent Cell Viability Assay von Promega ermittelt. Die
Lumineszenz wurde Uber EnVision 2104 Multilabel Reader (PerkinElmer) quantifiziert. Die
Daten wurden von der Arbeitsgruppe um Anjan Debnath mit GraphPadPrism 6 ausgewertet
und auf Wachstumshemmung Uberprift. Lag eine Wachstumshemmung von tber 99 % vor,
so wurden in einem zweiten Experiment die Inhibitoren so verdinnt, dass Verdinnungen bis
zu 0,078 mM oder 0,0003 mM erreicht wurden. Der Assay wurde wie oben beschrieben
durchgefiihrt und die ECso-Werte mit GraphPadPrism 6 ermittelt.

3.10 Fluoreszenz-Cross-Korrelations-Spektroskopie

Die FCCS-Untersuchungen wurden im Rahmen einer Kooperation mit Dr. Frank Becker und
Stefan Hannus der Intana Bioscience GmbH in Minchen durchgefiihrt und die Ergebnisse
freundlicherweise zur Verfugung gestellt. Fir die FCCS von S.cerevisiae-Mikrosomen wurden
diese an der CAU in Kiel prapariert (3.3.6) und nach zweimaliger Zentrifugation bei 100.000 g
in pelletierter Form zur weiteren Untersuchung nach Minchen geschickt. Dort wurden die
Mikrosomen von Stefan Hannus angelehnt an Jakobowska et al., (2021) untersucht. Alle
Experimente mit HEK-Zellen wurden von Kerrin Hansen durchgefiihrt.

3.11 Statistische Auswertung

Alle Daten wurden mit technischen Duplikaten oder Triplikaten erhoben. Die Anzahl der
biologischen Replikate ist bei dem jeweiligen Experiment gekennzeichnet. Der Fehler ist
angegeben als Standardfehler des Mittelwertes unter Berlcksichtigung der Anzahl an
biologischen und technischen Replikaten. Wurden keine biologischen Replikate vermessen
bezieht sich der Fehler auf die technischen Replikate. Die Bestimmung der Fehler von Raten
erfolgte Uber die Abweichung der einzelnen Werte vom Mittelwert. Bei der Bestimmung der
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ICs0-Werte wurden biologische und technische Replikate aufgenommen und jeweils die
Mittelwerte normalisiert auf 100 % Aktivitat. Der Standardfehler des Mittelwertes wurde in
Prozent bezogen auf den normalisierten Wert angegeben.
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4 Ergebnisse

Kurz nach Beginn dieser Arbeit wurde die erste Struktur von PfFNT (Lyu et al., 2021) und
kurze Zeit spater eine zweite Struktur mit gebundenem MMVO007839 (Peng et al., 2021)
veroffentlicht. Zunachst wurde die Aufklarung der Struktur der Resistenzmutante G107S
(Walloch et al.,, 2020) des plasmoidalen Laktattransporters mit gebundenem Inhibitor
BH267.meta angestrebt. Zur Vermeidung und Umgehung von Resistenzen hat das
Verstandnis dieser und ihrer Effekte auf die Bindung von small molecules einen hohen
Stellenwert flir das spatere Wirkstoffdesign. Die Probenaufarbeitung fir bildgebende
Verfahren wie Transmissionselektronenmikroskopie und Cryo-Elektronenmikroskopie wurde
von Christian Hansen durchgefuhrt. Hierfur sollten sich NDs zunutze gemacht werden, die als
Lipiddoppellayer eine fir ein Membranprotein natirliche Umgebung nachahmen (Denisov &
Sligar, 2016). Zu Beginn dieser Arbeit wurde sich auf das zellfrei hergestellte Protein im
Kontext der Strukturaufklarung konzentriert. In diesem Zusammenhang war auf3erdem der
Nachweis der Funktionalitat des zellfrei hergestellten Membranproteins von Bedeutung. Hierzu
wurde das zellfrei hergestellte Protein in Proteoliposomen untersucht. Im zweiten Teil der
Arbeit wurde sich vor dem Hintergrund der FNT als potenzielles Drug Target mit weiteren FNT
eukaryotischer humanpathogener Parasiten mit besonderem Fokus auf N. fowleri beschaftigt.

4.1 Zellfreie Proteinsynthese und ND-Assemblierung mit dem Ziel der
Strukturaufklarung von PfFNTG107S
Mit dem Ziel der Strukturaufklarung wurde PfEFNTG107S zellfrei im praparativen Mal3stab
hergestellt (3.6.2), Uber den C-terminalen His1o-tag Affinitat gereinigt (3.6.3) und im Anschluss
in MSP1E3D1-DOPG-NDs rekonstituiert (3.7.4). Die ND-Assemblierung erfolgte in Anlehnung
an (Rues et al., 2017). Die folgenden Ergebnisse wurden in Zusammenarbeit mit Christian
Hansen erzielt. Das membrane scaffold protein wurde aus E. coli oder zellfrei gewonnen und
in einem definierten Verhaltnis (3.7.4) mit DOPG in DPC und dem zellfrei hergestelltem Protein
in Brij® 78 versetzt und gegen einen salzhaltigen Dialysepuffer dialysiert. Das Prinzip der
posttranslationalen Rekonstitution eines Membranproteins in NDs ist in Abbildung 4.1

schematisch dargestellt.

Membrane scaffold protein Phospholipids in Detergens
MSP1E3D1

e
Y

Membranprotein

&
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Abbildung 4.1: Prinzip der posttranslationalen ND-Assemblierung durch membrane scaffold Proteine
(orange) und Phosphoplipide (blau) in Na*-Cholat (grau) mit einem Membranprotein (griin) aus der
zellfreien Proteinsynthese in Detergens (ocker). Tatsachliche GroRenverhaltnisse wurden in der
Abbildung nicht bericksichtigt.
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4.1.1 Herstellung und Reinigung des membrane scaffold protein MSP1E3D1

41.1.1 Zellfreie Herstellung von MSP1E3D1

Zuerst wurde MSP1E3D1 mit Hilfe des pET-28a(+) Vektors zellfrei hergestellt (3.6.2). Die
Coomassie-Farbung nach der Ni?*-Affinitatsreinigung (3.6.3) von zellfrei hergestelltem Hisqo-
MSP1E3D1 zeigte keinen Reinigungserfolg (Abbildung 4.2 A). In den Elutionsfraktionen 60
bis 200 mM Imidazol wurde ein Muster vieler unspezifischer Banden detektiert. (Abbildung
4.2 A). Die berechnete Masse des Proteins lag bei 31 kDa. Im Western Blot wurden einzelne
Banden in den Reinigungsfraktionen von 60 bis 200 mM Imidazol detektiert, die mit einer
Laufhohe von ca. 33 kDa auf der flir das Zielprotein zu erwartenden Hohe in der SDS-PAGE
migrierten (Abbildung 4.2 B). In den restlichen Elutionsfraktion der Reinigung wurde kein
Protein detektiert.

A B
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Abbildung 4.2: Zellfreie Herstellung und Reinigung von MSP1E3D1 im pET-28a(+)-Vektor. (A)
Coomassie®-Brillant-Blau-Farbung des SDS-PAGE Gels (12,5%). (B) Western Blot. Die Detektion
erfolgte mittels eines Anti-Penta-His-Primarantikdrpers. Belichtung: 28 min. Auftragsmenge: 15 pl
Reinigungsfraktion. Saulenvolumen: 175 pl. DF: Durchfluss, B: MSP-Puffer B (40 mM TRIS, 300 mM
NaCl, 50 mM Cholinsaure, pH 8,0), M: Saulenmatrix.

Im nachsten Schritt wurde aufgrund der geringen Ausbeute und nicht zufriedenstellenden
Reinigung, auf den flr die zellfreie Proteinsynthese optimierten pIVEX2.3w-Vektor gewechselt.
Der Reaktionsansatz wurde auf 0,5 ml halbiert. Es wurde eine Ausbeute von 100 ug mi™
gereinigtes Protein erreicht. Es wurden einzelne, wenn auch schwache Banden, in der
300 mM Imidazol Fraktion und auf der aufgetragenen Saulenmatrix detektiert. Das Zielprotein
wurde erfolgreich gereinigt (Abbildung 4.3 A). In der Western Blot-Analytik wurden trotz
geringer Gesamtproteinmenge Banden von starker Intensitdt gefunden. Es wurde eine
Zunahme der Bandenintensitat mit steigender Imidazolkonzentration beobachtet. Die im
Coomassie-gefarbten Gel schwache Bande in der 300 mM Imidazolfraktion wurde im Western
Blot mit starker Intensitat gefunden (Abbildung 4.3 B).

61



Ergebnisse

A mM Imidazol B mM Imidazol
kDa RM DF B 20 40 60 80 100 200 300 M kDa RM DF B 20 40 60 80 100 200 300 M
120 P ' = RS 1)) ] : !
85 = | 2. |
|
50 = l 50 = |
{
35 = ’ 35 - "
25 -
25 =
20 = 20
Anti-Penta-His

Abbildung 4.3: Zellfreie Herstellung und Reinigung von MSP1E3D1 in pIVEX2.3w. (A) Coomassie®-
Brillant-Blau-Farbung des SDS-PAGE Gels (12,5%). (B) Western Blot. Die Detektion erfolgte mittels
eines Anti-Penta-His-Primarantikdrpers. Belichtung: 3,35 min. Auftragsmenge: 15 pl Reinigungs-
fraktion. Saulenvolumen: 150 ul. RM: reaction mix. DF: Durchfluss, M: Saulenmatrix.

4.1.2 Zellfreie Proteinsynthese von PfFNTG107S

Im nachsten Schritt wurde sich auf die Produktion und Reinigung des zellfreien Zielproteins
PfFNTG107S konzentriert. Die fur PfFNTG107S codierende DNA im hefekompatiblen
pDR196-Vektor mit zuséatzlichen tags wurde freundlicherweise von Dr. Jana Schmidt zur
Verfugung gestellt und der fur PfFNTG107S codierende Abschnitt mittels der
Restriktionsendonukleasen Spel und Xhol aus dem Hefevektor in den fir die zellfreie
Proteinsynthese konzipierten Vektor pIVEX2.3w kloniert. Die Ergebnisse der Coomassie-
Farbung (3.2.3) und Western Blot-Analytik (3.2.5) nach der IMAC von zellfrei hergestelltem
PfFNTG107S (3.6.3) sind Abbildung 4.4 zu entnehmen. Die berechnete Masse von PfFNT
betragt 34,5 kDa. Im Coomassie gefarbten Gel wurden intensive Banden knapp unter 35 kDa
auf der erwarteten Laufhéhe in der SDS-PAGE fur das monomere PfEFNTG107S in den
Reinigungsfraktionen von 60 bis 300 mM Imidazol detektiert. Knapp tber 60 kDa und zwischen
80 und 120 kDa wurden Banden detektiert, die die erwartete Gro3e des Dimers mit ca. 68 kDa
und des Trimers mit ca. 102 kDa von PfFNTG107S aufwiesen. Im Durchfluss und bei den
niedrigeren Imidazolkonzentrationen war ein zusatzliches Bandenmuster sichtbar, welches
vermutlich dem ribosomalen S30-Extrakt aus E. coli zugeordnet werden kann. Ein ahnliches
Bild ergab sich im Western Blot mit Detektion gegen den C-terminal befindlichen His1o-tag.

Nach erfolgreicher Herstellung und Reinigung wurde PfFNTG107S posttranslational in NDs
rekonstituiert. Die Ergebnisse sind im folgenden Abschnitt aufgefihrt.

4.1.2.1 Posttranslationale Rekonstitution von zellfreiem PFFNTG107S in NDs

In der Coomassie-Farbung nach der Reinigung und im Western Blot des weiter aufbereiteten
zellfreien Proteinproduktionsansatzes wurden in den 200 und 300 mM Imidazol-
Reinigungsfraktionen Banden Uber 120 kDa detektiert. Der GroRe nach konnte es sich um
Pentamere mit ca. 170 kDa handeln (Abbildung 4.4 A und B). Das aufkonzentrierte zellfrei
hergestellte PfFNTG107S, die Lipide (50 mM DOPG in 10 % DPC) und das MSP1E3D1
wurden im Verhaltnis 1:60:2,5 gemischt und bei Raumtemperatur inkubiert, dialysiert und zur
Abtrennung von Prazipitaten zentrifugiert (3.7.4). Im Anschluss an die posttranslationale
Rekonstitution des zellfrei hergestellten PFFNTG107S in MSP1E3D1-DOPG-NDs wurde eine
GroRenausschlusschromatographie  (Abbildung 4.4 C) durchgefihrt. Bei einem
Elutionsvolumen von ca. 8 ml trat ein Aggregatpeak auf. Zwei weitere Peaks waren bei einem
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Elutionsvolumen von ca. 11 bis 12 ml und 13,5 ml zu sehen. AnschlieRend wurden die
gesammelten Fraktionen einzeln mittels Western Blot-Analytik (Abbildung 4.4 D) untersucht.
Es wurden PfFNTG107S-Monomer-, Dimer- und Trimerbanden sowie MSP1E3D1 im Western
Blot detektiert. Die obere Bande im Bereich zwischen 25 und 35 kDa wurde dem PfFNTG107S-
Monomer zugeordnet, da eine Bande auf dieser Hohe nach Reinigung des Proteins ebenfalls
detektiert wurde. Mit Zunahme des Elutionsvolumens nahm die Intensitat der Oligomerbanden
von PfENTG107S ab. Es waren keine Pentamerbanden im Anschluss an die ND-
Assemblierung und GréRenausschlusschromatographie zu detektieren. Die Annahme, dass
im letzten Peak ungefillte NDs vorlagen, wurde nach dem Westen Blot nicht bestatigt, da im
Verhaltnis deutlich weniger MSP1E3D1 zu detektieren war als in den vorangegangenen
Fraktionen. Dem Western Blot nach handelte es sich um monomeres PfFNT. Die
GroRenausschlusschromatographie und der Western Blot deuteten auf das Vorliegen einer
inhomogenen Probe hin.
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Abbildung 4.4: Inprozesskontrollen der ND-Assemblierung von zellfrei hergestelltem PfFNTG107S.
(A) Coomassie®-Brillant-Blau-Farbung der SDS-PAGE (12,5%) nach Ni?*-NTA-Reinigung. (B) Western
Blot der Reinigungsfraktionen. Belichtung: 1 min. Auftragsmenge: mind. 1 ug Gesamtprotein pro lane.
(C) Elutionsprofil nach GréRenausschluss-Chromatographie (Flussrate 0,5 mi/min) von zellfreiem
PfEFNTG107S in DOPG-MSP1E3D1-NDs. (D) Western Blot der Elutionsfraktionen der
GroéRenausschlusschromatographie. Aufgetragen sind jeweils 15 pl der Elutionsfraktion. Belichtung: 5
min. DF: Durchfluss, M: Saulenmatrix. ** Dimere, *** Trimere.
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4.1.3 Versuche zur Strukturaufklarung von zellfreiem PFFNTG107S

4.1.3.1 Transmissionseleketronenmikroskopie

In Vorbereitung auf Kryo-EM (Cheng, 2015) wurden zur Beurteilung der Homogenitat der
Probe TEM-Aufnahmen generiert. Die Aufnahmen wurden am Anatomischen Institut der CAU
Kiel von Dr. Philipp Arnold in Anlehnung an Arnold et al. (2014) aufgenommen. Dabei wurden
die Proben auf ein Kupfergitter, das mit einem Kohlefilm Gberzogen war, aufgetragen und im
Anschluss mit einer Uranylacetat-Losung benetzt. Dies bewirkte, dass sich die Metallatome
als Matrix um die zu mikroskopierenden Partikel legen (Kiselev et al., 1990). TEM-Aufnahmen
aus Hajek et al. (2019) erlaubten Aussagen Uber die Partikelgrofie und -form sowie Uber den
Oligomerisierungszustand von PfFNT, wobei die Aufldsung meist auf 20 A begrenzt ist
(Kiselev et al., 1990). In der TEM erscheinen Proteine aber auch Detergenzien durch die
Probenvorbereitung hell auf dunklem Untergrund. Es wurden Fraktionen aus dem Beginn des
zweiten und letzten Elutionspeak der SEC untersucht (Abbildung 4.5 C). Die
GréRenbestimmung funf willktrlich ausgewahlter Partikel ergab ein Durchmesser von 9,5+ 2,9
nm fur Partikel des letzten Peaks (Abbildung 4.5 A) und 11,0 + 3,6 nm (Abbildung 4.5 B) fur
Partikel des zweiten Peaks. Vergleicht man die TEM-Aufnahmen mit dem Western Blot
(Abbildung 4.4 C), so bestatigt sich die Annahme, dass es sich beim letzten Peak um PfENT
-vermutlich in Detergens- handelte, wobei eine Oligomerisierung nicht erkennbar war. Bei den
gréReren Partikeln handelte es sich um eine Mischung gefillter und ungefullter NDs. Es
wurden weitere Experimente mit PfFNTG107S-GFP Fusionsproteinen und grof3eren
MSP2N2-NDs durchgefuhrt, um die Fragestellung zu klaren, ob PfFNTG107S in korrekter
Faltungsform vorliegt. Das membrane scaffold protein MSP2N2 wurde gewahlt, da es die
Ausbildung gréRerer NDs (Grinkova et al., 2010) ermdglicht. MSP1E3D1 bildet theoretisch
NDs mit einem Durchmesser von 12-14 nm (Puthenveetil & Vinogradova, 2013) aus. Diese
waren damit rein rechnerisch fur das PfFNT-Pentamer mit einem Durchmesser von 8 nm und
einer H6he von 5 nm ausreichend und wurden von (Lyu et al., 2021) zur Strukturaufklarung
von PfENT genutzt.
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Abbildung 4.5: TEM-Aufnahmen und Elutionsprofile der GroéRenauschlusschromatographie von
zellfreiem PfFNTG107S in DOPG-MSP1E3D1-NDs. Die TEM-Aufnahmen wurden von Dr. Philipp
Arnold gemacht. (A) PfENTG107S in Detergens und (B) in DOPG-MSP1E3D1-NDs. (C) Elutionsprofil
der GréRenausschlusschromatographie von PfFNTG107S in DOPG-MSP1E3D1-NDs. Schwarzer Pfeil:
Elutionsfraktion von (A). Roter Pfeil: Elutionsfraktion von (B). Der Skalierungsbalken zeigt 100 nm.

4.1.3.2 Strep-Tactin®-Reinigung von zellfreiem PFFNTG107S mit dem Ziel der Trennung
von gefillten und ungefiillten NDs
Die Trennung der gefiilliten und ungefiillten NDs mittels Strep-Tactin®-Reinigung als
Alternative zur GrdéRenauschlusschromatographie wurde zunachst angestrebt, nachdem
festgestellt  wurde, dass sich  ungeflillte und gefilte NDs in der
GroRenauschlusschromatographie wider Erwarten ahnlich verhielten bzw. eine Trennung
nicht méglich war. Diese Annahme wurde durch weitere Cryo-EM-Aufnahmen von Christian
Hansen in Zusammenarbeit mit Jan-Hannes Schafer (Universitat Osnabriick) bestarkt. Hierzu
wurde zunachst der N-terminal befindliche HA-tag mittels Klonierung gegen einen Strepll-tag
ausgetauscht und Versuche zur Affinitatsreinigung mittels Strep-Tactin™ (3.6.4) des zellfrei
hergestellten PfENTG107S unternommen. Die zellfreie Proteinsynthese von PfFNTG107S
nach Einfihrung eines N-terminalen Strepll-tags ergab mit ca. 125 ug gereinigtem Protein in
der Elutionspuffer (EP)-Fraktion eine geringe Proteinausbeute mit geringem Reinigungserfolg
(CV = 0,25 ml mit einer Bindungskapazitat von 3 mg ml-"). Es wurden Fragmente unterhalb
von 25 kDa in der SDS-Page im Western Blot detektiert (Abbildung 4.6 A und B). Die
Einflhrung eines linkers von 42 Basenpaaren zwischen den N-terminalen Strepll-fag und
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PfFNTG107S verbesserte in Kombination mit erhéhtem Saulenvolumen (CV = 0,5 ml mit einer
Bindungskapazitat von 3 mg mi~') den Reinigungserfolg (Abbildung 4.6 C und D).
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Abbildung 4.6: Reprasentative Strepll-Reinigung. Strepll-PfFNTG107S (A) Coomassie-Farbung
eines reduzierten zellfrei Ansatzes (RM: 0,5 ml, CV: 0,25 ml) und (B) Western Blot. Auftragsmenge: ca.
5 ug Gesamtprotein. Belichtung: 30 s. Strepll-linker-PfFNTG107S (C) Coomassie-Farbung Farbung
zellfrei Ansatz. RM: 0,5 ml. CV: 0,5 ml (D) Western Blot. Auftragsmenge: 0,7 ug (WP) bis 44 ug (DF)
Gesamtprotein. Belichtung: 90 s. (E) SEC Strepll-linker-PfFNTG107S in 0,05 Brij® 78. (F) Western Blot
nach SEC. Auftragsmenge: 20 bis 30 pl Reinigungsfraktion 1:1 mit Puffer verdiinnt. Belichtung 2 min.
DF: Durchfluss. EP: Elutionspuffer. WP: Waschpuffer.

Die Gesamtausbeute mit 360 pg gereinigtes Protein aus der EP-Fraktion wurde ebenfalls
erhéht. Der Reinigungserfolg konnte mittels SEC nicht erhdht werden. Es wurde aggregiertes
Protein im ersten Elutionspeak detektiert. Potenzielle Pentamere, die evtl. durch die hohe
Signalintensitat in Abbildung 4.6 D Uberlagert wurden, wurden nach der SEC mit geringerer
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Auftragsmenge nicht detektiert. Die Strep-Tactin®-Reinigung wurde nicht weiter optimiert, da
zu diesem Zeitpunkt der Arbeit die ND-Assemblierung zur Strukturaufklarung nicht weiter
verfolgt wurde.

4.1.3.3 Rekonstitution von PFFNTG107S in Proteoliposomen

Proteoliposomen als Lipidvesikel, die eine Kompartimententrennung &hnlich einer
biologischen Membran bewirken, stellen ein System dar, um den transmembranéren Transport
von Membranproteinen zu untersuchen (Sejwal et al., 2017). Das zellfrei hergestellte Protein
PfFNTG107S (3.6.2) wurde nach der Reinigung (Abbildung 4.4 A) und Aufkonzentrierung
(3.2.6) in Liposomen (3.7.1) rekonstituiert (3.7.2). Der Erfolg der Rekonstitution wurde mittels
DGZ Uberprift (3.7.3). Erfolgreich rekonstituiertes Protein wurde in der 15— 25 %-
Saccharoseschicht mittels Western Blot-Analytik nachgewiesen. Zellfrei hergestelltes
PfENTG107S wurde in Proteoliposomen rekonstituiert (Abbildung 4.7). Im Nachweis der
Rekonstitution wurden ausschlieBlich Monomere im Western Blot detektiert.
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Abbildung 4.7: Exemplarisch dargestellter Western Blot der DGZ nach der Rekonstitution von
zellfreiem PfEFNTG107S in Proteoliposomen. Aufgetragen sind 15 pl proteinhaltige PBS-Lésung nach
der TCA-Fallung. Belichtung: 90 s.

Die Funktionalitédt von in S. cerevisiae hergestelltem PfFNTG107S wurde bereits in einem
“C-basierten Transportassay gezeigt (Golldack et al., 2017). Fiur die Uberpriifung der
Funktionalitat des zellfrei hergestellten und in Proteoliposomen rekonstituiertem PfENTG107S
wurden die Proteoliposomen an der stopped flow-Apparatur auf ihr Schrumpf- und
Schwellverhalten gegeniber eines hypersomolaren Substratpuffers untersucht. Hierzu
wurden die Proteoliposomen im Verhaltnis 1:1 mit hypersomolarem Substratpuffer mit einem
Gradienten von 50 — 100 mM in einer Kivette gemischt. Die Veranderung der Grofe der
Proteoliposomen im Vergleich zu Liposomen ohne Protein Uber die Zeit wurde Uber die
Streulichtintensitat dokumentiert. Fir PfFNTG107S wurde in Proteoliposomen kein
pH-abhangiger Transport von Formiat/H* gefunden (Abbildung 4.8). Auch in Proteoliposomen
mit zellfrei hergestelltem PfFNT-Wildtyp wurde kein Transport gemessen. Vor diesem
Hintergrund wurde im weiteren Verlauf der Arbeit auf zellbasierte Expressionssysteme
zuruckgegriffen.

67



Ergebnisse

>

Bl
j\
j

Norm. Lichtstreuung
o
[&)]
|
|
|

1 50 mM 75 mM 100 mM
0,0 \ \ \ \ \ \
0 40 80 0 40 g0 O 40 80
B t(s) t(s) t(s)
1,0— _ |
T g -
=
3 i i i
[
b
G 0,5 ] |
-
E
S . i i
50 mM 75 mM 100 mM
0.0 ' T ' | I T I \
0 40 80 0 40 80 O 40 80
t(s) t(s) t(s)

Abbildung 4.8: Normalisiertes Schwellverhalten von PfFNTG107S-Proteoliposomen und
Leerliposomen gegentiiber einem hyperosmotischen Substratpuffer. (A) Normierte Lichtstreuung der
Proteo- (blau) und Leerliposomen (grau) gegeniiber einem Substratgradienten von 50, 75 und 100 mM
Na-Formiat bei pH 6,8 und (B) bei pH 5,9 PfFNTG107S in rot. Es wurden je Kurve 3 bis 4 technische
Replikate gemittelt (N = 3 — 8).

4.2 Herstellung und Funktionalitat von PfFNT im Hefesystem

Der Ansatz der target-basierten Wirkstoffzielfindung wurde im Rahmen dieser Arbeit vor dem
Hintergrund der Fragestellung nach weiteren inhibierbaren humanpathogenen eukaryotischen
Parasiten auf N. fowleri erweitert (Eder et al., 2014). Das Target potenzieller Wirkstoffe war
mit dem plasmoidalen Laktattransporter PfFNT identifiziert und als Wildtyp strukturell
aufgeklart. Fur experimentelle Untersuchungen an heterolog hergestelltem FNT wurde
zunachst auf die heterologe Herstellung in dem bereits gut untersuchten System von
S. cerevisiae vom Stamm W303 1A 4djen1 Aady2 (Andrade & Casal, 2001; Casal et al., 1999;
Paiva et al., 2004) mit dem knock-out der endogenen Monocarboxylat-Transporter
zurlckgegriffen. So sollte der durch die Hefezellen ohne hetreologoes Membranprotein
vermittelte Transport von Formiat, Acetat oder Laktat mdglichst geringgehalten werden. Zur
Sicherstellung der Funktionalitdt des Systems und zur Vergleichbarkeit erhaltener Messwerte
wurde zunachst das bereist gut charakterisierte PfFNT im Hefesystem untersucht und in
spateren Experimenten als Kontrolle mitgeftihrt.

4.2.1 Herstellung und Funktion von PfFNT in S. cerevisiae

Zunachst wurde die Herstellung von HA-PfFNT-FXa-His1o als Kontrolle in der Membranfraktion

uberprift.  Hierzu  wurden  transformierte  S. cerevisiae (3.3.1) vom  Stamm

W303 1A djen1 Aady2 kultiviert (3.3.4), mechanisch aufgeschlossen (3.3.4) und mittels

Western Blot-Analytik (3.2.5) untersucht. Mit einer theoretischen berechneten Masse von 34,5

kDa fur PfFNT wurde eine starke Bande auf einer Laufhéhe detektiert, die einer Masse von
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ca. 32 kDa entspricht. Die Detektion dieser Bande war sowohl mit einem gegen den am N-
Terminus befindlichen HA-tag als auch mit einem gegen den am C-Terminus befindlichen
His1io-tag gerichteten Primarantikdrper auf gleicher Hohe moglich, wenn gleich die Detektion
mit dem Anti-HA-Antikdrper ein wesentlich schwacheres Signal bei gleicher Auftragsmenge
an Gesamtprotein lieferte (Abbildung 4.9 A). Fir Membranproteine ist ein gel-shifting in der
Literatur (vgl. Rath & Deber, 2013 ) beschrieben, weshalb davon ausgegangen werden kann,
dass es sich um das vollstandig translatierte Zielprotein handelte. Eine weitere Uberpriifung
des Transformationserfolges war die Verfolgung der Generationszeit (Abbildung 4.9 B) von
PfFNT herstellenden Hefen, welche im Vergleich zu mit dem Leerplasmid transformierten
Hefen deutlich erhéht war. Der Unterschied liel3 sich vor allem unter Berticksichtigung der /lag-
Phase erkennen, wahrend die Hefen bei Erreichen der exponentiellen Phase kaum
Unterschiede aufwiesen. Zur genaueren Charakterisierung dieses Verhaltens empfahle sich
ein groRerer Stichprobenumfang. Zur Sicherstellung der Vergleichbarkeit der erhaltenen
Messwerte und ermittelten Transportraten und [Cso-Werte wurde die Aufnahme von
“C-markiertem Na-L-Laktat/H* durch PfFNT (Abbildung 4.9 C) sowie der ICs,-Wert von
BH267.meta erneut bestimmt (Abbildung 4.9 D). Die erhaltenen GrofRRen fur die Aufnahmerate
lagen bei 0,24 + 0,04 nmol mg™' min~" und der ICs-Wert bei 0,12 £ 0,04 yM und waren
vergleichbar mit den schon durch andere Gruppenmitglieder determinierten Werten von einer
initialen Aufnahmerate von ca. 0,2 nmol mg~" min~' (Wiechert et al., 2017) und einem ICso-Wert
von 0,11 £ 0,01 uM (Walloch et al., 2020).
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Abbildung 4.9: Herstellung und funktionelle Charakterisierung von PfENT (schwarz) im Vergleich zu
mit dem Leerplasmid transformierten Hefezellen (grau). (A) Western Blot der mikrosomalen Fraktion mit
gegen den am N-Terminus befindlichen HA-tag gerichteten Primarantikorper (links) und gegen den am
C-Terminus befindlichen His-tag gerichteten Anti-Penta-His-Primarantikdrper. Auftragsmenge:
Gesamtprotein 25 ug pro lane. Markierung: PfFNT-Monomer. (B) Wachstumskurven mit eingestellter
Start-ODeoo von 0,2 + 0,05. (C) Aufnahme von L-Laktat bei pH 6,8 und 1 mM Substratkonzentration. (D)
Normalisierte L-Laktat-Aufnahme nach 30 s von PfENT bei Inhibition durch BH267.meta. Die Fehler
stellen S.E.M. der technischen Triplikate dar (N = 3).

4.2.2 Verhaltnis von Target zu Inhibitor zur Determination kleiner ICso-Werte

Die im Hefesystem erhaltenen ICso-Werte stehen nicht immer in Korrelation zu den
ECso-Werten, die gegenlber P. falciparum Parasiten ermittelt wurden. So wurden fur im
Hefesystem wenig aktiv erscheinende Inhibitoren deutlich geringere ECso-Werte gegentber
kultiviertem P. falciparum gemessen. Im nachsten Schritt sollte ermittelt werden, ob die
tendenziell hdheren ICs-Werte aus dem C-Transportassay im Hefesystem durch Variation
der Messbedingungen denen des Parasiten angendhert werden kdnnen. Hierbei sollte
Uberprift werden, ob das Verhaltnis von dem Target PfENT zum Inhibitor zu grof} ist, um bei
kleinen Inhibitor-Konzentrationen eine ausreichende Inhibition zu Determination kleiner |Cso-
Werte erreichen. Da die Anzahl an Transportern pro Zelle gleich bleibt wird die Menge an
Target Uber die eingesetzte Hefe-Zellzahl bzw. Hefemasse beeinflusst. Bei halbierter
Hefezellzahl sind also weniger Target-Transportproteine insgesamt da, die auf die gleiche
Anzahl an Inhibitormolekiilen treffen (Abbildung 4.10). So soll der Transport von L-Laktat/H*
in der Zelle durch das Target PfENT bei gleicher Menge Inhibitor vollstandig inhibiert werden.
Die Molaritat des Inhibitors wurde nicht beeinflusst, da das gleiche Probenvolumen (80 ul
Zellsuspension) mit veranderter Zellzahl oder Zelldichte verwendet wurde.

70



Ergebnisse

o)
) F

Abbildung 4.10: Target-Inhibitor-Verhaltnis. (A) doppelte Zellzahl und (B) halbierte Zellzahl. PfFNT
in blau. Gleiche Anzahl an Inhibitormolekiilen: rot, Hefezelle: braun.

Far den Inhibitor BH324.amid wurde im Hefesystem durch Cornelius Nerlich ein ICso-Wert von
0,21 £ 0,01 uM ermittelt. In P. falciparum 3D7-Trophozoiten wurde am BNITM ein um Faktor
4 niedrigerer Wert von 0,05 uyM ermittelt (Abbildung 4.11 A). Es wurde zunachst in einem
Vorexperiment Uberpriift, ob ein Trend der Inhibition bei 0,1 und 1 uM erkennbar ist. Hierzu
wurde die Gesamthefezellzahl reduziert, sodass im Verhaltnis mehr Inhibitormolekile auf
weniger Hefezellen im gleichen Volumen treffen. Zusatzlich wurde die Gesamtaktivitat pro
Probe in einem Experiment verdoppelt, um ein besseres Signal-Rausch-Verhaltnis zu
erhalten. Die Messzeit betrug fir jeden Messzeitpunkt 30 s. Die Gesamtaufnahme an Substrat
bei der jeweiligen Zelldichte und Aktivitat ist in Abbildung 4.11 B unter ,—* dargestellt. Zur
besseren Beurteilung der Gesamtaufnahme ware flr jede der Bedingungen eine vollstandige
Aufnahmekurve (vgl. Abbildung 4.9 C) notwendig gewesen, um den optimalen Messzeitpunkt
fur die Inhibition zu ermitteln. So wurde sich an der Aufnahmekurve von PfFNT orientiert
(Abbildung 4.9 C), die bei 30 s am steilsten ansteigt, sodass zu diesem Zeitpunkt
anzunehmen war, dass hier die Aufnahme am starksten gewesen ware.

Unter den gewahlten Bedingungen wurde eine dosisabhangige Inhibition des L-Laktat/H-
Transportes zwischen 0,1 und 1 uM gefunden (Abbildung 4.11 B). Da der im Vorfeld ermittelte
ICso-Wert bei 0,21 uM lag, wurde eine vollstandige Inhibition der Transportaktivitat bei 1 yM
Inhibitor erwartet. Diese Annahme wurde unter allen Bedingungen aul3er bei einer ODgoo von
25 und 0,04 pCi Gesamtaktivitat bestatigt. Da der Fehler bei einer ODgoo von 12,5 und einer
Gesamtaktivitat von 0,08 puCi sehr hoch war, wurde im nachsten Schritt diese Bedingung nicht
weiter untersucht.
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Abbildung 4.11: Inhibition von PfFNTHete durch BH324.amid bei unterschiedlicher ODesoo und Aktivitat.
(A) Strukturformel von BH324.amid (links) und ICso-Wert im Hefesystem sowie ECso-Wert gegeniiber
P. falciparum 3D7. Die Werte wurden freundlicherweise von Cornelius Nerlich zur Verfigung gestellt.
(B) Transportraten von PfFNTHefe 0hne Inhibition (-), bei Zusatz von 0,1 uM Inhibitor und bei Zusatz von
1 UM Inhibitor. Die Transportraten wurden bei verschiedenen ODsoo und Kombination mit variierender
Gesamtaktivitat bestimmt. Die Fehler stellen S.E.M. der technischen Replikate dar (N = 3).

Eine wiederholte Determination der ICso-Werte unter variierten Bedingungen in Bezug auf
Hefezellzahl und Gesamtaktivitat ergab keine Erniedrigung des gemessenen |Cso-Wertes bei
verringerter Hefezellzahl und erhéhter Gesamtaktivitat (Abbildung 4.12 A). Auffallig war hier
die grofde Variabilitat innerhalb der Messreihe. Es wurde kein signifikanter Unterschied (t-Test,
P < 0,05) zwischen der ICso-Wert-Bestimmung bei einer ODgoo von 25 und 50 gefunden
(Abbildung 4.12 B und C). Eine Abhangigkeit des ICso-Wertes von der Hefezellzahl und der
im Assay eingesetzten Gesamtaktivitat wurde nicht nachgewiesen, jedoch, dass das System
unter den in 3.5.1 beschriebenen Standardbedingungen reproduzierbare Werte lieferte.
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Abbildung 4.12: Variationen der Hefemasse und Gesamtaktivitat bei der ICso-Wert-Bestimmung mit
BH324.amid im “C-Assay mit S. cerevisiae. (A) Gesamthefemasse 2,8 mg normiert auf ODeoo von 25
und Gesamtaktivitat 0,08 uCi. (B) Gesamtaktivitat 0,04 uCi. (C) Gesamthefemasse 5,6 mg normiert auf
ODsoo von 50 und Gesamtaktivitat 0,04 uCi. Die Fehler stellen S.E.M. der technischen Replikate dar
(N=3-9).

4.2.3 PfFNT im Hefesystem unter Stressbedingungen

Zur  weiteren Beurteilung des  'C-Assays unter  Extrembedingungen  fir
Transportuntersuchungen von heterolog hergestellten Membranproteinen wurde das bereits
gut untersuchte PfFNT in S. cerevisiae hergestellt (3.3.4) und im "*C-Transportassay (3.5.1)
unter Variation der Messbedingungen in Bezug auf pH-Wert, Temperatur und ODsoo
untersucht. Ziel war es hierbei herauszufinden, ob eine Variation der Testparameter oder die
Kombination derer die Funktion des bereits charakterisierten Transporters beeintrachtigt und
so Charakteristika liefert, die nicht dem Zielprotein, sondern den Assay-Bedingungen
zuzuordnen sind. Hierzu wurde der pH-Wert um 2 bis 5 log-Einheiten gesenkt sowie die ODeoo
verdoppelt (Abbildung 4.13 A-D). Unter allen Bedingungen wurde ein deutlicher, sich vom
Hintergrund abgrenzender Transport von Na-L-Laktat/H® gezeigt. Auch wurde die pH-
abhangige Erhdhung der Transportrate bestatigt. Je saurer die Umgebungsbedingungen,
desto schneller gelangt L-Laktat/H* Gber PfFNT in die Hefezelle. Bei erhohter ODesoo bzw.
Hefezellzahl wurde keine zeitabhangige Steigerung der Aufnahme von zwei zu acht Minuten
beobachtet. Unter der Annahme, das pro Zelle die gleiche Anzahl Transportern vorliegt, liegen
bei erhéhter Zellzahl im Summe mehr Transporter vor. Aus diesem Grund wurde vermutlich in
der gleichen Zeit mehr Substrat in Summe aufgenommen, wenngleich jeder einzelne
Transporter die gleiche Transportgeschwindigkeit beibehalt. Zur genaueren Charakterisierung
mussten noch weitere Experimente durchgefihrt werden. Die Transportrate und
Aufnahmekapazitat unter den in Abbildung 4.12 gewahlten Bedingungen ware im Vergleich
interessant. Vor diesem Hintergrund kénnte auch die Anzahl der Transporter quantifiziert
werden, um einen Einfluss der Hefezellzahl verfolgen zu kénnen. Des Weiteren wurde die
Aktivitat verdoppelt, wahrend der Gradient des fir PfENT nicht nattirlichen Substrates (Wu et
al., 2015) Formiat auf 4 mM erhoht wurde. Hier wurde kein signifikanter Unterschied (t-Test,
P < 0,05) von nicht herstellenden Hefen zu PfFNT beobachtet (Abbildung 4.13 E). Dies
konnte mit der hohen Membrangéngigkeit von Formiat/H* bzw. Ameisensaure (pKs 3,75) im
leicht sauren zu erklaren sein. Im Vergleich dazu war die Transportrate bei einem um eine pH-
Einheit erhdhten pH-Wert und bei auf 30 °C erhdhter Temperatur im Vergleich zu nicht PfENT-
herstellenden Hefen signifikant ernéht (Abbildung 4.13 F). Bei Messungen mit "*C-markiertem
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Acetat wurde ein hoher Hintergrund gefunden. Die Gesamtaktivitat der "*C-Acetat-Stocklésung

Stoffmenge

war deutlich erniedrigt. Der Faktor ( ), der zur Berechnung der Aufnahme in

Gesamtaktivitat
nmol mg~' Hefe zugrunde liegt, war durch die niedrige Gesamtaktivitat erhoht. Daraus
resultierten hohe Aufnahmewerte im Vergleich zu anderen Substraten. Die Aktivitat der Acetat-
Stocklésung war aufgrund von Verdunstung und damit unwissentlich vermehrt entnommener
Aktivitat im Vorfeld, erniedrigt. Zur Charakterisierung von PfFNT oder Validierung des '“C-
Transportassays ware die experimentelle Vertiefung dieser Beobachtungen empfehlenswert.
Unter Berlcksichtigung der schon im Arbeitskreis publizierten Daten zu PfFNT und dem
etablierten "*C-Transportassay wurde hierauf verzichtet. Es wurde gezeigt, dass die Funktion
von PfFNT nahezu unter allen Bedingungen erhalten bleibt. Die Verdopplung der
Gesamtaktivitat in Zusammenhang mit Formiat/H* als Substrat, welches im Sauren eine
erhohte Membrangangigkeit aufweist, suggerierte, dass kein Transport vorlag. So wurde im
weiteren Verlauf bei der Testung von Formiat/H* auf die Erhohung der Gesamtaktivitat aus
6kologischen und 6konomischen Griinden verzichtet.

A B C D
Na-L-Laktat pH 2,8 Na-L-Laktat pH 3,8 Na-L-Laktat pH 4,8 Na-L-Laktat pH 4,8
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T
(2] — — — —
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Abbildung 4.13: Aktivitat von PfFNT unter Variation der Assay-Bedingungen. Variable Parameter: (A,
B, C) pH-Wert, (D) ODeoo, (E) Gesamtaktivitdt und Substratgradient, (F) Temperatur. (G)
Substratvariation zu Acetat. Grau: mit dem Leerplasmid transformierte Hefezellen. Schwarz: PfFNT. Die
Fehlerbalken stellen S.E.M. der technischen Replikate dar (N = 2 — 3).

4.2.4 Funktionalitat von PfFNT als GFP-Fusionsprotein

Im Hinblick auf neue zu charakterisierende Membranproteine, wurde der Einfluss von GFP als
Fusionsprotein auf die Transportaktivitdt des gut charakterisierten PfFNTs ermittelt. GFP-
Fusionsproteine kdnnen der Lokalisation des Proteins in der lebenden Zelle dienen. Zur
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Funktionsuberprufung von PfFNT-GFP-Fusionskonstrukten (Abbildung 4.14) wurden HA-
PfFNT-GFP und PfENT-GFP jeweils auf ihre Herstellung mittels In-Gel-Fluoreszenz tberprift
(3.2.4). Es wurden transformierte S. cerevisiae (3.3.1) wie in 3.3.4 beschrieben kultiviert,
mechanisch aufgeschlossen (3.3.6) und anschlieRend an die SDS-PAGE (3.2.2) die In-Gel-
Fluoreszenz Uberprift. Mit einer berechneten Masse von 26,9 kDa fur yEGFP wurde eine
Bande auf einer Laufhéhe, die einer Masse von ca. 32 kDa entspricht, detektiert. Fir GFP ist
aus der Literatur bekannt, dass es in der SDS-PAGE groRer erscheint (Dong et al., 2019). Die
Fusionskonstrukte mit theoretisch berechneten Massen von 61,4 kDa fur PfEFNT-GFP und
62,6 kDa fur HA-PfFNT-GFP wurden jeweils auf einer Laufhéhe von ca. 73 kDa und ca.
133 kDa detektiert (Abbildung 4.14 A). Auffallig war hier bei beiden Fusionskonstrukten eine
starke zusatzliche Bande, die der GFP-Doméane ohne Fusion zugeordnet wurde. Grund hierfur
kdnnte ein zweiter Translationsbeginn, bedingt durch das zweite GFP-Startmethionin im
Expressionskonstrukt oder Proteolyse des Fusionskonstruktes sein (Mdller-Lucks et al., 2012).
Zwischen dem PfFNT-GFP-Fusionsprotein mit und ohne HA-fag, welche einen
Massenunterscheid von 1 kDa aufweisen, war kein Unterscheid zu erkennen. Die Bande bei
ca. 73 kDa migrierte auf der fur das Monomer zu erwartenden Laufhdhe. Die Bande bei ca.
133 kDa migrierte auf der fir das Dimer annehmbaren Laufhdhe. Bei den beiden oben in der
SDS-PAGE befindlichen Banden handelte es sich vermutlich um im Sammelgel verbliebene
aggregierte Probe. Die Aufnahme von Na-L-Laktat/H® (Abbildung 4.14 B) bei pH 6,8
unterschied sich bei beiden Fusionskonstrukten deutlich vom Hintergrund. Die Aufnahme
durch mit GFP fusioniertes PfFNT war insgesamt geringer und langsamer als die durch HA-
PfENT-His1o und nochmal etwas geringer, wenn das GFP-Fusionskonstrukt zusatzlich einen
HA-tag enthielt. Es wurde gezeigt, dass die Fusion mit GFP einen verlangsamenden Einfluss
auf die Transportrate hat. Da keine vollstandigen Kurven aufgenommen wurden, kénnen nur
die Aufnahmeraten nach zwei Minuten und nicht die initialen Aufnahmeraten verglichen
werden. Die Generationszeiten (Abbildung 4.14 C) der das Fusionskonstrukt herstellenden
Hefen waren gegenuber der mit dem Leerplasmid transformierten Hefe leicht erhoht.
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Abbildung 4.14: PfFNT als GFP-Fusionsprotein. (A) In-Gel-Fluoreszenz der mikrosomalen Fraktion.
Auftragsmenge: gemittelt 56 ug Gesamtprotein. (B) Aufnahme von 1mM L-Laktat bei pH 6,8 von PfFNT-
GFP (schwarz) und HA-PfFNT-GFP (dunkelgrau) im Vergleich zu HA-PfFNT-His1o (orange) und GFP
herstellende Hefen (hellgrau). Die Fehler stellen die S.E.M. der technischen Replikate dar (N = 2 — 3).
(C) Generationszeiten von mit dem Leerplasmid (pUG35(-)) transformierten Hefezellen (hellgrau),
PfFNT-GFP (schwarz, geschlossen), HA-PfFNT-GFP (schwarz, offen).

4.3 FNT anderer eukaryotischer Parasiten

4.3.1 Identifikation von FNT im Genom von N. fowleri

Eine gezielte Suche nach weiteren eukaryotischen FNT im annotierten Genom (Abbildung
4.15) von N. fowleri, dem Erreger der Primaren Amében-Meningoenzephalitis (Visvesvara,
2010), fuhrte zu drei Sequenzen mit entsprechendem Leserahmen (Liechti et al., 2019). Die
DNA-Sequenzen wurden nach einer NCBI-Datenbanksuche basierend auf der
Aminosauresequenz von PfFNT nach einem Protein-Nukleinsaure basic local sequence
alignmet (tblastn) ermittelt. Es lagen zusatzliche bisher nicht veréffentliche mRNA-Studien zu
diesen Genen vor, weshalb die Sequenzen auch in Form von mRNA in RefSeq Select RNA-
Sequences gefunden wurden. Das Gen fiur FDP41_009947 mit der Lokalisation
VFQX01000074.1:255.334..256.902 (+) besitzt keine Introns. Die codierende Sequenz mit der
Transcript-ID FDP41_009947_t1 ist 1569 Basenpaare lang und fihrt zu einem Protein mit 522
Aminosauren (57,01 kDa), das in der Arbeit als NfFNT1 bezeichnet wurde. Dem Gen mit der
ID FDP41_000186, im Folgenden NfFNT2 genannt, wurde ebenfalls keine
Chromosomenlokalisation ~ zugeordnet.  Die  Lokalisation wird angegeben  mit
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VFQX01000001.1: 414.909..416.737(-). Die genomische Sequenz ist 1832 Basenpaare lang
und weist drei Introns auf. Die mRNA-Sequenz mit der Transcript-ID FDP41_000186_t1 ist
1479 Basenpaare lange und fuhrt zu einem Protein mit 492 Aminosauren mit einer
theoretischen Masse von 55,28 kDa. Das Gen FDP41_011314 ist 1854 Basenpaare lang und
besitzt zwei Introns. Auch hier gibt es keine Chromosomenzuordnung des Gens. Es ist
lokalisiert mit VFQX01000009.1:282.735..284.588(+). Die transkribierte Sequenz
FDP41_011314 _t1ist 1695 Basenpaare lang und codiert fir ein Protein mit 564 Aminosauren
und einem Molekulargewicht von 63,63 kDa, das im Folgenden als NfFNT3 bezeichnet wird.

Genomische Sequenz

VFQX01000074.1 (supercontig)

/FDP41_0099_Al7\ +)
255.334 256.902
VFQX01000001.1 (supercontig)

FDP41_000186
(-) /._/\_—/\./\J\

414.906 416.737
VFQX01000009.1 (supercontig)
FDP41_011314
(+)
282.735 284.588

Abbildung 4.15: Lokalisation NfFNT-Gene. Dargestellt sind die annotierten Gene fiir NFFNT1-3 in der
genomischen Sequenz, welche in Form eines supercontigs vorliegt.

4.3.2 Inhibition von N. fowleri- und E. histolytica-Trophozoiten mit gegen PfFNT
gerichteten Inhibitoren

Nachdem festgestellt wurde, dass N. fowleri‘'s Genom fir FNT codiert und mRNA-Daten darauf
hindeuteten, dass die Transporter, die dem PfFNT so ahnlich sind, vom Parasiten auch wirklich
hergestellt werden und keine genomischen Zufallstreffer sind, wurden die PfENT-Inhibitoren
auf inre Wirkung gegentuber N. fowleri-Trophozoiten untersucht. Die PfENT-Inhibitoren wurden
bereits auf ihre Wirkung gegeniber heterolog in der Hefe gestelltem PfFNT und gegeniber
P. falciparum 3D7 in Kultur am BNITM untersucht.

Das in E. histolyica identifizierte EnFNT wurden im Rahmen der Doktorarbeit von Dr. Folknand
Helmstetter (Dissertation Folknand Helmstetter, 2019, Kiel) charakterisiert und weist als bisher
einziges bekanntes eukaryotisches FNT kein zentrales Histidin auf. Die folgenden Ergebnisse
wurden in Anlehnung an Debnath et al. (2020) von Jessica van Nyguen in Kooperation mit der
Arbeitsgruppe von Dr. Anjan Debnath erzielt und freundlicherweise zur Verfligung gestellt. Von
insgesamt 50 getesteten Inhibitoren war fir 24 Inhibitoren die Determination eines
ECso-Wertes gegentber N. fowleri moglich (Abbildung 4.16). Sieben der Inhibitoren zeigten
eine ausreichend wachstumshemmende Wirkung auf E. histolytica zur Determination von
ECso-Werten, welche alle tiber 10 uM lagen.
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Abbildung 4.16: Determinierte ECso-Werte von N. fowleri- (geschlossen) und E. histolytica- (offen)
Trophozoiten in Kultur. Die Daten wurden von Jessica van Nyguen im Rahmen einer Kooperation mit
Dr. Anjan Debnath, UCSD erhoben. Die Inhibitoren wurden freundlicherweise von Bjorn Henke
synthetisiert und als DMSO-Stocks von Cornelius Nerlich zur Verfigung gestellt. Die grau gestrichelte
Linie markiert die Inhibitoren, die einen ECso-Wert kleiner 5 uM bzw. kleiner 10 uM aufwiesen.

Da die Aktivitat der Inhibitoren gegen E. histolytica als zu gering angesehen wurde, wurde sich
im weiteren Verlauf der Arbeit auf N. fowleri konzentriert. Zu den gegen N. fowleri potenteren
Inhibitoren gehort auch die Leitsubstanz MMV007839 (Golldack et al., 2017), welche sich
durch eine Hemiketal-Struktur auszeichnet, die den Wechsel zwischen lipophiler Transport-
und polarer, dem natlrlichen Substrat Laktat ahnlichen, Wirkform in der PfFNT-Pore
ermdglicht (Peng et al., 2021). Die Bindetasche von NfFNT1-3 ist laut Model, das auf der
Struktur von PfENT basiert (PDB: 7mxy), zu groRen Teilen ahnlich aufgebaut wie die des
PfFNT (Abbildung 4.17). Der dem Ldsemittel zugangliche Raum im Model von NfFNT1-3
erscheint deutlich kleiner, auch wenn die entscheidenden Bindetasche ausbildenden
Aminosauren eine ahnliche grole Bindetaschen annehmen lassen. So sind in
Ubereinstimmung die auskleidenden Aminoséduren welche aus Phenylalanin (F90/274),
Histidin (H230/412, Threonin (T106/290), Valin (V196/378) und Lysin (K35/222) bestehen
gefunden worden. Im NfFNT1 ist an der Position an der im PfFNT ein Glycin (G107) ist ein
Phenylalanin (F289) zu finden. Die Mutation G107S im PfENT spielt eine entscheidende Rolle
in der Ausbildung der Resistenz gegenuber der urspringlichen Leitsubstanz MMV007839. Das
Phenylalanin 289 von NfFNT1 ragt mit dem backbone in die angenommene Bindetasche
herein, sodass davon ausgegangen wurde, dass der aromatische Rest nicht an der Bildung
der Bindetasche beteiligt ist. Auch ein Serin an Position 218 vom NfFNT1 ist unterschiedlich
zum Tyrosin 31 im PfENT. Hier kdnnte ein moglicher Grund fiir die Wirkung der in para-Position
modifizierten Inhibitoren gegenuber N. fowleri gelegen haben. Im PfFNT beeintrachtigt der
aromatische Rest von Tyrosins 31 mdglicherweise die Bindung von in para-Position
modifizierten Inhibitoren. Ein Leucin an Position 278 vom NfFNT1 anstelle eines weiteren
Phenylalanins an Position 94 im PfENT konnte eine groRere Bindetasche in NfFNT1
ermaoglichen.
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Abbildung 4.17: (A) Bindemodus von MMV008839 (cyan) in der Bindetasche (grau) vom PfFNT
(blau). (B) Die Bindetasche bildenden Aminosauren (gelb) im NfFNT1 (transparent gelb). (PDB: 7mxy)

Alle Inhibitoren weisen ein aromatisches System auf, das im Falle der Wirkform eine
Substitution in para-Position tragt (Abbildung 4.18). Funf der Inhibitoren weisen eine Penta-
Fluor-Alkylkette, welche im PfFNT in Richtung des Zytoplasmas in die Pore hineinragt, auf
(Walloch et al., 2020). Zwei Inhibitoren weisen keine Hydroxylgruppe in B-Position zum Keton
auf, sodass die Bildung eines Hemiketals nicht mehr mdglich ist. Die vinyloge Saure ist
vorhanden, ebenso wie eine aromatische Struktur. Mit BH296.2 zeigt ein Inhibitor mit Tri-Chlor-
Substitution eine Wirksamkeit von 2 uM gegenuber N. fowleri. Alle der Fluor-haltigen
Inhibitoren weisen gegenlber PfFNT im Hefesystem |Cso-Werte von kleiner 1 yM auf
(Abbildung 4.18).

Tabelle 4.1: ECso-Werte der Inhibitoren gegen N. fowleri und P. falciparum im Vergleich.

KUL N. fowleri ECso 3D7 P. falciparum ECso *  PfFNTyeast ICs0 **

Inhibitor Aktivitat

BH388 1,6 0,88 + 0,03
BH340 1,6 0,10 £ 0,01 0,40 + 0,01
BH296.2 2 1,0+£0,1
MMV007839 3,2 0,14 £ 0,01 0,17 £ 0,01
BH255 54 19,7 0,36 + 0,05
BH292 54 0,29 + 0,02
BH317CI 5,6 0,28 £ 0,05 0,12 + 0,01
BH255/2 6,5 0,16 + 0,01

Bemerkung 4.1 alle ECso- und ICso-Werte sind in yM angegeben.

* Bemerkung 4.2 Die ECso-Werte fir P. falciparum wurden am BNITM gemessen und von Cornelius
Nerlich zur Verfiigung gestellt. Die ICso-Werte wurden von Dr. Andre Golldack aufgenommen.
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Fir den Tri-Chlor substituierten Inhibitor konnte ein ICso-Wert von 1,0 £ 0,1 uM determiniert
werden. Gegenuber den P. falciparum Parasiten weisen die getesteten Inhibitoren ECso-Werte
von unter 0,3 uM auf. Eine Ausnahme bildet BH255 mit einem Butylrest und einem ECso-Wert
von fast 20 uM.

BH388 BH340 BH 296.2
FOH O F OH O
F A F OH O
F N
F £ FW J\ Cl ™
F
HO o/\© o o a7l .
MMV007839
F OH O
F
LSl
F
HO o~
BH255 BH292 BH317Cl
F OH O
OH O £ F OH O . " y
- N | N Fo N NF Fo | N
F > F F /
BH255/2

F OH O
F
F HO Cl
Abbildung 4.18: Strukturformeln der Inhibitoren mit einem ECso-Wert kleiner 5 yM (oben) bzw. kleiner
10 uM gegen N. fowleri (unten).

Im Folgenden galt die Frage zu klaren, ob es sich bei dem Target der Inhibitoren um FNT
handelt. In dem Zuge muss auch der Fragestellung nachgegangen werden, inwiefern FNT fur
N. fowleri eine metabolische entscheidende Rolle einnehmen, sodass ihre Inhibition zur
Wachstumshemmung der Parasiten fuhrt. Es sollte auflerdem untersucht werden, welche
FNT-typischen Substrate NfENT leiten und ob vor diesem Hintergrund eine Inhibition mit
Milchsaure-analogen Inhibitoren realistisch erscheint.

4.3.3 Strukturelle Analyse von NfFNT1-3

Alle drei identifizierten NfFNT weisen flir FNT typische Strukturmerkmale auf (Abbildung
4.19). Ein auf Basis eines ClustalW-Algorithmus (Thompson et al., 1994) durchgeflhrtes
Alignment, welches in TeXshade visualisiert wurde, zeigt im Vergleich mit dem
prokaryotischen EcFocA und dem eukaryotischen PfFNT strukturelle Ahnlichkeiten der
NfFNT1-3. Innerhalb der fir ein FNT entscheidenden Bereiche wie den Konstriktionen, dem
zentralen Histidin und den vorgelagerten Lysinen, zeigen NfFNT1-3 grofRRe strukturelle
Ahnlichkeit in der Aminosauresequenz zu anderen eukaryotischen FNT. So wurden die von
Wiechert et al, (2017) identifizierten Schlisselaminosaduren der Transportpore in
Ubereinstimmung gefunden.
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NfFNT3 LigeleSEIIGRLIRGYVH L BIRHHMRFLFN| RL YL QR HQ LPHSSSTTPLSSTTAAT HGTGESS 530
EcFocA ... e 285
PEFNT e 309

NfFNT1 KE AIISAE]NIE POUHRV............... 522
NfFNT2 E[K| MGYR............ 491
NfFNT3 TD PSTQE]P FTEEVEMVDINVENKV 564

EcFocA
PfFNT

Z.
EcFocA | — 448 50.1 500 50.3 | ».
PfFNT | 266 — 46.7 46.3 483 j’%
NfFNT1 | 26.9 263 — 474 454 |=
NFFNT2 | 281 250 282 — 596 | &
NfFNT3 | 20.3 236 254 448 — |

% identity

Abbildung 4.19: Oben: Aminosauresequenz ClustalW Alignment bekannter prokaryotischer FNT aus
E. coli (EcFocA) und eukaryotischer FNT aus P. falciparum (PfFNT) mit potenziellen FNT aus N. fowleri
(NfFNT1-3). Auskleidende Aminosduren in der Transportpore (Punkte), Selektivitatsfilter (Phi @),
cytosolische (offenes Dreieck) und periplasmatische/extrazellulare Konstriktion (geschlossenes
Dreieck), konservierte Aminosauren (Stern). Farbemodus: similarity. Unten: Sequenzibereinstimmung
und -ahnlichkeit der verschiedenen FNT. Die Aminos&uren wurden in Abh&ngigkeit von ihrer Ahnlichkeit
umso dunkler eingefarbt.
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Auch die Konstriktionen bildenden Aminosauren fir die zytoplasmatische sowie die
periplasmatische/extrazelluldre Konstriktion wurden in Ubereinstimmung lokalisiert (vgl.
Abbildung 1.9 und Abbildung 4.20). Die hochkonservierten Lysine am Poreneingang
und -ausgang K35pwnt und K177pnT, die flr die elektrostatische Anziehung des Substrates
verantwortlich sind (Wiechert & Beitz, 2017a), wurden ebenfalls identifiziert. Auch das zentrale
Histidin H230prnt wurde vorgefunden. Der Selektivitatsfilter, der Hinweise auf die
Substratselektivitat geben kann, wurde identifiziert und in seinem Aufbau und Porengrofie
zwischen dem prokaryotischen EcFocA und dem eukaryotischen PfFNT eingeordnet.
Insgesamt ist die Sequenzahnlichkeit in % der NfFNT1-3 zum prokaryotischen EcFocA etwas
héher als zum eukaryotischen PfFENT. Strukturmodelle auf Basis der korrigierten Cryo-
Elektronenmikroskop-Struktur von PfENT (PDB: 7mxy) (Lyu et al., 2021) zeigten ein besseres
fitting. Alle drei NfFNT weisen einen fur FNT untypisch langen N- und C-Terminus auf. Im
Folgenden gilt die Frage zu klaren, ob die Genom-Annotation hier korrekt ist (Salzberg, 2019).
Das Vorliegen eines Methionins in allen drei NfFNT an gleicher Position im Alignment
(M215nenT1, M183nienT2, M223NirnT3) KONNte ein Indikator auf ein dort liegendes Startmethionin
sein, was daflirsprache, dass der open reading frame mdoglicherweise erst hier beginnt. Die
grof3e Variabilitdt in den Termini deutet darauf hin, dass die Gengrenzen noch nicht ganz klar
identifiziert sind.

NfFNT1/NfFNT2/NfFNT3

Lysin K 222/190/230

A245/C213/G253, S248/216/256,

Selektivitatsfilter V406/378/A417, Y410/L381/F421

Periplasmatische

Konstriktion F274/242/282, F405/376/416,

A415/386/426

H412/383/423
Cytoplasmatische
Konstriktion

L278/246/1286, L288/256/296,
T290/258/S298, VV378/349/L389

Lysin K359/330/370

Abbildung 4.20: Aufbau eines Protomers von NfFNT1-3. Cyan: Lysine im Poreneingang, grin:
Selektivitatsfilter, orange: extrazellulare Konstriktion, grau: zentrales Histidin und Threonin, lila:
zytosolische Konstriktion. Hellgelb transparent: einzelnes Protomer, hellgrau: Lésemittelzugangliche
Flache. Grenzwert: 7 A und 3 solvent radii zur Visualisierung des Ldsemittel-zuganglichen Raumes.
Model basiert auf PDB 7mxy. Dargestellt mit PyMol Molecular Graphics.
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Topologie von NfFNT1-3

Die Ubersicht der moglichen Topologie (Abbildung 4.21) von NfFNT1-3 zeigte, wie das
Alignment, fur FNT untypisch lange Termini au3erhalb der Membran. Dennoch weisen die
Transmembranspannen TM1 bis 6 inklusive der in der Membran liegenden loops L2 und L5
eine ahnliche Topologie wie bekannte FNT auf (Erler et al., 2018; Dissertation Janis Rambow,
2015, Kiel).

A B Cc
NfFNT1 57 kDa NfFNT2 55 kDa NfFNT3 63 kDa
™1 2 3.8 4% 5 seseeb

L2 / L5

Abbildung 4.21: Vorhersage der Topologie potenzieller FNT aus N. fowleri. Erstellt von Prof. Dr. Eric
Beitz mit TeXtopo.

AlphaFoldModelle

Die Modelle von NfFNT1-3 wurden mit SwissModel (3.8) erstellt. Exemplarisch ist das Model
von NfFNT1 gezeigt. Die von AlphaFold (Abbildung 4.22) vorhergesagte Struktur sagt das
Vorliegen von sechs Transmembranspannen ab Position 227 voraus. Je blaulicher die Struktur
eingefarbt ist, desto gréRer ist die Ubereinstimmung zum template des Models. NfFFNT1 und
PfFNT sind sich im Bereich der Transmembranspannen ausreichend ahnlich, um ein
aussagekraftiges Model zu erstellen, welches im Aufbau den bekannten FNT &ahnelt
(Abbildung 1.7). So wurde auch hier ein Pentamer gefunden, welches aus fiinf Protomeren
mit je einem Transportpfad aufgebaut ist.
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Abbildung 4.22: Exemplarisch das Model von NfFNT1 erstellt mit SwissModel (Quelle s.o.).
Vorhergesagtes Pentamer auf Basis von PfFNT (PDB 7mxy). Ansicht von (A) periplasmatischer Seite
und (B) in der Seitenansicht. (C) AlphaFold structure prediction (Jumper et al., 2021; Varadi et al., 2022)
auf Basis von einem pentameric fomate channel (PDB 3kly) aus Vibrio cholerae (Waight et al., 2010b).
(D) Modelle aus B und C uUbereinandergelegt. GMQE 0,34; QMEANDisCoGlobal: 0,67 + 0,05.
Sequenzibereinstimmung: 28,36 %.

Selektivitatsfilter

Die Analyse der Selektivitatsfilter von NfFNT1-3 (Abbildung 4.23) ergab in Bezug auf den
PorengroRendurchmesser eine Ahnlichkeit zum eukaryotischen PfFNT mit einer
Selektivitatsfilterflache von 41,2 A, wahrend einzelne Aminosduren eher auf einer fiir
prokaryotisch typische kleine Substrate hinweisen. Die Selektivitatsfilterflache wurde bestimmt
in dem eine Ebene durch die a-Kohlenstoffatome der Aminosauren, die den Selektivitatsfilter
bilden und durch das Stickstoffatom der Seitenkette des Lysins, das im Poreneingang liegt,
gezogen wurde. Lag dort kein Lysin vor, wurde das Kohlenstoffatom gewahlt, welches am
weitesten in das Vestibll hineinragt. Die unter Berticksichtigung der Oberflache des Proteins
freibleibende, dem Umgebungsmilieu zugangliche Flache wurde Uber die Anzahl der Pixel
mittels Dreisatzes Uber das aufgespannte Dreieck zwischen den jeweiligen Positionen
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zuruckgerechnet. Insbesondere das Vorliegen eines Valins anstelle von Alanin an Position
406nmnT1 bzw. 377ninT2 KONNte fUr die Selektivitat gegenlber groReren Substraten wie z.B.
Laktat/H* verantwortlich sein (Wiechert et al., 2017), wenngleich NfFNT3 an dieser Position
analog zu PfFNT ein Alanin an Position 417 aufweist. Anstelle der den Porendurchmesser
deutlich verengenden Aminosauren Y52 und F49 in EcFocA liegen in NfFNT1-3 und PfENT
an dieser Stelle weniger sterisch anspruchsvolle Aminosauren.

A B C

NFENT PIENT EcFocA
G253 (NfFNT3)

C213 (NfFNT2)

A245 (NfFNT1) A58

F49
Q®
[
- K359 L K177 '\/; X K156
‘. y N ¥ A Ys2 7)) SO
S248 ¥ A se1 ¥ Ne W A
" N o | Formate
w o » Q
W V203 ,
V406! Y410 A224 Y228 ,,
A417 (NfFNT3) j F207
Model mit PDB: 7mxy PDB: 7mxy PDB: 3q7k

Abbildung 4.23: Selektivitatsfilter von NfFNT, PfFNT und EcFocA. (A) Selektivitatsfilter von NFFNT1-
3. Abweichende Aminosauren des jeweiligen Konstruktes in Klammern. (B) Selektivitatsfilter von PfFNT.
(C) Selektivitatsfilter von EcFocA. Dargestellt mit PyMol Molecular Graphics.

4.4 Herstellung und funktionelle Charakterisierung von NfFNT im Hefesystem

Nach der Identifikation der Gene potenzieller NfFNT (Abbildung 4.15), basierend auf der
NCBI-Datenbank, wurden diese in eine fur S. cerevisiae codon-optimierte DNA-Sequenz
Ubersetzt. Die fur S. cerevisiae codon-optimierten NfFNT1-3 DNA-Sequenzen wurden
basierenden auf den ermittelten genomischen Sequenzen von NfFNT1-3 der NCBI-Datenbank
erstellt und in Form von Plasmiden bei GenScript bestellt. Im Rahmen der Codon-Optimierung
wurde der AT-Gehalt von 28,94 % A und 30,79 % T auf 26,55 % A und 30,62 % T im Mittel
reduziert (vgl. Tabelle 4.2).

Tabelle 4.2: Basenanteile der NfFNT1-3 codierenden Wiltdtyp und codon-optimierten Sequenzen.

Konstrukt Variante Baseanteil (%)
A C G T
NfENT1 Codon-optimiert 25,61 24,9 18,97 30,52
Wildtyp 28,49 23,14 19,31 29,06
NfFNT2 Codon-optimiert 26,69 24,66 17,62 31,03
Wildtyp 29,04 20,96 17,79 32,21
NfFNT3 Codon-optimiert 27,36 26,77 15,54 30,32
Wildtyp 29,29 22,76 15,86 31,09

Die Sequenzen sind Abbildung 4.24 zu entnehmen. Die Plasmide wurden so konstruiert, dass
das eigentliche Gen am 5°-Terminus von einer fir Spe | und am 3’-Terminus von einer fur
Xho | codierenden Schnittstelle eingegrenzt war. Als Plasmid wurde pUC57Kan gewahlt. Die
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eingrenzenden Schnittstellen wurden genutzt, um das codierende Gen mittels der
Restriktionsendonukleasen Spe | und Xho | in einen geeigneten Vektor zu klonieren. Im
Anschluss wurden S. cerevisiae-Zellen mit dem neu gewonnen Plasmid transformiert.

optNfFNT1

ATGTCTTCTAGTAACACTTCCAACACCACATCTTCTACCACTTCCTCTCCAGAAGAACCATTGTGT
GCTGCTTCCACCATCAACGCATCCATCACTACCACTACCATTTCCAAGCCAGGTTACTCTGCTCCT
CAACAGCAACAAACTACCTCAGTCATCTCTAACAACGATGAATCCGCCAAGTTTGCTGAAAACAAC
AATAATGGTCAATCCGCTTTGAGTATTCCAGTTATCTCCGAACCAGGTGAAGGTTCCAAGAAGACT
TCAAGCGCCGCCGCTGATCCAGCTACCTCCACTTCTTCTACTCTAAAGTCTCGTTCTAAAATGAAC
ATCTTGGATGACCATCACCACCACGAAGATGAACACGCCGAAGACTTCCACCATGAAAAGTTGCC
ATTGACCTCTAAACAATCTACTTCTTGTTCTCACCACGCTTTCGACGACCACGAATTGGAAAGAAC
TCAACAATTGTTGGAAACTGCCATCTTGTCCATTATTCACAAGTATAACACCGATGCTACCAAACA
ACAACAATTACTACAACAACAAACCCAAGTTCCACAACCAAACTTCCCAGTCCCATTGCCAGTTAC
GTTGCCATCCATCACTACCATCAACTCTCCGATTACTTTGCAAGAAACCATGGCTCTATCTGGTGA
AAAAAAGTCCAAGGAATCTTTGGACCAAACTATTATCTTAGCTTTGTTGTCCGGTGTTTTCGTTGC
TTTCGGTGCTATCGCTTCTTTCAAGACCGGTGGTAACATGCCAGGTTGGGATGTCGACAACCCTG
GTTATGGTAAGTTGATCTTCTCTGCTGTCTTCACTGTCGGTTTGATGTTGGTCATTGTTTCTGGTT
CTGAATTATTCACCGGTAACGCTATGGTTATGATTGTCGCTATGCTGAGAAAGAAGGTTACAGCTT
GGCACGTTGTTAAGAACTTGTGCCTTTCTTTGGCTTTTAATGTGTTGGGTGCCTTCATGACTATCT
ACTTTTTCATGTACTTGCCAACCACTGAAAAGGAATTGCACACTCCAGCTGGTTTCGTCACTTACG
CTAAGAAAATTGGTGAGTCTAAGGTCTCCAAGGGTGCTGGTGTTACCATCTTATTGGGTATCGGT
TGTAACTGGTTAGTCTGTTTGGCTGTTTACATGACCTACGCCTCTAACGTTTTGGTTGATAAGTTG
GTCGGTTTGTTCATGCCAATCTTGGCTTTCGTTGCCGGTGGTTACGAACATTGTGTTGCTAACGG
TGCTTTCATCCCATTGGCGATGTTATACGGTTCTGACATTACCATGTACGATTTCTTCGTTGTCAA
CTTGATGCCAGCCACTCTAGGTAACTTGCTTGGTGGCGCCATTTTTGTTGGTATGACTTTCTGGTA
CACTCACGGTGTCAGAATGGAACATTTGTACTTCTTTGACGAACACTTCACTTTGAGAATGAGAGC
TGCCATTGCTCAACCAATCTTGAACGTCTGGGACAGATTGCAAAAGTTCAACCCATTCTTGAAGAA
GGAAGAAGCTATCATTTCTGCTCAAAACATTGAATTGCCAGACCACAGAGTC

optNfFNT2

ATGGAAAGACCAAGTTCCTCTCAGCAAGTTGTCTTACCAAAGGAATCAAATGTTACCGCTAGAGA
AGCTTTCGACATCTTGCCATCTACTCACGGTTCTAAGCAACCACCAGTTCAACAACAACAAGATTC
TTCTATCACCAAGAAGGAAGGTCAAGAAATTATTCACGAATATGATCAACATTTGGAAATCCACCA
TCAACCTCCTCCATTGTTGCAAAACGTTATTGCTGAAAAGACCTTGCAATTCACTACCTTGCCTAG
TTCCACCACCTCTCCAACCTCTTCTCACCTACAATGCAATTCTGAACAACACCAAAAGCACATTAT
CCATCACCACTACCACCACTTCGAAATGGCCTCTAACTTGCCATCTGGTTTGGTTTCTTCCAAGAA
CTTGGTCGACGGTGCTTCTCGTGTTCCACAACAACACCACGCCACCATCCCAATCCCATCTTCCA
TGCCATCCCAACCACCAATTGCTACCCACTCTTCCTACAACCCATCTTTGGTCTTGTTCCACACTC
CATTCCAAGTCATGGAAAAGATGAAGACTGAAGGTGTTAGAAAGTCAAAACTAACTGTTGACCAAA
TGATTGTCTTATCCTTGTTTGCTGGTATCTTCAAGGGTGTCTCCTGTACTTTGTCTCTCTTCACCG
CCGGTAACTCTAGAAAGTTGGAAGAAGAATTCCCAGGTTTGCAAAAATTCTTTTTCGGTGCTGTTT
TCCCAATCGGTTTGATCTTAATTTCTGCCACTGGTGCCGAATTATTCACTGCCAACGTTTTGGTTG
TTTTGGTCGGTCTATTTTCCCGTAAGTGGAGAGCTAAAAAGTTCATCATCCAATTCGCTCAATTTTT
GAAGAACTTGGTTTTATCCTACGTCTTCAACATGTTGGGTGCATTTGTTATGGCTTACTTCTTCGTT
TACTTGATCCAACCATGTTGTAACGCTCACTGGATTGAATACGTCAAGCATTTGGCTGAAACCAAG
AGCTCCAAATCTTTCGGTGCTTGTTTGGCCTCCGGTATTATCTGTAACATGTTAGTCACCATGGCT
ACTTACAACTCCCACGCTGCTACAACTTTGGAGGGTAAGATTTTGGGCATCTGGTTCCCAATCAT
GACTTTCGTTTCCATTGGTTTGGAACACTGTATCGCTAATGCTTACTTTATTCCATTGGGTATGTTG
TACGGAGCTAACGTCTCGCATTACGATTTCTTCATTGGTAACCTATTGCCAGCTACTATCGGTAAC
ATTATTGGTGGTGCTTTCGTTATTGGTTGTTTGTTGTATTTCGTCTACGACTACAGAAACAGACATA
ACAGAGTTTTGTTCAACTTCCTGGAATTGACGTGGTCTAAGATCAAGGAAAAGTACAAGCAATCTA
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GAAACTCCAACCAACCAGAAAGAGTCTCTACCAACGAAAGAAAGGAATCCACTGACTCTGTCTTG
TCTGATTTGGAAATGGGTTACAGA

optNfFNT3

ATGACTTCTTTGGAAAACTGTAGAAACTCTAACCACCCATTGCCAAGACACTACAACAACTTTGAC
TACCATCATCACTCTAACAACAACTTGAACACTTTCTCTAGTCCATTGTCTTGTAAGCATGATTTCG
ATCCAACTTTTATCATTGAAGCTGAAACTATTCACCACTTGCCATTACCAATGGACCACCCAAACT
ACGATCAAGAAGAATCCTTCGAACAAAACCCAGTCAAATCCATCCCAACCCCGCCACCTCAACAG
CAACAACAACAACAATTGCACGTCGTTCCAAGCTCAGATCACGAACACTCTATTGACTCTCCATCT
GAACACGCTTCTATCCCACAAACTTTACCTCACGTTAACAATAAGCACACTTTGACCAAGAGAAAG
AACTCCTTACCTTCCGAACCATCTTCTTTCCTCCCAAAGACCTCCTCTTTCAAGATGAACTCCAAC
GGTCAACCAAATTCCCATTTGTTCAGACACGAAGAACCAATCACCTCTAACTATGACCAACAAAAG
GGTCAACCTAACATTGATTCTACTCACTTGTTCAGAACCAACTCTCAACCACAAACCAACCATTTG
CCAGCTCACTCTCCACAAAATTCTGCATTCCCATTGCCAATGTTCTTGAACCCATTCCAAGCTTTC
GACAAGATGAAGCAAGAAGGTATCAGAAAGTCCAAGTTGGCTTTTGACCAAATTGTTATCTTGTCT
CTATTTGCTGGTTGTTTCGCCGGTATCGGTGGTGCCTTGTCTTTGTTGACCGCCGGTAACTGCCC
AACTTTGGAAAAGGAAAATCCAGGTTTGCAAAAGTTCTTTTTCGGTGCTGTGTTCCCAATTGGTAT
TATCTTCACTATCTTATTCGGTGCTGAATTGTTTTCCACTAACTCATTGACTGTTTTCATCGGCTTG
TTGTCTCGTAAATGGAGATCTAAGAAGTTTATCTTGCAATACTTGCAATTCTCCAAGAACTTGTTCT
TATCCTACATTTTCAACATGATTGGTTCCTTCATGGTTGCTTACTTCTTCTTGTACCTTACTCAACC
ATGTTGTGATGCTCCATGGATTGCCTACGCTAAGAAGATTGCTTTGTCCAAAGTTTCCAAAACATT
CGGTCAAAACGTCTTGTTGGGTATCGTCTGTAACATGATGTTGACTTTGTCGATCTATATCTCTTTT
GCCGCCACCACCGTCGAAGGTAAGATCATCGGTGTCTGGTTCCCAGTTATGGGTTTCGCTTCCTC
TGGATTTGAACATTGTATCGCTAACGCTTTCTTCATTCCATTGGGTATGTTGTTCGGTGAAGACAT
TTCTGTCCAAGACTTCTTGGTTCAAAACTTGTTGCCAACCACCATTGGTAACCTAATTGGTGGTTC
TTTCATCGTCGGTTTGTTACTATACTACGTTCACGACTTGAGACACCGTCACAGAAGATTCTTATT
CAACACCATCGAGAGATTGTGGTCTTACTTGAAGCAAAGATACATTCACCAAAGATTGCCACACTC
CTCTAGCACTACTCCACTCTCATCCACCACTGCTGCTACCTCTCACCTGGGTACTGGTGAATCCT
CCTCTAAGCGTACTGACTCCCCATCTACCCAACAACCATCCAACAAGTCTTCTTTAGAATTCACCG
AGGAAGTTGAAATGGTCGATATCAACGTTGAAAACAAGGTT

Abbildung 4.24: ORF von optNfFNT1-3. Gezeigt sind nur die codierenden Bereiche. Schnittstellen
sind ggf. in 5° und 3‘-Richtung ergadnzend eingefiigt worden.

Zur Herstellung und funktionellen Charakterisierung wurden die fur S. cerevisiae codon-
optimierten fir NfFNT1-3 codierenden Sequenzen in einen fir die Hefe geeigneten Vektor
(pDR196) kloniert (vgl. Abbildung 2.3, Abbildung 2.4).Sofern nichts anderes angegeben ist,
weisen alle Konstrukte im gewahlten Vektor einen N-terminalen HA-tag und einen C-
terminalen Hisio-tag auf.

441 Codon-optimierte Wildtyp-NfFNT

4411 NfFNT1

Zunachst wurde NfFNT1 als GFP-Fusionskonstrukt hergestellt. Die transformierten Hefezellen
(3.3.1) vom Stamm W303 1A 4jen1 Aady2 wurden kultiviert (3.3.4), mechanisch
aufgeschlossen (3.3.6) und mittels Western Blot-Analytik (3.2.5) und 'C-Transportassay
(3.5.1) untersucht. Im Western Blot (Abbildung 4.25 B) wurde bei einer theoretischen Masse
des Fusionsproteins von 84 kDa eine Bande auf einer Laufhohe einer Masse von 25 kDa
detektiert. Diese wurde dem Ioslichen GFP mit einem Molekulargewicht von 26,9 kDa
zugeordnet. Zudem wurde eine sehr pragnante Bande kurz uber 35 kDa und zwei weitere
Banden bei 50 kDa detektiert. Da die Detektion mit einem Primarantikorper erfolgte, der gegen
das C-terminal fusionierte GFP gerichtet war, wurde angenommen, dass es sich um
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Abbruchfragmente handelt. Der Abbruch erfolgte, den rechnerischen Massen nach, zwischen
der 5. Und 6. TM (ca. 10,7 kDa + GFP), zwischen der 4. Und 5. TM (14,9 kDa + GFP) oder
zwischen der 3. und 4. TM, was einer Bande bei ca. 50 kDa entsprach (20 kDa + GFP). Eine
schwache Bande mit einer Laufthdohe bei knapp unter 100 kDa lief auf der zu erwartenden Hohe
fir das vollstandig translatierte Protein. Die Generationszeit der NfFNT1-GFP herstellenden
Hefen (Abbildung 4.25 C) war im Vergleich zu mit dem Leerplasmid transformierten Hefen
(Abbildung 4.14) fast verdoppelt. Eine Uberpriifung des Transportes von Acetat/H* bei pH 5,8
ergab keine uber dem Hintergrund liegende Aufnahme (Abbildung 4.25 D). Die hohe
Aufnahme des Hintergrundes fur Acetat liegt in dem Faktor zur Berechnung begriindet, der
sich aus der niedrigen Gesamtaktivitat der eingesetzten 'C-Stock-Substratlésung ergeben
hat.

A B C D
NfENT1-GFP 84 kDa
kDa 37 NNTI-GFP 5067 NfFNT1-
tgen=6,45+ 0,62 h ‘s GFP
250 T _:[_
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<
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Abbildung 4.25: NfFNT1 als GFP-Fusionsprotein. (A) Topologie von NfFNT1 mit C-terminalem GFP
dargestellt. (B) Western Blot der mikrosomalen Fraktion. Belichtung: 1 min; Acrylamidgel: 10 %;
Aufgetragsmenge: 25 pg Gesamtprotein. (C) Generationszeit transformierter Hefezellen unter
Einbeziehung der lag-Phase. (D) Aufnahme von Acetat bei pH 5,8 von NfFNT1-GFP (schwarz) im
Vergleich zu mit dem Leerplasmid (pUG35(-)) transformierten Hefezellen (hellgrau). * Markierung:
Monomer. Die Fehler stellen die S.E.M. der technischen Replikate dar (N = 2 — 3).

4.41.2 NfFNT2

Die Herstellung und Uberpriifung von Funktion von HA-NfFNT2-His+o zeigte in der Western
Blot-Analytik (Abbildung 4.26 B) eine einzelne Bande mit gegen den C-terminalen His1o.tag
gerichteten Antikérper bei einer theoretischen Laufhohe zwischen 35 und 50 kDa. Die
Detektion mit gegen den N-terminalen HA-tag gerichteten Antikérper ergab kein Signal. Die
Kalkulation des Gewichtes des theoretisch N-terminal unvollstandig translatierten Proteins
ergab, dass das Konstrukt bei einer Masse von mind. 33 kDa ab Beginn der ersten
Transmembranspanne vorliegen kénnte. Somit war mindestens der fir den Transport
notwendige inner-membranstandige Teil des Proteins translatiert und wurde auf Funktion
uberpruft. Aufgrund des gel-shifting Verhaltens (Rath & Deber, 2013) von Membranproteinen
wurde die Annahme, dass es sich um das vollstandig translatierte Protein handelt, nicht
verworfen. Die Generationszeit von NfFNT2 herstellenden Hefen war im Vergleich zu den mit
Leerplasmid transformierten Hefen verdoppelt. Auch bei Erreichen der exponentiellen Phase
verdoppeln sich die das Zielprotein herstellenden Hefen deutlich langsamer (Abbildung 4.26
C). Die Aufnahmekurve von Formiat/H* und Acetat/H® zeigte keinen deutlich iber dem
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Hintergrund liegenden Transport durch NfFNT2. Auch fiir Laktat/H* wurde kein Transport
gefunden (Abbildung 4.26 D).
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Abbildung 4.26: Herstellung und Funktion von NfFNT2. (A) Ubersicht der Topologie von NfFNT2. (B)
Western Blot der mikrosomalen Fraktion. Links: gegen N-terminalen Hdmagglutinin-tag gerichteter Anti-
HA-Primarantikrper. Rechts: gegen C-terminalen His1wo-fag gerichteter Anti-Penta-His-
Primarantikérper. Auftragsmenge: 20 pg Gesamtprotein. Belichtung: 45 min. (C) Wachstum
transformierter Hefezellen. (D) Aufnahme FNT-typischer Monocarboxylate bei pH 6,8 und einem
Substratgradienten von 1 mM. Mit dem Leerplasmid transformierte Hefezellen sind hellgrau und NfFNT2
herstellende Hefezellen in schwarz dargestellt. * Markierung: Monomer. Die Fehler stellen die S.E.M.
der technischen und biologischen Replikate dar (N = 2 — 6).

Eine Uberpriifung der proteinspezifischen Aufnahme der Substrate Formiat/H* und Acetat/H*
wurde bei der Erniedrigung des pH-Wertes um eine log-Stufe Uberpruft, da FNT im saureren
eine héhere Transportrate aufweisen (Dissertation Marie Wiechert, 2017, Kiel). Dies wurde fur
NfFNT2 nicht bestatigt (Abbildung 4.27). Es deutete sich ein linearer Verlauf der
Transportkurve von Formiat/H* bei pH 5,8 mit einer Transportrate von 0,01 nmol mg~' min~
an. Da eine sehr langsam verlaufende Exponentialkurve im ersten Teil der Kurve linear
verlaufen kann, kdnnte es sich hier um Transport handeln. Ein linearer Kurvenlauf ist FNT-
untypisch.
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Abbildung 4.27: Substrataufnahme von NfFNT2 bei pH 5,8. Aufnahme von Na-Formiat (links) und
Na-L-Laktat (rechts) bei pH 5,8 bei einem Substratgradienten von 1 mM. Mit dem Leerplasmid
transformierte Hefezellen sind in hellgrau und NfFNT2 herstellende Hefezellen in schwarz dargestellt.
Die Fehler stellen die S.E.M. der technischen und biologischen Replikate dar (N = 2 — 4).

4.41.3 NfFNT3

HA-NfFNT3-His1o wurde unter Verwendung des gegen den C-Terminus gerichteten
Antikorpers mittels Western Blot-Analytik bei einer theoretischen Masse von 63 kDa auf
Laufhéhe von ca. 50 kDa im 10.000 g Pellet detektiert (Abbildung 4.28 B). Unter der
Annahme, dass N-terminal Abbruchfragmente vorlagen, lag im Minimum der
membranstandige Bereich TM1 bis TM6 des Zielproteins mit ca. 36 kDa vor. Die
Generationszeit von NfFNT3 herstellenden Hefen im Vergleich zu den mit Leerplasmid
transformierten Hefen war erhoht und auch bei Erreichen der exponentiellen Phase
verdoppelten sich die das Zielprotein herstellenden Hefen deutlich langsamer (Abbildung
4.28 C). Eine Messung der Aufnahme der Substrate Formiat/H*, Acetat/H" und L-Laktat/H*
zeigte keinen Transport, der (iber dem Hintergrund liegt. Lediglich fiir L-Laktat/H" deutete sich
Transport an (Abbildung 4.28 D). Der Transport von L-Laktat/H" ist fiir ein FNT bisher nicht
kausal zu begriinden, wenn kleinere Substrate wie Formiat/H" und Acetat/H* nicht geleitet
wurden.
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Abbildung 4.28: Herstellung und Funktion von NfFNT3. (A) Ubersicht der Topologie von NfFNT3. (B)
Western Blot 10.000 g-Pellet (links) und der mikrosomalen Fraktion (rechts) unter Verwendung eines
gegen den C-terminalen His1o-tag gerichteten Anti-Penta-His-Primarantikdrper. Auftragsmenge: 20 ug
Gesamtprotein. Belichtung: 45 min. (C) Wachstum transformierter Hefezellen. Die Generationszeiten
wurden unter Einbeziehung der /ag-Phase von Ubernachtkulturen ermittelt. (D) Aufnahme
FNT-typischer Monocarboxylate bei pH 6,8 und einem Substratgradienten von 1 mM. Mit dem
Leerplasmid transformierte Hefezellen sind hellgrau und NfFNT3 herstellende Hefezellen in schwarz
dargestellt. Die Fehler stellen die S.E.M. der technischen und biologischen Replikate dar (N = 2 — 3).
* Monomer.

4.4.2 Lokalisation der heterolog hergestellten NfFNT in der Hefezelle
Da keine Funktion von NfFNT1 und 2 gemessen wurde, sollte im nachsten Schritt ermittelt
werden, ob diese sich in der Zellmembran der Hefezelle befinden. Zur Uberprifung der
Lokalisation von NfFNT1 und 2 in der Hefezelle wurden diese als GFP-Fusionsproteine
hergestellt, und mittels Konfokalmikroskopie (Abbildung 4.29 A) untersucht (3.3.5). Fur
NfFNT1-GFP deutete sich, im Vergleich zu den l6sliches GFP herstellenden Hefezellen, eine
Lokalisation in unmittelbarer Nahe zur oder in der Plasmamembran an. NfFNT2-GFP zeigte
deutlich weniger Tendenz in Richtung der Plasmamembran der Hefezelle. Es wurde eine
Akkumulation, vermutlich innerhalb der Vakuole, beobachtet. Zur exakten Lokalisation
empfiehlt sich eine immunologische Anfarbung der Kompartimente der Hefezelle wie z.B. eine
Farbung der Kerne oder der Plasmamembran (Molecular ProbesTM Handbook, 2010). Die In-
Gel-Fluoreszenz (Abbildung 4.29 B und C) der mikrosomalen Fraktion bestatigte die
Erkenntnisse der Konfokalmikroskopie. Auch Isliches GFP Iasst sich Uber die Isolation der
mikrosomalen Fraktion mittels In-Gel-Fluoreszenz nachweisen. Die Fluoreszenzintensitat
erscheint geringer als die des membranstandigen NfFNT1-GFP. Fur NfFNT1-GFP wurde eine
Art Proteinleiter im Bereich zwischen 100 und 35 kDa gefunden, was wiederum flr
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Abbruchfragmente spricht (Abbildung 4.25). Fir NfFNT2-GFP wurde In-Gel-Fluoreszenz in
geringer Intensitat nachgewiesen. Auch bei einer Inkubation der Proben bei 60 °C, die fur
NfFNT1-GFP deutlich klarere Banden lieferte (Abbildung 4.29 B) wurde eine geringe In-Gel-
Fluoreszenz gefunden. Im Western Blot (Abbildung 4.29 D) wurde flir NfENT2-GFP eine
starke Bande knapp unter der theoretischen Laufh6he von 55 kDa und weitere schwache
Banden kurz dartiber und darunter detektiert. Die Transmembranspannen TM1-6 weisen eine
theoretische Masse von 33 kDa auf. Damit entsprach die schwachste oberste Bande bei ca.
60 kDa dem Bereich der Transmembranspannen mit fusioniertem GFP. Eine Messung der
Aufnahme von "“C-markierten Acetat/H* bei pH 5,8 zeigte fiir keines der beiden NfFNT-GFP-
Fusionskonstrukte Transport (Abbildung 4.29 E), wahrend fur PfFNT-GFP Transport
gefunden wurde. (Abbildung 4.14).
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Abbildung 4.29: Lokalisation der NfFNT1-2-GFP-Fusionskonstrukte in der Hefezelle. (A)
Konfokalmikroskopie-Aufnahmen von mit dem Leerplasmid transformierten Hefezellen (links), NfFNT1-
GFP herstellende (mitte) und NfFNT2-GFP herstellende Hefe (rechts). Aufnahme der Bilder mit
inversem ZEISS Axio observer 7 mit LSM 900 Erweiterung. Anregungswellenldnge 488 nm.
Emissionswellenlange 490 bis 586 nm. Der Skalierungsbalken entspricht 5 pm. In-Gel-Fluoreszenz
(10 %-iges Acrylamid-Gel) der mikrosomalen Fraktion nach Denaturierung fiir 2 min bei 60 °C (B) und
nach 30 min bei 37 °C (C). Belichtung: 100 ms. (D) Western Blot der mikrosomalen Fraktion nach
Inkubation bei 37 °C mit gegen GFP gerichteten Anti-GFP-Primarantikérper (Belichtung: 6 min).
Auftragsmenge: 25 ug Gesamtprotein pro /ane. (E) Aufnahme von Na-Acetat bei pH 5,8. Die mit
Leerplasmid transformierten Hefen sind in hellgrau, NfFNT1-GFP in dunkelgrau, NfFNT2-GFP in
schwarz und PfFNT-GFP in orange dargestellt. Die Fehlerbalken stellen S.E.M. der technischen
Replikate dar (N = 2 - 3).
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4.5 Einfluss der Termini auf Herstellung und Funktionalitat von NfFNT

4.5.1 Herstellung und Funktionalitdt N- und C-terminal verkiirzter NfFNT

Fruhere Untersuchungen von FNT anderer humanpathogener Parasiten wie z. B. von T. gondii
haben gezeigt, dass eine Verklirzung langer Termini Einfluss auf Herstellung und Funktion der
heterolog in S. cerevisiae W303 1A Ajen1 Aady2 hergestellten Membranproteine haben kann.
So konnte fir TgFNT1-3 nach Verkirzung der Termini Transport von FNT-typischen
Substraten wie Formiat und L-Laktat nachgewiesen werden (Dissertation Holger Erler, 2018,
Kiel; Erler et al., 2018).

4.5.1.1 ANfFNT1A

Im Rahmen der Masterarbeit von Robin Hertel wurde NfFNT1 N-terminal um die ersten 214
Aminosauren und C-terminal um 31 Aminosauren verkirzt. So blieben 13 Aminosauren vor
der ersten TM und 27 Aminosauren nach der letzten TM Ubrig. Die N-terminale Verklrzung
wurde so gewahlt, dass die Translation an der Stelle beginnt, an der im Alignment fir alle drei
Konstrukte Methionine im Bereich vor der ersten TM zu finden sind. Die C-terminale
Verklirzung orientiert sich an der Anzahl an Aminosauren, die bei PfEFNT auf die letzte TM
folgen (Abbildung 4.30). Das verkiirzte Konstrukt wird im Folgenden ANfFNT1A genannt und
istin Abbildung 4.31 A graphisch dargestellt. Die Transformation der Hefezellen wurde durch
die Verfolgung der Generationszeit indirekt tGberprift. Diese war von ANfFNT1A herstellenden
Hefen héher als die der mit dem Leerplasmid transformierten Hefen (Abbildung 4.31 C). Die
Herstellung wurde im Rahmen der Masterarbeit von Robin Hertel mittels Western Blot-Analytik
Uberprift. Es wurde eine Bande auf Laufthohe bei knapp Uber 25 kDa detektiert, was der
berechneten Masse des vollstandig translatierten monomeren Konstruktes entspricht
(Abbildung 4.31 B). Weder fiir Formiat/H* noch fiir Acetat/H* konnte bei pH 6,8 fir die
Uberpriften Messzeitpunkten ein sich vom Hintergrund signifikant abgrenzender Transport
gemessen werden (Abbildung 4.31 D) (t-test, P < 0,05).
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TM()
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Abbildung 4.30: Terminale Verkirzungen NfFNT1-3. Oben: N-terminale Verkiirzung
»Startmethionin“. Unten: C-terminale Verkiirzung in Orientierung an PfFNT. Der rote Kasten liegt tiber
den jeweiligen Positionen.
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Abbildung 4.31: Herstellung und Funktionsuntersuchung von doppelt verkiirztem NfFNT1. (A)
Ubersicht der Topologie des doppelt verkiirztem NfFNT1. WeiR: verkiirzter Bereich. (B) Western Blot
(links) 10.000 g-Pellet (10,41 pg Gesamtprotein) und (rechts) 100.000 g-Pellet (18,75 ug
Gesamtprotein). Belichtung: 45 min (C) Wachstum und Generationszeit unter Beriicksichtigung der lag-
Phase des Wachstums einer Ubernachtkultur. (D) Funktionsuntersuchung mit '“C-markierten
Substraten. Die Aufnahme von Na-Formiat (links) und Acetat (rechts) durch ANfFNT1A (schwarz) fir 2
und 8 min bei pH 6,8 im Vergleich zum Hintergrund (=) (hellgrau). Die Fehler stellen die S.E.M. der
technischen Replikate dar (N = 2 — 3).

4.5.1.2 ANfFNT2A und ANfFNT3A

Die Klonierung der doppelt terminal verkirzten Konstrukte von NfFNT2 und 3 wurde ebenfalls
im Rahmen der Masterarbeit von Robin Hertel durchgefiihrt. So wurde NfFNT2 N-terminal um
183 Aminosauren verkurzt, sodass noch 12 Aminosauren vor der ersten TM liegen und C-
terminal um 28 Aminosauren verkurzt, sodass 28 Aminosauren auf TM 6 folgen. Das Konstrukt
ist in Abbildung 4.32 A dargestellt und wird im Folgenden als ANfFNT2A bezeichnet. NFFNT3
wurde um 223 Aminosauren auf die gleiche Anzahl Aminosauren bis hin zur angenommenen
ersten TM verklrzt und um 61 Aminosauren C-terminal verkiirzt, sodass wie bei ANfFNT2A
28 Aminosauren auf die letzte angenommene TM folgen. Die terminalen Verkiirzungen
orientierten sich hierbei an den Langen der Termini von PfFNT (vgl. Abbildung 4.19). Das
Konstrukt wird im Folgenden als ANfENT3A bezeichnet und ist in Abbildung 4.32 A graphisch
dargestellt. Mittels Western Blot-Analytik wurde sowohl fir ANfFNT2A als auch ANfENT3A im
10.000 g-Pellet als auch in der mikrosomalen Fraktion eine Bande auf Hohe von 35 kDa
detektiert. Im 10.000 g-Pellet wurde zusatzlich fir beide Konstrukte eine Bande mit geringer
Intensitat zwischen 80 und 50 kDa bei ca. 60 kDa detektiert (Abbildung 4.32 B). Bei einem
berechneten Molekulargewicht von 31 kDa flir ANfFNT2A bzw. 32 kDa fir ANfFNT3A befanden

sich die detektierten Banden auf der erwarteten Hohe fur das vollstandig translatierte Protein
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als auch fur ein potenzielles Dimer im 10.000 g-Pellet. Eine Detektion mit gegen den C-
terminalen Hisio-tag gerichtetem Antikorper ergab kein Signal. Die Generationszeit von
ANfFNT2A war im Vergleich leicht erhéht, wahrend Hefen, die ANfFNT3A herstellen, eine
ahnliche Generationszeit wie PfENT herstellende Hefen aufwiesen (Abbildung 4.32 C). Im
“C-Transportassay wurde fiir keines der beiden Konstrukte eine Aufnahme von Formiat
gefunden (Abbildung 4.32 D).
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Abbildung 4.32: N- und C-terminal verkirztes NfFNT2 und 3. (A) Ubersicht der Topologie von
ANFFNT2A (links) und ANfFNT3A (rechts). Weil3: verkirzter Bereich. (B) Western Blot des 10.000 g-
Pellets (links) und der mikrosomalen Fraktion (rechts) mit Detektion Uber den gegen den HA-tag
gerichteten Anti-HA-Primarantikdrper. Auftragsmenge: 25 yg Gesamtprotein pro /ane. Belichtung:
45 min. (C) Wachstum und Generationszeit von ANfFNT2A (links, schwarz geschlossen) und ANfENT3A
(rechts, schwarz offen) unter Einbeziehung der lag-Phase des Wachstums einer Ubernachtkultur. (D)
Funktionsuntersuchung von Na-Formiat bei pH 6,8 durch ANfFNT2A (schwarz) und ANfFNT3A
(dunkelgrau) im Vergleich zu mit dem Leerplasmid transformierten Hefen (-) (hellgrau). Die Fehler
stellen S.E.M. der technischen Replikate dar (N = 2 — 3). * Monomer, ** Dimer.
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4.5.2 Herstellung und Funktionalitidt einfach N- oder C-terminal verkiirzter NfFNT
Im nachsten Schritt wurden die Konstrukte jeweils entweder N- oder C-terminal verkurzt.
Hierbei wurde sich vor allem auf den N-Terminus konzentriert, da der C-Terminus im Vergleich

kirzer ist.

4.5.2.1 ANfFNT1
NfENT1 wurde N-terminal um 214 Aminosauren verkirzt, wahrend der C-Terminus nicht

verandert wurde. Das Konstrukt wird im Folgenden ANfFNT1 bezeichnet und ist in Abbildung
4.33 A graphisch dargestellt. Die Herstellung wurde im Rahmen der Masterarbeit von Robin
Hertel mittels Western Blot-Analytik Uberpruft und zeigt eine Bande des vollstandig
translatierten monomeren Konstruktes auf Laufhdhe von ca. 35 kDa mit gegen den N-
terminalen tag gerichteten Antikérper (Abbildung 4.33 B). Die Generationszeit der ANfFNT1
herstellenden Hefen war geringer als die des doppelt verkirzten ANfFNT1A (Vgl. Abbildung
4.31 C und Abbildung 4.33 C). Eine Funktionstberprifung von ANfFNT1 ergab keinen
Transport von Formiat/H* oder Acetat/H" bei pH 6,8 (Abbildung 4.33 D).
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Abbildung 4.33: Herstellung und Funktionsuntersuchen von N-terminal verkiirztem NfFNT1. (A)
Ubersicht der Topologie von ANfFNT1. WeiR: verkirzter Bereich. (B) Western Blot. Auftragsmenge:
10.000 g-Pellet 10,41 pg und 100.000 g-Pellet 18,75 ug Gesamtprotein. Belichtung: 45 min (C)
Wachstum und Generationszeit einer Ubernachtkultur. (D) Funktionsuntersuchung mit "*C-markierten
Substraten. Die Aufnahme von Na-Formiat (links) und Acetat (rechts) durch ANfFNT1 (schwarz) bei
pH 6,8 im Vergleich zum Hintergrund (=) (hellgrau). Die Fehler stellen die S.E.M. der technischen
Replikate dar (N = 2).
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4.5.2.2 ANfFNT2

Die erste N-terminale verkirzte Variante von NfFNT2 wurde um 155 Aminosauren verkirzt,
sodass ein etwas langerer N-Terminus mit 40 Aminosduren vor der ersten
Transmembranspanne vorlag. Das Konstrukt wird im Folgenden als A1-155NfFNT2
bezeichnet und ist in Abbildung 4.34 A graphisch dargestellt. Es wurde mit gegen beide tags
gerichteten Antikdrpern eine Bande knapp uber 35 kDa detektiert (Abbildung 4.34 B). Bei
Detektion mit dem Anti-HA-Primarantikbrper wurde zusatzlich ein Abbruchfragment im unteren
Bereich der SDS-PAGE und eine Bande mit geringerer Intensitat zwischen 38 und 50 kDa
gefunden. Diese beiden Banden waren mit dem Anti-Penta-His-Primarantikdrper nicht zu
detektieren. Es handelte sich somit vermutlich um C-terminale Abbruchfragmente. Die
Generationszeit (Abbildung 4.34 C) von A1-155NfFNT2 herstellenden Hefen war im Vergleich
zu mit dem Leerplasmid transformierten Hefen fast verdreifacht. Fir A1-155NfFNT2 wurde

weder fiir Formiat/H* noch fiir Acetat/H* bei pH 6,8 im '*C-Transportassay eine Aufnahme
gefunden (Abbildung 4.34 D).
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Abbildung 4.34: Herstellung und funktionelle Charakterisierung von N-terminal verklrztem
A1-155NfFNT2. (A) Topologie von A1-155NfFNT2. Weild: verkirzter Bereich. (B) Western Blot der
mikrosomalen Fraktion. Rechts: 10 %-iges Acrylamidgel, Denaturierung bei 60 °C fir 2 min.
Auftragsmenge: 20-25 pg Gesamtprotein. Belichtung 45 min. (C) Wachstum und Generationszeit einer
Ubernachtkultur von A1-155NfFNT2 (schwarz) und mit dem Leerplasmid (-) (grau) transformierten
Hefezellen. (D) Funktionsuntersuchung mit *C-markierten Substraten. Die Aufnahme von Na-Formiat
(links) und Acetat (rechts) durch A1-155NfFNT2 (schwarz) bei pH 6,8 im Vergleich zum Hintergrund ()

(hellgrau). Die Fehler stellen die S.E.M. der technischen und biologischen Replikate dar (N = 2).
* Monomer.
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Als nachstes wurde NfFNT2 N-terminal weiter verkiirzt, sodass lediglich 12 Aminosauren vor
Beginn der ersten TM lagen. Dadurch wird auf die Position verkurzt, an der alle drei NfFNT ein
Methionin vor der ersten Transmembranspanne aufweisen (vgl. Abbildung 4.19). Das
Konstrukt wird im Folgenden als A1-183NfFNT2 bezeichnet und die Topologie ist in
Abbildung 4.35 A dargestellt. Im Western Blot (Abbildung 4.35 B) wurde mit Antikérpern
gegen den N- und C-terminalen tag jeweils eine einzelne Bande mit geringer Intensitat knapp
unter 35 kDa und damit auf der erwarteten Hohe fur das vollstandig translatierte Konstrukt
gefunden. Die Generationszeit (Abbildung 4.35 C) war wie bei A1-155NfFNT2 im Vergleich
zu den mit dem Leerplasmid transformierten Hefen nahezu verdreifacht. Fir A1-183NfFNT2
wurde keine Leitfahigkeit fir Formiat/H* oder Acetat/H® bei pH 6,8 (Abbildung 4.35 D)
gefunden.
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Abbildung 4.35: Herstellung und funktionelle Charakterisierung von N-terminal verklrztem
A1-183NfFNT2. (A) Ubersicht der Topologie von A1-183NfFNT2. Weil: verkiirzter Bereich. (B) Western
Blot der mikrosomalen Fraktion. Auftragsmenge: 20 bis 25 ug Gesamtprotein. Belichtung: 45 min. (C)
Wachstum und Generationszeit einer Ubernachtkultur von A1-183NfFNT2 (schwarz) und mit dem
Leerplasmid (=) transformierte Hefezellen (grau). (D) Funktionsuntersuchung mit '*C-markierten
Substraten. Aufnahme von Na-Formiat (links) und Acetat (rechts) durch A1-183NfFNT2 (schwarz) bei
pH 6,8 im Vergleich zum Hintergrund (hellgrau). Die Fehler stellen die S.E.M. der technischen Replikate
dar (N =2 — 3). * Monomer.

4.5.2.3 NfFNT2A

Im nachsten Schritt wurde der N-Terminus von NfFNT2 unverandert belassen, wahrend der
C-Terminus um 51 Aminoséauren verklrzt wurde, sodass finf Aminosauren auf die letzte TM
folgten. Mit dieser Verkurzung wird der Transporter C-terminal auf die in der Membran liegende
Kernregion verkurzt. Die Topologie des Konstruktes ist in Abbildung 4.36 A dargestellt. Das
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Konstrukt wird im Folgenden als NfFNT2A441 bezeichnet. In der Western Blot-Analytik
(Abbildung 4.36 B) wurde mit gegen den am N-Terminus befindlichen HA-tag gerichteten
Antikérper im 10.000 g-Pellet eine Bande knapp unter 55 kDa gefunden, die auf der zu
erwartenden Hohe fur das vollstandig translatierte Konstrukt mit 49 kDa lag. Bei 15 kDa waren
einige Abbruchfragmente zu erkennen. Bei einer Detektion mit gegen beide tags gerichteten
Antikérpern nach Inkubation des 10.000 g-Pellets und der mikrosomalen Fraktion mit SDS bei
60 °C wurden Banden bei ca. 50 kDa gefunden, welche auf der erwarteten Laufhéhe fir das
vollstandig translatierte Protein mit einer berechneten Masse von 49 kDa liegen. Die Banden
mit gegen den HA-tag gerichteten Antikérper waren bei gleicher SDS-PAGE-Beladung deutlich
starker. Mit beiden Antikdrpern lieBen sich Abbruchfragmente unter 35 kDa detektieren,
wahrend die Detektion mit dem Anti-HA-Antikdrper auch Signale auf Héhe vermuteter Dimere
mit ca. 98 kDa und Trimere mit ca. 147 kDa lieferte. Hierbei kénnte es sich auch um das SDS-
stabile in der SDS-PAGE kleiner erscheinende Pentamer mit ca. 245 kDa handeln. Die
Oligomere des Konstruktes waren mit dem Anti-His-Antikbrper nicht zu detektieren
(Abbildung 4.36 C). Fiir NfFNT2A441 wurde kein Transport von Formiat/H" oder Acetat/H"
bei pH 6,8 nachgewiesen (Abbildung 4.36 D).
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Abbildung 4.36: Herstellung und Funktion N-terminal verkiirztem NfFNT2A441. (A) Ubersicht der
Topologie von NfFNT2A441. Weil3: verkiirzter Bereich. (B) Western Blot des 10.000 g-Pellets (links)
und der mikrosomalen Fraktion (rechts) mit gegen den N-terminalen HA-tag gerichteten Anti-HA-
Primarantikorper. (C) Western Blot des 10.000 g-Pellets (jeweils links) und der mikrosomalen Fraktion
(jeweils rechts) unter Verwendung eines Anti-HA-Primarantikdrpers (links) und eines Anti-Penta-His-
Priméarantikérpers (rechts). Die Inkubation mit SDS erfolgte bei 60 °C. Gelkonzentration: 10 %.
Auftragsmenge: 25 pg Gesamtprotein. Belichtung: 45 min. (D) Funktionsuntersuchung mit
“C-markierten Substraten. Die Aufnahme von Na-Formiat (links) und Na-Acetat (rechts) durch
NfFNT2A441 (schwarz) bei pH 6,8 im Vergleich zum Hintergrund (hellgrau). Die Fehler stellen die
S.E.M. der technischen Replikate dar (N = 2). * Monomer, ** Dimer,** Trimer oder kleiner
erscheinendes Pentamer.

4.5.2.4 ANfFNT3

In gleicher Vorgehensweise wurde NfFNT3 N-terminal verkirzt. Die Verklrzung wurde hierbei
auf eine zu PfFNT vergleichbare Anzahl von 40 Aminosauren vor der ersten TM um insgesamt
195 Aminosauren reduziert. Die Topologie des im Folgenden als A1-195NfFNT3 bezeichneten
Konstruktes ist in Abbildung 4.37 dargestellt. Im Western Blot (Abbildung 4.37 B-D) wurde
mit gegen den HA-tag gerichteten Antikdrper im 10.000 g-Pellet als auch in der mikrosomalen
Fraktion eine dem Pentamer entsprechende Bande auf einer Laufhéhe von ca. 205 kDa
detektiert. In beiden Fraktionen war eine Abbruchbande bei ca. 35 kDa zu detektieren, welche
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mit dem gegen den His-tag gerichteten Antikdrper nicht zu sehen war. Eine bei beiden
Antikérpern vorhandene wenn auch ungleich stark ausgepragte Bande, auf einer Héhe von
ca. 40 kDa wurde dem vollstandig translatierten monomeren Konstrukt zugeordnet. Nach einer
Inkubation der mikrosomalen Fraktion bei 60 °C wurde mit beiden Antikbrpern eine dem
Pentamer zuzuordnende Bande detektiert. Das Intensitatsverhaltnis der Abbruchfragmente
nach Inkubation mit Anti-HA-Antikbrper war hier umgedreht, sodass die dem vollstdndigen
Monomer entsprechende Bande die grofdte Intensitat aufwies, wahrend die mit dem Anti-
Penta-His-Antikdrper nicht detektierbaren Banden deutlich schwacher erschienen. Es wurde
angenommen, dass das Protein zum grofReren Teil vollstandig translatiert vorlag und die
Abbruchfragmente einen kleineren Anteil der Zielproteinmenge ausmachen. Eine mit dem
Anti-His-Antikorper zu detektierende Bande deutete auf posttranslationale Modifikation N-
terminaler Abbruchfragmente hin. Hier empfiehlt es sich die potenzielle posttranslationale
Modifikation von NfFNT durch S. cerevisiae experimentell zu Uberprifen. Es wurde fir
Formiat/H*, Acetat/H* und L-Laktat/H" kein signifikant Gber dem Hintergrund liegender
Transport (t-Test, P <0,05) bei pH 6,8 gemessen (Abbildung 4.37 E). Aufgrund der
vielversprechenden Signale in der Western Blot-Analytik wurde A1-195NfFNT3 auf Transport
von Acetat/H* und L-Laktat/H" bei erniedrigtem pH-Wert untersucht, da die Transportrate von
FNT im leicht sauren Bereich erhoht ist. Acetat wurde erganzend aufgrund seiner Grofte und
mafRiger Membrandiffusion als Alternative zu dem gréf3eren Substrat Laktat gewahlt, da es im
Hinblick auf die Metabolismusstudien (1.2.2) das wahrscheinlichste Substrat fir NfFNT zu sein
scheint.
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Abbildung 4.37: Herstellung und Funktionsuntersuchungen von N-terminal verklrztem
A1-195NfFNT3. (A) Ubersicht der Topologie von A1-195NfFNT3. Weilk: verkirzter Bereich. (B) Western
Blot des 10.000 g-Pellets (links) und der mikrosomalen Fraktion (rechts). (C) Western Blot des 10.000 g-
Pellets (links) und der mikrosomalen Fraktion (rechts). (D) Western Blot der mikrosomalen Fraktion nach
Inkubation bei 60 °C fur 2 min. Auftragsmenge 25 pg Gesamtprotein. Belichtung: 45 min.
Gelkonzentration: 10 %. (E) Funktionsuntersuchungen mit *C-markierten Substraten. In grau sind die
mit dem Leerplasmid transformierten Hefezellen dargestellt und in schwarz A1-195NfFNT3. Die Fehler
stellen S.E.M. der technischen und biologischen Replikate dar (N = 2 — 4). * Monomer, ***** Pentamer.

Auch bei einem um bis zu zwei log-Einheiten erniedrigtem pH-Wert wurde fir A1-195NfFNT3
keine Leitfahigkeit flr Acetat/H* oder L-Laktat/H" gefunden (Abbildung 4.38).
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Abbildung 4.38: Einfluss des pH-Wertes auf die Funktion von A1-195NfFNT3. (A) Aufnahme von Na-
Acetat bei pH 4,8 (links) und pH 5,8 (rechts). (B) Aufnahme von Na-L-Laktat bei pH 5,8. In grau sind die
mit dem Leerplasmid transformierten Hefezellen dargestellt und in schwarz A1-195NfFNT3. Die Fehler
stellen S.E.M. der technischen und biologischen Replikate dar (N = 2 — 4).

Im nachsten Schritt wurde NfFNT3 N-terminal um 223 Aminosauren verkirzt. Die Verklirzung
wurde aufgrund einer Haufung von mRNA reads in diesem Bereich (Herman et al., 2021)
gewahlt und befindet sich an der Stelle, an der alle drei NfENT im Alignment ein Methionin
aufweisen. Das Konstrukt wird im Folgenden mit A1-223NfFNT3 bezeichnet und ist in
Abbildung 4.39 A graphisch dargestellt. Im Western Blot wurde mit dem gegen den HA-tag
gerichteten Antikérper eine auf einer fir das Konstrukt zu erwartenden Laufhéhe von knapp
35 kDa starke Bande im 10.000 g-Pellet detektiert. Auf gleicher Hohe wurde auch eine Bande
in der mikrosomalen Fraktion detektiert (Abbildung 4.39 B). Die Detektion mit dem gegen den
His-tag gerichteten Antikdrper ergab kein Signal (Abbildung 4.39 C). Das Wachstum der
A1-223NfFENT3 herstellenden Hefezellen war mit dem der nicht herstellenden Hefezellen
vergleichbar. Fir A1-223NfFNT3 wurde kein signifikant (t-Test, P < 0,05) Uber dem
Hintergrund liegender Transport von Formiat/H*, Acetat/H® oder L-Laktat/H® gemessen
(Abbildung 4.39 E).
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Abbildung 4.39: Herstellung und Funktionsuntersuchungen von N-terminal verklrztem
A1-223NfFNT3. (A) Ubersicht der Topologie von A1-223NfFNT3. Weil: verkiirzte Bereiche. (B) und (C)
Western Blot des 10.000 g-Pellets (jeweils links) und der mikrosomalen Fraktion (jeweils rechts).
Auftragsmenge: 25 ug Gesamtprotein. Belichtung: 45 min. (D) Wachstum und Generationszeit unter
Berlicksichtigung der /ag-Phase des Wachstums einer Ubernachtkultur von A1-223NfFNT3 (schwarz).
(E) Aufnahmekurven von '*C-markiertem Na-Formiat (links), Na-Acetat (Mitte) und Na-L-Laktat (rechts)
von A1-223NfFNT3 (schwarz) und mit dem Leerplasmid (-) transformierten Hefen (grau) bei pH 6,8.
*Markierung: Monomer. Die Fehler stellen S.E.M. der technischen und biologischen Replikate dar
(N=2-6).

In einem weiteren Schritt wurde die Leitfahigkeit von A1-223NfFNT3 flir Formiat/H*, Acetat/H"
und L-Laktat/H* bei pH 5,8 Gberprift. Auch hier wurde kein Transport gemessen (Abbildung
4.40). Im néchsten Schritt wurden die Bedingungen des “C-Transportassays variiert, um ein
eventuelles Signal von dem des Hintergrundes zu differenzieren (Abbildung 4.41).

103



Ergebnisse

Na-Formiat pH 5,8 Na-Acetat pH 5,8 Na-L-Laktat pH 5,8

= 159 1,5 = 1.5 =
2 A1-223NfFNT3
I ) b -
f=2]
£ 10— 1,01 1.0 -
é i A1-223NfFNT3 | A1-223NfFNTS3 |
€ 0,5 0.5+ 05
<
©
(]
0,0 T T T 1 00 T ;00 : |
0 10 20 0 5 10 0 5 10
Zeit (min) Zeit (min) Zeit (min)

Abbildung 4.40: Einfluss des pH-Wertes auf die Funktion von A1-223NfFNT3. Aufnahme der FNT-
typischen Substrate bei pH 5,8. In grau sind die mit dem Leerplasmid transformierten Hefezellen
dargestellt und in schwarz A1-223NfFNT3. Die Fehler stellen S.E.M. der technischen Replikate
(N=2-6)dar.
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Abbildung 4.41: Ubersicht der variablen Parameter des “C-Transportassays.

Da fur Milchsaure eine deutlich geringere Membrandiffusion fiir S. cerevisiae festgestellt wurde
als fir Ameisen- und Essigsaure (Cassio et al., 1987; Dissertation Marie Wiechert, 2017, Kiel),
wurde L-Laktat mit einem pKs von 3,8 als Substrat fir Messungen im stark sauren Bereich
gewahlt. Formiat sollte als eines der kleineren Substrate auch einen kleineren Selektivitatsfilter
wie den des prokaryotischen FocA passieren. Aus diesem Grund wurde im nachsten Schritt
die Aufnahme von Formiat unter Erh6éhung des Substratgradienten und der Temperatur
betrachtet. Da sich unter keiner der gewahlten Bedingungen (Abbildung 4.42) ein signifikant
(t-Test, P < 0,05) Gber dem Hintergrund liegender Transport andeutete, wurde aus
dkonomischen und dkologischen Griinden darauf verzichtet, den "C-Transportassay weiterhin
als Testplattform fur das in S. cerevisiae W303 1A Ajen1 Aady2 hergestellte NfFNT1-3 zu
nutzen. Die gewahlten Maximalbedingungen wurden zuvor mit dem bereits gut
charakterisierten PfENT Uberprift. Es wurde gezeigt, dass vorhandener Transport durch das
Membranprotein in der Hefezelle nicht zum Erliegen kommt und die Steigerung der
Transportrate im sauren ebenfalls beobachten werden konnte (Abbildung 4.13). Es konnte
auBerdem gezeigt werden, dass die Hefezellen das stark saure Umgebungsmilieu fir den
gewahlten Zeitraum Uberstehen.

104



Ergebnisse

A B Cc D
Na-L-Laktat pH 2,8 Na-L-Laktat pH 3,8 Na-L-Laktat pH 4,8 Na-L-Laktat pH 4,8
. 0,04 uCi, OD 50 0,04 uCi, OD 50 0,04 uCi, OD 50 0,04 uCi, OD 100
(]
2044 02 1mM - 0.10 1 mM = 010 1 mM - 02 1 mM
o
%0,3 - o1 - o005 4 0,05 - o1
£
%0,2 - 0,0 =1 0,00 =1 0,00 m 0,0
£
50,1 - - - -
£
=
200 _J:pﬂ_p_-_ ‘_ __Ef]_Ef]_.,._*_ i
2 8 2 8 2 8 2 8 2 8 2 8 2 8 2 8
Zeit (min) Zeit (min) Zeit (min) Zeit (min)
E F
Na-Formiat pH 4,8 Na-Formiat pH 5,8
0,08 uCi, 20 °C 0,08 uCi, 30 °C
0 06— _ 1mM
:¢|1:J 4 mM 0,2
(=)
£ 0,1
3 0.4+ -
£ 0,0
£
[ - -
£ 0,2 f D l
<
©
£
é’ 0,0 -
2 8 2 8 2 8 2 8
Zeit (min) Zeit (min)

Abbildung 4.42: Funktionsuntersuchungen A1-223NfFNT3 unter Variation der Assay-Parameter.
Variable Parameter: (A, B, C) pH-Wert des Messpuffers, (D) ODsoo, (E) Gesamtaktivitdt und
Substratgradient, (F) Gesamtaktivitdt und Temperatur. Die Fehler stellen S.E.M. der technischen
Replikate dar (N = 2 - 3).

In weiteren Experimenten zur funktionellen Charakterisierung mittels der Stopped Flow-
Apparatur der NfFNT-Konstrukte in S. cerevisiae wurde keine Funktionalitdt gefunden. Es
wurden protoplastierte Hefezellen (3.5.2) auf ihr Schrumpf- und Schwellverhalten gegentiber
einem hyperosmotischen Gradienten von Glycerol als ungeladenes Substrat untersucht. Auch
hier wurde keine Leitfahigkeit flr ein ungeladenes Substrat gefunden. Als Kontrolle wurde
hAQP9 eingesetzt (Ohgusu et al., 2008). Der initiale Wasserausstrom, der die Protoplasten
schrumpfen lasst und die Lichtstreuung erhoht, lag fiir die protoplastierten NfENT (NfFNT2,
A1-155NfFNT2 und A1-183NfFNT2) herstellenden Hefen nicht Gber dem des Hintergrundes.
Es wurden aullerdem Effekte hyperosmotischer Substratkonzentration der FNT-typischen
Substrate Formiat und Acetat auf das Schwell- und Schrumpfverhalten protoplastierter
NfFNT2 und NfFNT3 herstellender Hefezellen untersucht. Unter einem angelegten
Substratgradienten von 300 mM konnte keine GréRenzunahme der Protoplasten beobachtet
werden, die auf die Aufnahme des osmotisch aktiven Substrates schlielen lieR. Fir die
untersuchten Konstrukte NfFNT2, A1-155NfFNT2, A1-183NfFNT2 und A1-233NfFNT3 wurde
somit auch gegenuber unphysiologisch hohen Substratkonzentrationen keinen Transport
gefunden (Abbildung nicht gezeigt). Aus diesem Grund wurde hier auf genauere
Untersuchungen verzichtet.

Zur exemplarischen Uberpriifung der Lokalisation des verkiirzten Fusionskonstruktes
HA-A1-223NfFNT3-GFP wurden die Hefezellen mittels Konfokalmikroskopie (Abbildung
4.43) untersucht. In der In-Gel-Fluoreszenz wurde in der mikrosomalen Fraktion eine Bande
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zwischen 55 bis 70 kDa detektiert, die auf der zu erwartenden Hoéhe fur das Fusionskonstrukt
mit ca. 65 kDa lief (Abbildung 4.43 A). Weiterhin waren Abbruchfragmente sichtbar, die von
der GrofRe auf einen Abbruch zwischen der fiinften und sechsten TM hindeuteten. Die
konfokalmikroskopischen Aufnahmen deuteten auf eine Lokalisation von A1-223NfFNT3-GFP
in der Plasmamembran der Hefezelle hin (Abbildung 4.43 B). Eine Uberprifung der
Leitfahigkeit dieses Konstruktes ergab keine Leitfahigkeit fir HA-A1-223NfFNT3-GFP von
Acetat bei pH 5,8 (Abbildung 4.43 C). Die Western Blot-Analytik des 10.000 g-Pellets von
HA-PfFNT-GFP und HA-A1-223NfFNT3-GFP wurde fir HA-PfENT-GFP eine Bande bei tUber
120 kDa gefunden, die auf der zu erwartenden Hohe des Dimers lief. Eine weitere starke
Bande wurde kurz Uber 50 kDa gefunden und war damit auf der annehmbaren Hohe fir das
Monomer des Fusionskonstruktes mit 64 kDa. Im unteren Molekulargewicht-Bereich waren
viele Abbruchfragmente von PfFNT-GFP zu erkennen (Abbildung 4.43 D). In der
mikrosomalen Fraktion waren ebenfalls die Dimer- und Monomerbanden sowie
Abbruchfragmente in geringer Intensitat zu erkennen. Fiur HA-A1-223NfFNT-GFP waren in
beiden Fraktionen jeweils zwei Banden nachzuweisen. Eine Bande migrierte zwischen 50 und
80 kDa und damit auf der erwarteten Hohe fur das 65 kDa grol3e Fusionskonstrukt. Zusatzlich
wurde eine Abbruchfragmentbande unterhalb der des Fusionskonstruktes detektiert. Im
Western Blot war in der 10.000 g-Fraktion von HA-PfFNT-GFP eine dem l6slichen GFP
zuzuordnende starke Bande kurz Uber 25 kDa nachweisbar. Dies lie die Annahme zu, dass
in der mikrosomalen Fraktion keine GFP-Domanen vorliegen, die auf Proteolyse der
Fusionskonstrukte oder Ko-Translation von I6slichen GFP hindeuteten.
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Abbildung 4.43: Lokalisation und funktionelle Charakterisierung von A1-223NfFNT als GFP-
Fusionsprotein in der Hefezelle. (A) In-Gel Fluoreszenz des 10.000 g-Pellets (links und mitte) und der
mikrosomalen Fraktion (rechts). Auftragsmenge: 25 pg Gesamtprotein. Belichtung: 100 ms. (B)
Konfokalmikroskopie-Aufnahme. (©) Untersuchung der Funktionalitat des
A1-223NfFNT3-GFP-Fusionskonstruktes (schwarz) im Vergleich zu der mit Leerplasmid (-)
transformierten Hefezelle (grau). Die Fehler stellen S.E.M. der technischen Replikate dar (N = 2 — 3).
(D) Western Blot des 10.000 g-Pellets (links) und der mikrosomalen Fraktion (rechts). Auftragsmenge:
25 pg Gesamtprotein. Belichtung: 4 min. * Monomer, ** Oligomer.

106



Ergebnisse

4.6 Affinitat der FNT-Inhibitoren zu heterolog hergestelltem NfFNT3

Vor dem Hintergrund der Fragestellung, ob FNT das Target der Inhibitoren im Assay mit
N. fowleri-Trophozoiten sind, wurden zunachst von S. cerevisiae heterolog hergestellte
Proteine untersucht. Fir PfFNT wurde gezeigt, dass eine Limitation des Hefezell-basierten
“C-Assays in der verminderten Transmembrandiffusion der Inhibitoren oder im Verhaltnis von
Target zu Inhibitor liegt. Die FCCS stellt eine direkte Methode da, um die Bindungsaffinitat des
Inhibitors zu dem Protein zu untersuchen. Hier wurde C-terminal mit GFP fusioniertes
A1-223NfFNT3 sowie PfFNT-GFP als Kontrolle untersucht. Dazu wurde die mikrosomale
Fraktion wie in 3.3.6 beschrieben isoliert und nach zweimaligem Zentrifugieren bei 100.000 g
in pelletierter Form auf Trockeneis gekuhlt und zur weiteren Untersuchung nach Martinsried
zur Intana GmbH geschickt, um dort mittels FCCS auf Targets untersucht zu werden.

4.6.1 FCCS-Untersuchungen von FNT-haltigen Hefe-Mikrosomen

Die Ergebnisse der Fluorescence cross-correlation spectroscopy-Messungen (FCCS) wurden
freundlicherweise von Dr. Frank Becker und Stephan Hanus zur Verfligung gestellt. Angelehnt
war die Messmethode hierbei an das Protokoll aus Jakobowska et al. (2021). Die verwendeten
fluoreszenzmarkierten Inhibitoren (Abbildung 4.44 A) wurden im Vorfeld von Bjorn Henke mit
einem linker versehen und anschlieend mit dem Fluoreszenzfarbstoff DY647 gekuppelt. Die
mit Fluoreszenzfarbstoff gekuppelten Inhibitoren sind in para-Position modifiziert. Die gegen
die N. fowleri Trophozoiten in Kultur wirksamen Inhibitoren weisen Unterschiede in der
Modifikation der para-Position auf, wahrend der Fluoroalkylrest und vinyloge Saure frei
vorliegen. Es wurde somit davon ausgegangen, dass eine grundsatzliche Vergleichbarkeit des
unveranderten Pharmakophors zwischen den gekuppelten Inhibitoren und den aktiven
Inhibitoren vorliegt (Abbildung 4.44 C). Fur die in der FCCS eingesetzten Inhibitoren
(BH267.meta und BH296) wurden auf die N. fowleri-Trophozoiten in Kultur weniger starke
wachstumshemmende Effekte gefunden (Abbildung 4.16). Eine Kollision des
Fluoreszenzfarbstoffs mit der Bindetatsche des Proteins wird durch die Polyethylenglycol-
Struktur verhindert (Jakobowska et al., 2021; Lyu et al, 2021). Der volumindse
Fluoreszenzfarbstoff ragt aus der Bindetasche heraus und beeintrachtigt so die Bindung des
Pharmakophors und des Aromaten in der Bindetasche nicht (Walloch et al., 2020).
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Abbildung 4.44: Vergleich der FNT-Inhibitoren mit Wirksamkeit gegeniiber mit N. fowleri
Trophozoiten mit den fiir die FCCS markierten PfENT-Inhibitoren BH296 (schwarz) und BH267-meta
mit Linker an Fluoreszenzfarbstoff (DY647) gekoppelt. (A) Kopplung BH267.meta (blau) mit DY647 (rot)
und (B) Lage von MMV007839 (schwarz) in der Transportpore von PfFNT (Peng et al., 2021). Abbildung
modifiziert nach Jakobowska et al. (2021). Der rote Pfeil weist auf die modifizierte para-Position, die aus
der Bindetasche herausragt. (C) Inhibitoren mit ECso-Werten < 10 uM gegen N. fowleri-Trophozoiten.

Fir PfFNT-GFP in der mikrosomalen Fraktion von S. cerevisiae wurde eine spezifische
Interaktion zwischen PfFNT-GFP und BH267.meta-DY647 gefunden. Diese Bindung wurde
herabgesetzt, wenn PfFNT-GFP zuvor mit 100 pM nicht fluoreszenzmarkiertem BH296
versetzt worden war (Abbildung 4.45). Ohne vorherigen Zusatz eines nicht markierten
Inhibitors (BH296) wurde ein normalisierter Komplex von knapp 60 nM zwischen PfEFNT-GFP
und BH267.meta-DY647 gemessen. Als Kontrolle wurden mit dem Leerplasmid, transformierte
Hefezellen verwendet. Fir A1-223NfFNT3 wurde keine Uber dem Hintergrund liegende
Bindung zu dem Inhibitor gemessen.
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Abbildung 4.45 Normalisierte Fluoreszenz cross-correlation der mikrosomalen Fraktion von
S. cerevisiae zu 100 nM BH267.meta. Mit (+) und ohne (-) Zugabe von 100 uM BH296. Die Abbildung
wurde von Kerrin Hansen zur Verfligung gestellt und leicht modifiziert.

4.6.2 Herstellung von ANfFNT1-3 im HEK293-Zell-System

Da die Hefezellen in der Herstellung der NfFNT1-3 teilweise instabile und unvollstandig
hergestellte Proteine liefern, wurde im nachsten Schritt ein weiteres zellbasiertes System auf
die Herstellung von NfFNT untersucht. So wurden im nachsten Schritt humane embryonale
Nierenzellen der Linie 293 zur Herstellung von NfFNT1-3 gewahlt, um eine potenzielle Target-
Inhibitor-Interaktion zwischen NfFNT und FNT-Inhibitor in der Zelle zu messen. Im nachsten
Schritt wurde die Affinitat fluoreszenzmarkierter Inhibitoren zu den durch HEK293-Zellen
hergestellten NfFNT1-3-GFP-Fusionsproteinen gemessen. Die Herstellung der N-terminal
verkirzten NfFNT1-3-Konstrukte in HEK293-Zellen wurde in Anlehnung an Jakobowska et al.
(2021) von Kerrin Hansen in Kooperation mit der Intana GmbH in Martinsried durchgefihrt und
die Ergebnisse freundlicherweise zur Verfugung gestellt. Im Western Blot der Membranfraktion
mit gegen das C-terminal fusionierte GFP gerichtetem Primarantikorper (Abbildung 4.46 A)
wurde ohne weitere Zusatze fiur A1-214NfFENT1-GFP mit einer theoretisch berechneten Masse
von 61 kDa ein Abbruchbande bei 55 kDa detektiert. Fir A1-183NfFNT2-GFP mit einem
theoretischen Molekulargewicht von 62 kDa wurden Banden detektiert, die zwischen 55 und
70 kDa auf der anzunehmenden Hohe fir das vollstédndig translatierte Fusionsprotein in
monomerer Form und knapp unter 130 kDa auf Hohe des Dimers migrierten. Eine Bande tber
250 kDa wies die fur das Pentamer notwendige GrofRe auf. Fur A1-223NfFNT3-GFP mit einem
theoretischen Gewicht von 65 kDa wurde knapp nach oben verschoben ein ahnliches
Bandenmuster detektiert. Auch hier waren Banden sichtbar, die, von ihrer Gré3e her, dem
vollstdndigen Monomer des Fusionskonstruktes entsprechen. Es wurde auflerdem eine
Dimerbande und bei groRerer Gesamtproteinauftragsmenge auch eine mogliche
Pentamerbande detektiert. Bei einem Zusatz von 1 % LMNG zur Membranfraktion wurde fir
A1-214NfENT1-GFP ein weiteres Abbruchfragment zwischen 25 und 35 kDa gefunden. Im
Western Blot der Membranfraktion und des Zelllysates waren fiir A1-183NfFNT2-GFP und
A1-223NfFNT3-GFP jeweils Doppelbanden nachzuweisen, welche in den Membranfraktionen
ausgepragter waren. Ihr Vorliegen kénnte durch posttranslationale Modifikation (Tan et al.,
2021) oder durch Abbruchfragmente zu erklaren sein. In der Western Blot-Analyse eines
mittels Radioimmunoprazipitation Assays (RIPA) (Abbildung 4.46 B) gewonnenen Zelllysates
wurden fir A1-214NfFNT1-GFP die gleichen Abbruchfragmente gefunden, wahrend fir A1-
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183NfFNT2-GFP Monomer-, Dimer- und Pentamer-Banden sowie weitere Abbruchfragment-
Banden detektiert wurden. Es lagen verschiedene Abbruchfragmente unterhalb der GréRe des
Monomers vor, aber auch zwischen 100 und 250 kDa wurden einige Banden detektiert, deren
Migration keinem Oligomer des vollstandig translatierten Konstruktes zuzuordnen war. Fur
A1-223NfFNT3-GFP wurde nach Radioimmunoprazipitation im Zelllysat eine schwache, der
GrolRe nach dem Monomer entsprechenden Bande zwischen 55 und 70 kDa und eine weitere
dem Dimer entsprechende Bande bei ca. 130 kDa detektiert. Eine deutlich starke Bande lag
unterhalb der Grole des vollstandig translatierten Konstrukts. Auch hier kénnte es sich um
eine sich in der posttranslationalen Modifikation unterscheidenden Variante des Proteins
handeln.
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Abbildung 4.46: Herstellung N-terminal verkirzter NfFNT1-3-GFP-Fusionskonstrukte in HEK-Zellen.
(A) Western Blot der Membranfraktion. (B) Western Blot der Membranfraktion unter Zusatz von 1 %
LMNG (links), eines Ripa Lysates 1:3 (mitte) und 1:6 (rechts) verdiinnt. Auftragsmenge: 16 ug
Gesamtprotein. Die Immundetektion erfolgte mit einem gegen GFP gerichteten Primarantikérper. Die
Abbildung wurde von Kerrin Hansen zur Verfigung gestellt und leicht modifiziert. Ripa:
Radioimmunoprazipitation Assay.

Unter Zusatz von 1% LMNG wurde fur A1-183NfFNT2-GFP und A1-223NfFNT3-GFP eine mit
PfENT-GFP vergleichbare Komplexbildung mit BH296-DY647 gefunden (Abbildung 4.47).
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Abbildung 4.47: FCCS-Einzelpunkt-Analyse der Komplexbildung zwischen fluoreszenzmarkiertem
Inhibitor, PfFFNT-GFP und ANfFNT1-3-GFP. (-) ohne Zusatz, (+) mit Zusatz von BH296-DY647 oder
BH267.meta-DY647. 12 Messungen fiur 5 s pro well. Fehler stellen S.E.M. der technischen Replikate
dar. Die Abbildung wurde von Kerrin Hansen zur Verfiigung gestellt und leicht modifiziert.

Bei der Bestimmung der Affinitat von BH296 zu A1-183NfFNT2-GFP und A1-223NfFNT3-GFP
gegenliber 50 nM fluoreszenzmarkiertem BH296 wurde keine spezifische dosisabhangige
Interaktion oder Kompetition gemessen (Abbildung 4.48). Eine Bestimmung von Ki-Werten
war nicht moglich.
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Abbildung 4.48: Kompetitiver Bindungsassay zur Ermittlung der Affinitdt von A1-183NfFNT2-GFP
(links) und A1-223NfFNT3-GFP (rechts) zu BH296. Konzentration fluoreszenzmarkierter Inhibitor
BH296-DY647: 50 nM. In Kompetition zugesetzter, nicht fluoreszenzmarkierter Inhibitor BH296: 100 uM
bis 2 nM. 12 Messungen fir 5 s pro well. Fehler stellen S.E.M. der technischen Replikate dar. Die
Abbildung wurde von Kerrin Hansen zur Verfligung gestellt und leicht modifiziert.

4.7 Herstellung und Funktionalitat von Formiat-Nitrit-Transportern in
D. discoideum
Im nachsten Schritt wurde der Einfluss des herstellenden Organismus auf D. discoideum als
Modellorganismus flr die heterologe Herstellung von Membranproteinen erweitert (Eichinger
& Rivero, 2013). D. discoideum erwies sich als naheliegendes Expressionssystem, da zum
einen eine einfache und kostengunstige Kultivierung der Amébe mdglich und zum anderen
eine gewisse Ahnlichkeit zu N. fowleri, insbesondere in Bezug auf die Lipidbiosynthese (Fritz-
Laylin et al., 2010), als ebenfalls freilebender Protist gegeben ist (Eichinger et al., 2005).
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Zunachst wurden bei —80 °C gelagerte Sporen (3.4.1) rasch aufgetaut und zligig in Medium
ohne Selektionsmarker gegeben. Zur Pravention bakterieller Kontamination war dem Medium
eine definierte Menge Penicillin-Streptomycin zugesetzt. Die ausgebrachten Zellen wurden
nach 3 bis 5 Tagen gesplittet und je nach Bedarf zum Animpfen einer Flussigkultur (3.4.3) fur
die Transformation (3.4.5) verwendet. Zur schnelleren Ermittlung der Zellzahl wurde die
Korrelation zwischen der Zellzahl (3.4.4) und der ODeoo (Abbildung 4.49) bestimmt. Bei einem
Bestimmtheitsmald von 0,9468 wurde die Korrelation als ausreichend angesehen, um fir
folgende Experimente von der ODeoo auf die Zellzahl schlieRen zu kénnen.

- R?=0,9468

ODGUO

| ! 1
100 105*107 101’(108 101_5x108

Zellzahl/ml

Abbildung 4.49: Korrelation zwischen ODsoo und der mittels Zahlkammer (Rosenthal) erhaltenen
Zellzahl von D. discoideum.

Fir die Herstellung von Fremdproteinen wurde sich flr Plasmide entschieden, die ein
Phosphotransferase-Gen enthalten, welches fir die Resistenz gegenuber Geneticin
verantwortlich ist. Zur Ausbildung der Resistenz ist zum einen das Vorhandensein mehrerer
Kopien notwendig und zum anderen Kkorreliert die Plasmidkopieanzahl mit dem
Expressionslevel des Markers, was die Uberexpression des Zielproteins begiinstigt (Barth et
al., 1998; Early & Williams, 1987; Pang et al., 1999). Die Transformation der Zellen erfolgte
mittels Elektroporation (3.4.5). Das selektierte Wachstum der Zellen wurde mikroskopisch
verfolgt. Es wurde beobachtet, dass Zellen ohne Plasmid die Elektroporation tUberstanden und
bei spaterer Zugabe von Selektionsmedium abstarben. Fur Zellen, die mit dem fir das
Zielprotein codierenden Plasmid elektroporiert wurden und damit auch das notwendige
Resistenzgen erhielten, wurde ebenfalls ein Absterben der nicht transformierten Zellen
beobachtet. Nach mehrfachem Austauschen des Selektionsmediums unter Zugabe von
frischem Medium wurden keine abgestorbenen, rundlichen Zellen mehr identifiziert. Die Zellen
wurden bis zu konfluenter Bedeckung des Plattenbodens wachsen gelassen. In Abbildung
4.50 sind exemplarisch Mikroskopieaufnahmen von transformierten D. discoideum Zellen mit
und ohne Plasmid nach der Elektroporation und Zugabe von Selektionsmedium gezeigt. Vom
Ausbringen der Sporen bis zu vollstandig selektieren konfluent bewachsenen Platte vergingen
ca. 14 £ 2 Tage. Eine FlUssigkultur, die zur Gewinnung von Zelllysaten oder fir
Funktionsuntersuchungen kultiviert wurde, bendtigte mindestens 24 h bis 48 h zum Erreichen
einer Zellzahldichte von maximal 4*10° Zellen ml-', die einer ODesoo von ca. 0,15 + 0,05
entsprach. So wurde sichergestellt, dass die Zellen in der exponentiellen Wachstumsphase
geerntet wurden (Fey et al., 2007).
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38 h + G418

Abbildung 4.50: Exemplarische Mikroskopie-Aufnahmen nach Transformation von D. discoideum
mittels Elektroporation. Ohne Plasmid (oben) und mit Plasmid (unten). G418: Geneticin als
Selektionsantibiotikum. Skalierungsbalken: 10 pm

4.7.1 Produktion von PfFNT in D. discoideum

Da D. discoideum fir Herstellungs- und Funktionsuntersuchungen von FNT im Arbeitskreis
noch nicht bekannt war, wurde im Vorfeld HA-PfENT-His1o in D. discoideum untersucht. Durch
die Klonierungsstrategie bedingt, wiesen die folgenden NfFNT-Konstrukte lediglich einen N-
terminalen HA-tag auf.

Im Western Blot wurde eine unspezifische Bande knapp unter 25 kDa mit dem gegen den HA-
tag (Abbildung 4.51 A) gerichteten Antikérper detektiert. Mit gegen den C-Terminus von
PfENT gerichtetem Priméarantikdrper wurde eine schwache Bande bei ca. 40 kDa detektiert
(Abbildung 4.51 B). Auffallig war hier, dass PfFNT in D. discoideum hergestellt in der SDS-
PAGE weniger weit migrierte als das kleiner erscheinende aus S. cerevisiae isolierte PfFNT.
Bei pH 5,8 wurde fiir Formiat/H*- und L-Laktat/H*-Transport ein FNT-typisch exponentieller
Kurvenverlauf gefunden (Abbildung 4.51 C). Der Kurvenverlauf fir Laktat verlief mit einer
Ratenkonstante k von 0,19 nmol mg~' min~" deutlich weniger steil als die von PfFNT bei pH 6,8
im Hefesystem (vgl. Abbildung 4.9 C) mit einer Ratenkonstante k von 0,57 nmol mg~" min".
Ein moglicher Grund hierflr kdnnte darin gelegen haben, dass weniger Transporter in der
Membran prasent waren.

Zur Uberpriifung des PfFNT-vermittelten Transportes von Formiat/H* und L-Laktat/H" wurde
im nachsten Schritt die Inhibierbarkeit des plasmoidalen Laktattransporter bestimmt. Fur
PfENT lie® sich mit BH267.meta in 1,25 % DMSO kein ICso-Wert bestimmen. Die nach dem
Waschvorgang verbliebende Aktivitat deutete darauf hin, dass keine intakten Zellen mehr
vorlagen. Die gemessene Aktivitat lag unter der des Hintergrundes (vgl. Abbildung 4.51 C),
sodass die Vermutung nahe lag, dass die Zellen nach Inkubation mit dem Inhibitor und 1,25 %
DMSO nicht mehr intakt waren (Abbildung 4.51 D). Bei auf 0,0625 % reduzierter DMSO-
Konzentration wurde bei Zellen mit DMSO- (0,430 nmol /1x10° Zellen) und ohne DMSO-Zusatz
(0,445 nmol/1%10° Zellen) nach 30 Sekunden die gleiche Aufnahme an L-Laktat/H* gemessen,
sodass davon ausgegangen waren, dass die Zellen unter dieser DMSO-Konzentration intakt
blieben. Eine Hemmung der Aufnahme von Laktat/H* durch PfFNT bei Zusatz von BH267.meta
erniedrigter DMSO-Konzentration von 0,0625 % wurde nicht gemessen (Abbildung 4.51 E).
Mit BH267.meta wurde ein Inhibitor gewanhlt, der auch im wassrigen eine ausreichende
Loslichkeit aufweist, weswegen eine verminderte Ldslichkeit des Inhibitors als Begriindung
ausgeschlossen werden konnte. Die Transmembrandiffusion des Inhibitors in D. discoideum

113



Ergebnisse

sowie die maximal tolerierte

DMSO-Konzentration sollten experimentell weiter untersucht
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Abbildung 4.51: Herstellung und Funktionsuntersuchung von PfFNT in D. discoideum. (A) Western
Blot von D. discoideum-Zelllysat. (—) mit dem Leerplasmid pDM304 transformierte D. discoideum-Zellen.
Auftragsmenge: 100 pg Gesamtprotein. Belichtung: 45 min. (B) Western Blot des Zelllysates mit gegen
PfFNT gerichtetem Primarantikdrper. Auftragsmenge: 100 ug Gesamtprotein. Belichtung: 20 min. (C)
Aufnahmekurven von '“C-markierten Substraten bei pH 5,8. (=) mit dem Leerplasmid transformierte
D. discoideum-Zellen. (E) Determination des ICso-Wertes von BH267.meta fiir PfFNT in D. discoideum
gegen Na-L-Laktat bei pH 5,8. Der Hintergund wurde bereits abgezogen. Messzeit: 30 s. (F) Inhibition
von PfENT in D. discoideum bei abnehmender Konzentration von BH267.meta. Der Hintergrund wurde
bereits abgezogen. (-): Aufnahme L-Laktat pH 5,8 iber 30 s ohne Zusatz von DMSO und Inhibitor. Die
Fehler stellen S.E.M. der technischen und biologischen Replikate (N = 2 — 6) dar.

Zusammengefasst wurde fir PfENT eine Bande mit PfFNT-spezifischem Antikdrper detektiert,
jedoch verlief diese auf einer Laufthéhe mit einem fir PfENT untypischen scheinbar hdherem
Molekulargewicht. Normalerweise kann ein gel-shifting von Membranproteinen in Richtung
kleiner erscheinender GroRen beobachtet werden. Es wurde Transport von Formiat und
L-Laktat gefunden, der, dem exponentiellen Kurvenverlauf nach, FNT-typisch war.
Widerspruchlich war hier, dass sich der Transport trotz intakt verbliebener D. discoideum
Zellen nicht inhibieren lie®. Fir D. discoideum wurden keine endogenen L-Laktat- oder
Formiat-Transporter ermittelt. Die Suche nach annotierten Genen im Genom im
Zusammenhang mit ,formate” ergab zwei Treffer: Eine Formiat-Dihydrofolate Ligase (fthS,
DDB_G0290397) (Journet et al., 2012; Sillo et al., 2008; Wiles et al., 2006) und einen
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Oxalat/Formiat Antiporter (DDB_G0273195, DDB_G0273735) (Maeda et al., 2003). Im
Zusammenhang mit ,lactate“ wurden sechs Genprodukte gefunden. Keinem davon wurde der
Transport von L-Laktat zugeschrieben. Es wurde eine D-Laktat-Dehydrogenase
(DDB_G0281101) identifiziert (Schachner et al., 1984). Auch das Vorkommen von L-Laktat in
der Zelle wird beschrieben. Es war in der Literatur keine Zuordnung zu einem
transmembranaren Transport von L-Laktat in D. discoideum zu finden. Das passt zu dem
PfENT-vermittelten Transport, der sich deutlich von dem des Hintergrundes abgrenzte.

Im nachsten Schritt wurde PfFNT als GFP-Fusionsprotein untersucht, um spater die
Lokalisation von PfFNT-GFP in D. discoideum bestimmen zu kénnen. Auch potenzielle
Einflisse des Fusionskonstruktes auf Transporteigenschaften des gut charakterisierten PfFNT
im neuen Expressionssystem kdénnen so gefunden werden. Im Western Blot wurde mit einem
gegen GFP gerichteten Primarantikbrper eine Bande bei knapp unter 35 kDa detektiert
(Abbildung 4.52 A). Es wurde keine Bande auf der zu erwartenden Migrationshéhe fir das
Fusionskonstrukt detektiert. Eine Funktionsuntersuchung ergab keine konstant signifikant (t-
Test, P < 0,05) Uber dem Hintergrund liegende Leitfahigkeit flir Formiat/H* bei pH 5,8
(Abbildung 4.52 B).

A B
kDa Na-Formiat pH 5,8
250 s
188 S 24
70 Py
55 E i
35 © PfENT
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25 °
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Abbildung 4.52: Herstellung und funktionelle Charaktersisierung von PfFNT-GFP in D. discoideum.
(A) Western Blot des Zelllysates der selektierten D. discoideum Zellen mit gegen den am N-Terminus
befindlichen HA-tag gerichteten Primarantikdrper. Auftragsmenge: 2 ug Gesamtprotein. Belichtung:
30 min. (B) Aufnahmekurve Na-Formiat bei pH 5,8. Die Fehler stellen S.E.M. der technischen und
biologischen Replikate (N = 2 — 4) dar.

4.7.2 FNT1-3 von N. fowleri in D. discoideum

4.7.2.1 NfFNT1-3 als GFP-Fusionsproteine

Parallel zu den PfFNT-GFP-Fusionskonstrukten wurden unverkirzte
NfFNT1-3-GFP-Fusionskonstrukte untersucht. Im Western Blot wurde eine unspezifische
Bande bei knapp uber 120 kDa gefunden, die in allen Zelllysaten (Abbildung 4.53 A und B)
zu detektieren war. Fur NfENT 1-GFP waren Abbruchfragmente schwacher Intensitat zwischen
15 und 25 kDa nachzuweisen (Abbildung 4.53 A). Weder flr NfEFNT1-GFP noch fur NfFNT2-
GFP wurde sich signifikant (t-Test, P < 0,05) vom Hintergrund abgrenzender Transport von
Formiat/H* bei pH 5,8 gemessen (Abbildung 4.53 C und D). NfFNT3-GFP wurde hier nicht
weiter untersucht, nachdem die Bande bei 120 kDa auch bei mit dem Leerplasmid
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transformierten D. discoideum-Zellen gefunden wurde und somit einer unspezifischen
Interaktion zwischen Zelllysat und Antikorper zugeordnet wurde.
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Abbildung 4.53: Herstellung und Funktion der NfFNT1-3-GFP Fusionskonstrukte. (A) Western Blot
NfFNT1-GFP und NfFNT2-GFP. (-) mit dem Leerplasmid transformierte D. discoideum Zellen.
Auftragsmenge 100 pg Gesamtprotein. Belichtung: 30 min. (B) Western Blot NfFNT3-GFP. Rechts:
Inkubation bei 60 °C. Auftragsmenge: 50 ug Gesamtprotein. Belichtung: 30 min. Markerreste unten
links. (C) und (D) Aufnahmekurven gegeniber den mit dem Leerplasmid (-) transformierten
D. discoideum-Zellen. Aufnahme von '*C-markierten Na-Formiat bei pH 5,8 durch (C) NfFNT1-GFP
(schwarz geschlossen) und (D) NfFNT2-GFP (schwarz offen). Die Fehler stellen S.E.M. der technischen
und biologischen Replikate (N = 2 — 3) dar.

4.7.2.2 NfFNT1

Als nachstes wurden die verklrzten Varianten von NfFNT1 A1-214NfFNT1 und
A1-214NfFNTA484 in D. discoideum Zellen untersucht. Im Western Blot wurde eine Bande mit
geringer Intensitat knapp unter 35 kDa detektiert. Eine weitere Bande mit geringer Intensitat
lag auf H6he mit einer Masse von knapp 25 kDa (Abbildung 4.54 A). Mit einer theoretisch
berechneten Masse von 27 kDa fir ANfFNT1A kdnnten je nach Laufverhalten oder potenzieller
Proteolyse des Konstruktes beide Banden dem Monomer entsprechen. Aufgrund der
unspezifischen Banden aus Abbildung 4.51 A war die untere Bande eher eine unspezifische
Interaktion des Zelllysates mit einem der Antikdrper zuzuordnen. Um eine genauere Aussage
treffen zu kénnen, ob es sich um eine unspezifische Interaktion mit dem primaren Anti-HA-
Primarantikdrper oder dem sekundaren anti-mouse-Antikdrper handelt, waren weitere
Experimente notwendig. Eine Doppelbestimmung im Vergleich mit Zelllysaten von mit dem
Leerplasmid transformierter D. discoideum-Zellen bestatigte die Zuordnung zu der oberen
Bande bei ca. 35 kDa, da hier Uberall die untere bei ca. 25 kDa liegende Bande auftrat. Es
konnte fur drei biologische Replikate beobachtet werden, dass ANfFNT1A aus D. discoideum
im Western Blot groRer erscheint. Fir ANfFNT1 wurde passend zum fehlenden Nachweis im
Western Blot kein Transport von Formiat bei pH 5,8 gemessen (Abbildung 4.54 B). Fur
ANfFNT1A wurde ein typisch exponentieller Kurvenverlauf fir die Aufnahme von Formiat
gemessen (Abbildung 4.54 C). Auffallig war aber zum einen der langsame Anstieg der Kurve
und dass fur die Aufnahme nach 2 Minuten trotz mehrfacher biologischer und technischer
Replikate kein signifikant Uber dem Hintergrund liegender Wert gemessen wurde
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(t-Test, P <0,05). Im Nachhinein stellte sich das als ein Problem der Abnutzung der
Vakuumabdichtung im Aufbau der Messapparatur heraus.
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Abbildung 4.54: Expresssion und Funktion von ANfFNT1 und ANfFNT1A in D. discoideum.
(A) Western Blot des Zelllysates der selektierten D. discoideum Zellen. Auftragsmenge: 40 ug
Gesamtprotein. Belichtung: 30 min. Aufnahmekurve von (B) ANfFNT1 und (C) ANfFNT1A von
4C-markierten Na-Formiat bei pH 5,8. (-): mit dem Leerplasmid transformierten D. discoideum-Zellen.
Die Fehler stellen S.E.M. der technischen Replikate (N = 2 — 5) dar.

Die Andeutung von Export durch ANfFNT1 von Formiat/H* durch den abfallenden Anteil von
aktivem Substrat Uber die Zeit im Vergleich zum Hintergrund (Abbildung 4.54 B links) wurde
aufgrund der fehlenden Nachweisbarkeit im Western Blot als Artefakt eingestuft (Abbildung
4.54 A). Moglich ware auch, dass die Zellen beim Waschvorgang nicht intakt geblieben sind.
Gleiches wurde fur NfFNT2-GFP angenommen (Abbildung 4.53 D).

4.7.2.3 NfFNT2

A1-183NfFNT2 wurde in D. discoideum nicht erfolgreich hergestellt. Im Western Blot wurde
eine unspezifische Bande knapp unter 25 kDa detektiert (Abbildung 4.55 A). Fur
A-155NfFNT2 mit einer Grofie von ca. 38 kDa wurde eine Bande knapp Uber 35 kDa detektiert.
Es waren auRerdem weitere Abbruchbanden zu erkennen. Fir ANfFNT2A wurde nach einem
zusatzlichen Vortexschritt beim Zellaufschluss eine Bande mit geringer Intensitat knapp unter
35 kDa detektiert, die auf der zu erwartenden Laufhéhe fur das vollstandig translatierte
Konstrukt lag (Abbildung 4.55 B). Es wurde kein Transport von Formiat/H* bei pH 5,8
gefunden (Abbildung 4.55 C).
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Abbildung 4.55: Herstellung und Funktion von A1-183NfFNT2 und ANfFNT2A in D. discoideum. (A)
Western Blot des Zelllysates der selektierten D. discoideum Zellen. Auftragsmenge 40 ug
Gesamtprotein. Belichtung 30 min. (B) Western Blot nach zusétzlichem Vortexen wahrend des
Zellaufschluss. Auftragsmenge: 40 pg. Belichtung: 30 min. (C) Aufnahme von '#C-markiertem
Na-Formiat. Die Fehler stellen S.E.M. der technischen Replikate (N = 2 — 3) dar.

4.7.2.4 NfFNT3

Fir NfFNT3-Konstrukte in D. discoideum-Zellen wurde im Western Blot flir A1-195NfFNT3
eine starke Bande bei 35 kDa (Abbildung 4.56 A) detektiert. Knapp darliber befand sich noch
eine zweite Bande mit deutlich geringerer Intensitat, die auf der zu erwartenden Hohe fir ein
Membranprotein mit 41 kDa migrierte. Auffallig ist hier, dass keine unspezifische Bande bei
ca. 25 kDa zu erkennen war. Eine sich andeutende Bande bei ca. 120 kDa migrierte auf der
zu erwartenden Laufhdhe des Trimers mit einer berechneten Masse von ca. 123 kDa. Fur
A1-223NfFNT3 und ANfFNT3A wurde keine Herstellung nachgewiesen. Auffallig war auch hier
die Abwesenheit bzw. nur die Andeutung der sonst vorhandenen unspezifischen Bande bei
25 kDa. Fur keines der Konstrukte wurde Transport von Formiat/H* bei pH 5,8 gemessen
(Abbildung 4.56 B).
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Abbildung 4.56: Herstellung und Funktion von ANfFNT3 und NfENT3A in D. discoideum. (A) Western
Blot des Zelllysates der selektierten D. discoideum Zellen. Auftragsmenge 40 ug Gesamtprotein.
Belichtung 30 min. (B) Aufnahme von 'C-markiertem Na-Formiat. Die Fehler stellen S.E.M. der
technischen Replikate (N = 2 — 3) dar. * Monomer, *** Trimer.

Durch den Wechsel auf das Expressionssystem von D. discoideum-Zellen wurde keine stabile
Herstellung bzw. Nachweisbarkeit im Western Blot gefunden. Bei Transportuntersuchungen
an dem bereits gut untersuchtem PfFNT aus P. falciparum wurde vielversprechender
Transport gefunden. Es wurde angenommen, dass die Plasmide in ausreichender Anzahl
kopiert wurden, da die damit einhergehende Selektion Uber das Plasmid nachgewiesen wurde
(vgl. Abbildung 4.50). Fir die Proteine des Amoében-ahnlichen N. fowleri wurde keine im
Vergleich zur Hefe verbesserte Nachweisbarkeit der Herstellung der Proteine im Western Blot
gefunden. Fir die Western Blot-Analytik waren spezifische gegen NfFNT gerichtete Antikdrper
von Vorteil gewesen, da die unspezifische Interaktion des D. discoideum-Zelllysates bei ca.
25 kDa mit dem verwendeten Primarantikorper evil. vorhandene Signale sowohl in der
Intensitat als auch in Bezug auf die Laufhéhe einiger Konstrukte Uberlagerte. Auch mit dem
gegen GFP-gerichteten Primarantikérper und anderem Sekundarantikdrper traten
unspezifische Signale bei ca. 120 kDa auf. Vom Ausbringen der D. discoideum-Sporen bis zur
selektieren konfluent bewachsenen Platte vergingen 14 bis 16 Tage. Unter der
Berucksichtigung, dass D. discoideum-Zellen nach zwei bis vier Wochen morphologische
Veranderungen durch spontane Mutationen aufweisen (Fey et al., 2007), war das Zeitfenster
von ca. sieben Tagen, in dem die transformierten und selektierten Zellen untersucht werden
konnten, flr grofiere Messreihen an einer selektierten Platte zu schmal.

Bei vergleichenden Western Blots der beschrieben D. discoideum-Proben wurde in allen
Lysaten die unspezifische Bande zwischen 25 und 35 kDa gefunden (Abbildung 4.57 B).
Wurde die SDS-PAGE so lange laufen gelassen bis die Bromphenolblau-Front aus dem Gel
heraus migrierte, war die Bande nicht mehr zu detektieren (Abbildung 4.57 A). Nach einem
zusatzlichen Vortex-Schritt waren die Banden intensiver (Abbildung 4.57 C). Aufgrund der
GroRenahnlichkeit zu PfENT (35 kDa), A1-215NfFNT1A492 (27 kDa) oder ANfFNT2A (31 kDa)
und des gel-shiftings der Membranproteine ist eine SignalUberlagerung nicht auszuschlieRen.
Fir die deutlich groeren Konstrukte NfFNT3, PfENT-GFP und A1-195NfFNT3-GFP wurde
keine Bande im Bereich von 60 kDa gefunden (Abbildung 4.57 C). Vor diesem Hintergrund
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wurde davon ausgegangen, dass die pragnanten starken Banden auf Héhe von ca. 35 kDa
der unspezifischen Bindung des Anti-HA-Antikérpers zugeordnet werden kdnnen und in einem
niedriger konzentriertem Gel ein etwas anderes Migrationsverhalten aufwiesen. Die
unspezifische Bande wurde in einem 12,5 %-igen Gel bei ca. 25 kDa (Abbildung 4.57 B) und
in einem 10%-igen Gel bei ca. 35 kDa (Abbildung 4.57 C) gefunden. Von den Konstrukten
weist nur PfENT einen C-terminalen Hisio-fag auf. Unter Verwendung des Anti-Penta-His-
Primarantikorpers konnte weder fir PfENT als auch fir die anderen Zellysate eine spezifische
oder unspezifische Bande detektiert werden (Abbildung 4.57 D). Dies bestatigte die
Annahme, dass die unspezifische Bande bei ca. 25 kDa im 12,5 %-igen Gel dem gegen den
HA-tag gerichteten Antikdrper zuzuordnen ist, der gleiche Sekundarantikdrper verwendet
wurde.
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Abbildung 4.57: Ubersicht Western Blot D. Discoideum Zelllysat. (A) Anti-Ha-Primarantikdper.
Auftragsmenge: 40 ug Gesamtprotein. Belichtung: 30 min. (B) Proben von (A) Anti-Ha-Priméarantikdper.
Auftragsmenge: 100 pg Gesamtprotein. Belichtung: 30 min. (C) Zusatzlicher Vortexschritt.
Acyrlamidgelkonzentration: 10 %. Anti-Ha-Priméarantikbper. Auftragsmenge ca. 3 ug Gesamtprotein.
Belichtung 30 min. (D) Anti-Penta His Primarantikérper gegenliber 20 pl aufgetragenem D. discoideum-
Zelllysat.
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4.8 Isolation Membranprotein-haltiger Vesikel aus S. cerevisiae NY17

Vor diesem Hintergrund wurde auf ein anderes Hefesystem gewechselt. Die
Proteinherstellung erfolgte in S. cerevisiae-Zellen vom Stamm NY17, welcher sich durch die
Bildung intrazelluldrer Membranvesikel auszeichnet (Firnges et al., 2001). Die Uberlegung
war, die Herstellung der Membranproteine in der Zelle zu steigern, da durch die Vesikelbildung
mehr membranare Gesamtoberflache zur Verfligung steht. Die Hefen des Stamms NY17
wurden wie in 3.3.1 beschrieben transformiert und anschlieBend auf SD-Agar oder spater in
SD-Medium kultiviert (3.3.8). Nach der Forcierung der Vesikelbildung durch Erhéhung der
Temperatur auf 37 °C wurde nach einer Stunde Inkubation bei 37 °C im Western Blot fiir alle
Konstrukte eine dem vollstandig translatierten Konstrukt entsprechende Monomerbande in der
Membranfraktion detektiert. Betrachtet wurden hier PfFNT, sowie ANfFNT1, ANfFNT1A,
ANFENT2A, A1-195NfENT3 und ANFfFENT3A. Fur PfENT, ANfENT2A und A1-195NfFNT3 wurden
zusatzlich Dimere und fur PfENT und A1-195NfFNT3 Trimere detektiert (Abbildung 4.58 A).
Far A1-195NfFNT3 wurde ein Abbruchfragment bei ca. 35 kDa gefunden. Nach Inkubation der
Hefen fur 2 h bei 37 °C waren insgesamt weniger intensive Banden zu erkennen, sodass fur
folgende Proteinisolationen die Inkubation bei 37 °C fir eine Stunde als ausreichend
angesehen wurde. Auffallig war, dass nach zweistiindiger Inkubation bei 37°C die Banden im
Bereich zwischen 35 und 55 kDa im 10.000 g von A1-195NfFNT3 an Intensitat zugenommen
haben (Abbildung 4.58 B). Die Detektion mit gegen den am C-Terminus befindlichen His1o-
tag gerichteten Primarantikdrper ergab kein Signal (Abbildung 4.58 C). Dies wurde auch fur
bereits gut untersuchte und charakterisierte Proteine beobachtet und von anderen
Gruppenmitgliedern bestatigt. Parallel konnte beobachtet werden, dass die Generationszeit
der Hefen bei Erhéhung der Temperatur abnahm (Abbildung 4.58 D).
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Abbildung 4.58: Isolation sekretorischer Vesikel aus S. cerevisiae NY17. (A) Western Blot der
mikrosomalen Fraktion nach 1 h (A) und 2 h (B) Inkubation bei 37 °C. Auftragsmenge 15 — 100 ug
Gesamtprotein. Volumen normalisiert auf die geringste Menge. Belichtung: 30 min. (C) Western Blot der
mikrosomalen Fraktion nach 1 h Inkubation. Auftragsmenge 50 — 100 ug Gesamtprotein. Belichtung:
45 min. (D) Generationszeiten unter Berlicksichtigung der /ag-Phase einer Ubernachtkultur bei 29 °C
(schwarz) und nach Erhéhung der Temperatur auf 37 °C (grau). Die Fehler stellen die S.E.M. der
biologischen Replikate (N = 2 — 3) dar.

Die initiale Uberpriifung der Funktionalitat von in den Vesikeln befindlichem ANfFNT1A zeigte
eine deutliche Abnahme der Lichtstreuung, sodass davon auszugehen war, dass das
Vesikelvolumen infolge von Substrateinstrom und darauffolgendem Wassereinstrom zunahm
(Abbildung 4.59). Zur genauen Charakterisierung und Abgrenzung von osmotischen
Vorgangen aufgrund der Geschwindigkeit sollten unterschiedliche Substratgradienten und pH-
Werte vermessen werden, um einen Substrat- und pH-abhangigen Transport von ANfFNT1A
nachzuweisen.
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Abbildung 4.59: Normalisierte Lichtstreuung ANfFNT1A-haltiger Vesikel (schwarze Kurve) und

Vesikel von mit dem Leerplasmid transformierter Hefen (hellgrau) unter einem isoosmotischen 5 mM
Na-Formiat-Gradienten. Die Kurven wurden durch Mittelung von 4 — 9 Kurven erhalten und normalisiert.
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5 Diskussion

Ziel der Arbeit war die Identifikation von FNT human-pathogener Parasiten mit dem Fokus auf
N. fowleri und deren Eignung als Wirkstoffziel in der Behandlung der PAM. Zunachst stand
unter der Pramisse der Strukturaufklarung die funktionelle Charakterisierung des zellfrei
hergestellten PfENTG107S im Vordergrund, da die Eignung von PfENT als Wirkstoffziel und
die Optimierung des Inhibitors gegenlber Resistenzmutanten gezeigt wurde (Walloch et al.,
2021). Als nachstes wurden die hierbei gewonnen Erkenntnisse auf NfENT Ubertragen und
der Transporter biochemisch charakterisiert. Hierbei wurde auf zellbasierte Systeme wie.
S. cerevisiae und D. discoideum zurlckgegriffen und NfFNT in pentamerer Form in der
Western Blot-Analytik nachgewiesen.

5.1 Zellfreie Proteinproduktion von Membranproteinen und deren
Funktionalitat

Zellfrei hergestellte Membranproteine stellen eine besondere Herausforderung in Bezug auf
ihre native Konformation und Bioaktivitat dar. In der vorliegenden Arbeit wurden zellfrei
hergestellte 16sliche Proteine (MSP1E3D1) und Membranproteine (PfENT) untersucht, deren
Synthese auf einem aus E. coli gewonnenem ribosomalen Extrakt basiert. Es wurde mit der
zellfreien Proteinsynthese ein direkt zugangliches Protein gefunden, was unabhangig von
Zellvariabilitaten gewonnen, gereinigt und mittels Western Blot-Analytik detektiert wurde. Die
Verwendung von E. coli basierten ribosomalen S30-Extrakten ist in der Literatur mehrfach
beschrieben (Gregorio et al., 2019). Fir zellfrei hergestellte FNT aus E. histolytica konnte
bereits die Funktionalitdt nachgewiesen werden (Helmstetter et al., 2019). Auch hier war
Brij® 78 das gewahlte Detergens. Flr I6sliche Proteine wie GFP wurde die erfolgreiche
Herstellung und anschlieRende Faltung zur Ausbildung der Fluoreszenz nach zellfreier
Synthese auf Basis von E. coli-Extrakten bereits gezeigt. Es wurde bereits gezeigt, dass eine
Inhibition der Translation moéglich ist. So konnte fiir verschiedene prokaryotische ribosomale
Extrakte dosisabhangig mittels spezifischer Target-Inhibition, die zellfreie Herstellung von GFP
inhibiert werden (Hoger et al., 2023). Insgesamt ist aber auch fur die in dieser Arbeit zellfrei
hergestellten Proteine die stabile Nachweisbarkeit im Western Blot hervorzuheben. Wahrend
zellbasierte Systeme gelegentlich Probleme in der Reproduzierbarkeit der Western Blots
aufwiesen (vgl. z.B. 4.2, 4.7.1 und 4.4.1), war das zellfreie System gut reproduzierbar. Auch
potenzielle Einfliisse der Biomembran einer Zelle wie beispielsweise die Uberlagerung der
Affinitats-tags werden hier umgangen. Damit einhergehend bietet das zellfreie System auch
Vorteile in der Reinigung. So sind Affinitats-tags direkt nutzbar und Einflisse der Zelle werden
umgangen. Ein weiter Vorteil im Hinblick auf die Strukturaufklarung ist die direkte
Zuganglichkeit des Proteins, die kein solubilisieren aus der nativen Umgebung des
Membranproteins erfordert. Dieser Schritt wird in der Literatur als besonders kritisch
angesehen (Martin and Sawyer, 2019). Es stellt sich die Frage nach der Funktionalitat eines
zellfrei hergestellten Transportproteins wie PfENT, fir welches nach der Rekonstitution in
Proteoliposomen im Western Blot ausschlieRlich Monomere gefunden wurden. Es wurde kein
pH-abhangiger (Wu et al., 2015) FNT-typischer Transport in Proteoliposomen gemessen. Fur
PfFNTG107S wurde im zellbasierten '“C-Transportassay im Hefesystem eine initiale
Aufnahmerate von 0,06 nmol mg~" min~' fiir L-Laktat gezeigt (Dissertation Philipp Walloch,
Kiel, 2021). Aus diesem Grund kann davon ausgegangen werden, dass die nicht messbare
Funktionalitat nicht an der Mutante PfFNTG107S selbst liegt.

Nach der zellfreien Herstellung von PfFNTG107S wurden Monomere, Dimere und Trimere
nachgewiesen (Abbildung 4.4). Nach mehreren Aufreinigungs- oder Rekonstitutionsschritten
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in NDs oder Proteoliposomen waren die Oligomere jedoch nicht mehr nachweisbar. Zunachst
wurde eine eventuell verminderte Stabilitat der Resistenzmutante PfFNTG107S als Grund fur
die fehlende Funktionalitdt in Proteoliposomen in Betracht gezogen. In diesem
Zusammenhang hatte aber fir PfFNT-Wildtyp mit der gleichen Methode eine Funktionalitat
nachgewiesen werden missen. Insofern stellt sich die Frage, ob das zellfrei hergestellte
Protein zum einen wahrend des gesamten Prozesses der Aufreinigung und Rekonstitution
stabil war und nicht eine potenzielle Funktion des frisch hergestellten Proteins wahrend des
Reinigungs- oder Rekonstitutionsprozesses verloren gegangen ist. Zum anderen wurde als
Nachweis der Rekonstitution in Proteoliposomen die DGZ herangezogen, bei der auffallig war,
dass ausschlief3lich Monomere im Western Blot detektiert wurden (4.1.3.3). So kann es als
unwahrscheinlich angesehen werden, dass das rekonstituierte Protein als Pentamer in die
Proteoliposomen integriert war. Da erste analytische Untersuchungen vor der Rekonstitution
in NDs oder Proteoliposomen auf das Vorliegen von Oligomeren hindeuteten, diese aber nach
der SEC oder DGZ nicht mehr nachzuweisen waren (vgl. Abbildung 4.4 und Abbildung 4.7),
koénnte sich im weiteren Verlauf auf die Stabilitdt des oligomeren Zustands wahrend der
Rekonstitution in das jeweilige Untersuchungssystem konzentriert werden. Kotov et al. (2019)
haben festgestellt, dass einige Detergenzien, die zur Solubilisierung von Membranproteinen
eingesetzt werden, zur Destabilisierung und Entfaltung fuhren kénnen. Dazu gehoéren unter
anderem auch Detergenzien mit PEG-Struktur, zu denen auch das in dieser Arbeit verwendete
Brij® 78 gezahlt werden. Ist hier die Stabilitdt und Faltung zugunsten der hoéheren
Proteinausbeute verloren gegangen und womdglich der Grund fur fehlende
Funktionsnachweise des zellfrei hergestellten Proteins?

Andere Quellen (Zemella et al., 2015) weisen darauf hin, dass E. coli-basierte ribosomale
Extrakte fur die Synthese groRerer Membranproteine weniger geeignet sind als andere
Extrakte. Durch das Fehlen eukaryotischer Chaperone kann die korrekte Faltung und
posttranslationale Modifikation eukaryotischer Proteine beeinflusst sein. Nichtsdestotrotz
handelt es sich um eine einfache kostenglinstige Methode, die hohe Proteinausbeuten liefert
(Gregorio et al., 2019). Zu beachten ist jedoch, dass zellfreie Proteinsynthesen auf Basis
dieser Zelllysate geringere Protein-Ausbeuten liefern. Insgesamt wird die zellfreie
Proteinsynthese in der Literatur als gute Alternative zur zellbasierten Herstellung beschrieben
und auch offensichtliche Nachteile fiir die Herstellung von Membranprotein werden durch den
Zusatz von Detergenzien oder anderen Membran-imitierenden Zusatzen wie Liposomen oder
NDs adressiert. Eine mdgliche Alternative zu dem E. coli-basierten ribosomalen Extrakt bieten
eukaryotische Weizenkeim-, Saugetierzell-, Insektenzell- oder Helazelllysate. Zukunftig
kdnnten zellfrei hergestellte Proteine untersucht werden, die auf Basis von eukaryotischen
ribosomalen Extrakten synthetisiert werden. Fur die zellfreie Proteinsynthese, die auf
Extrakten aus Insektenzellen oder Saugetierzellen basiert, wird eine Proteinfaltung und
posttranslationale Modifikation als Vorteil gesehen (Batista et al., 2021). Diese Extrakte sollen
sich fur die zellfreie Herstellung von Membranproteinen eignen (Zemella et al., 2015).
Aufgrund der fehlenden Funktionalitdt von PfENTG107S und PfFNT-Wildtyp nach der
Herstellung im zellfreien System, wurde sich fur die Untersuchung der uncharakterisierten
NfFNT auf zellbasierte Systeme konzentriert.

5.2 Weist die Gattung Naegleria FNT auf?

Im Rahmen dieser Arbeit mit der Fragestellung nach méglichen FNT von N. fowleri und ob
diese durch PfFNT-Inhibitoren gehemmt werden, wurde zunachst der Fragestellung
nachgegangen, ob Naegleria FNT aufweist und welche Rolle diese im Metabolismus
einnehmen konnten. Eine Datenbanksuche mit den wie in 3.8 beschriebenen Parametern
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fuhrte zu partial mRNA-Daten von FNT fir die nicht pathogenen verwandten Spezies
N. gruberi (Fritz-Laylin et al., 2010) und N. lovaniensis (Liechti et al., 2018). Auch fur diese
Spezies wurden mehrere potenzielle Transporter identifiziert (Abbildung 5.1). Nicht alle der
vorgeschlagenen Treffer sind strukturell als potenzielle FNT einzustufen. So weisen N. gruberi
1 (NCBI Accession number. XM_044685668.1) und 6 (NCBI Accession
number: XM_002668317.1) nicht die FNT-typischen sechs Transmembranspannen mit den
Schlissel-Aminosauren der Transportpore auf und scheinen insgesamt zu klein zu sein. Das
potenzielle Vorliegen der FNT in anderen Naegleria-Spezies kann als Stiitze der Hypothese,
dass N. fowleri FNT aufweist, angesehen werden. Ungeklart ist bislang die physiologische
Rolle der FNT in Naegleria. Grundsatzlich ist sehr wenig Uber die Spezies N. fowleri bekannt
und nur wenige Laboratorien weltweit arbeiten mit der pathogenen Spezies. Die
experimentellen Metabolismusstudien wurden an N. gruberi durchgefuhrt (Bexkens et al.,
2018). Es wird aufgrund der Genom-Daten davon ausgegangen, dass sich die ermittelten
Stoffwechselwege auf N. fowleri Ubertragen lassen. Experimentell bestatigt ist bislang die
Kultivierung der Trophozoiten in Glukose-haltigem Nelson’s Medium sowie der Nachweis von
Trophozoiten in Cerebrospinalflissigkeit (Anser et al., 2018). Die meisten Studien
konzentrieren sich auf Unterschiede im Genom oder Proteom zwischen den nicht pathogenen
Spezies und N. fowleri. Ein weiterer Ansatz liegt in der Ermittlung von Unterschieden klinisch
virulenter N. fowleri-Stdmme zu aus der freien Wildbahn isolierten N. fowleri-Stammen, die bis
dahin nicht mit tierischem Gewebe in Kontakt gekommen sind.

In der Literatur werden haufig an der Pathogenitat beteiligte Proteine oder Enzyme diskutiert
und gesucht, um diese als Drug Target adressieren zu kénnen (Zysset-Burri et al., 2014). Der
Ansatz der FNT als Wirkstoffziel, die auch in den nicht pathogegnen Arten vorkommen, steht
im Gegensatz hierzu. FNT unterschiedlicher Plasmodium-Spezies sind Target der PfFNT-
Inhibitoren (Davies et al., 2023). Die Identifikation von FNT auf Grundlage von tblastn-
basierten Recherchen in der NCBI-Datenbank fiihrte in der Vergangenheit zur Identifikation
von EhFNT und TgFNT1-3 (Erler et al., 2018; Helmstetter et al., 2019). Als weiteren Hinweis
auf die potenzielle Rolle von FNT in Naegleria kdnnen Metabolismusstudien an N. gruberi
angesehen werden, welche die Annahme auf Acetat als mogliches Substrat eines FNTs
zulassen (Bexkens et al., 2018), vgl. 1.2.2. Fruhere Genomdaten liefern Hinweise auf
metabolische Endprodukte anaerober Stoffwechselwege (Fritz-Laylin et al., 2010), welche
Substrate der FNT sein kénnten. Auch eine Rolle in der Azidifizierung, wie sie fir FNT in
T. gondii vorgeschlagen wird (Roiko et al., 2014), kénnte fir Naegleria in Betracht kommen.
Far T. gondii wurde gezeigt, dass die Aktivitat eines perforin like proteins 1 (PLP1) fur den
Austritt des Parasiten aus der parasitéaren Vakuole (PV) nétig ist. Dieses PLP1 zeigt im leicht
sauren pH-Bereich von 5,4 bis 6,8 eine erhdhte Aktivitat. Insbesondere TgFNT1 und TgFNT2
scheinen an der Ansduerung mittels des Transportes von Laktat und Pyruvat einhergehend
mit jeweils einem Proton beteiligt zu sein. Roiko et al. (2014) haben gezeigt, dass auch bisher
unbekannte alternative Transporter die Rolle der FNT in der Ansauerung der PV Ubernehmen
kénnen. Nichtsdestotrotz ist die erhdhte Aktivitat zytolytischer Proteine im sauren pH auch fur
andere Pathogene wie Leishmania amazonensis und Trypanosoma cruzi bekannt (Andrews
et al., 1990). Fur Plasmodium yoelii-Sporozoiten ist ebenfalls die Ansduerung einer PV und
das Ausschleusen der Parasiten durch PyPLP1 gezeigt worden (Risco-Castillo et al., 2015).
Es kdnnte also angenommen werden, dass auch Naegleria in Abhangigkeit vom
morphologischen Stadium und der Notwendigkeit nach zytolytisch aktiven Proteinen, die dem
Abbau von Wirtszellen, Bakterien oder Algen im Rahmen der Nahrungsaufnahme dienen,
ebenfalls unter anderem FNT aufweist, die die fiur die Ansduerung notwendigen Protonen
mitliefern.
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Transkriptom-Analysen auf Basis von mRNA-Daten zeigen hohe Expressionslevel der mRNA
entsprechender NfFNT codierender Sequenzen, die darauf hindeuten, dass N. fowleri FNT
exprimiert (Herman et al., 2021). Ein Alignment der mRNA im Rahmen der Masterarbeit von
Robin Hertel mit der genomischen Sequenz zeigt eine fast vollstandige Abdeckung der
genomischen Sequenz durch die mRNA fir alle drei NfFNT. Auffallig ist, dass alle drei
Naegleria-Spezies mehrere FNT aufweisen. Dies kdnnte im Zusammenhang mit ihrer
Anpassungsfahigkeit an unterschiedliche Habitate stehen. So kénnen Naegleria-Formen in
SuURwasser oder Erde vorkommen, aber auch menschliches Gewebe kann als
Lebensgrundlage dienen.
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Abbildung 5.1: ClustalW Alignment Aminoséuresequenz im Bereich der Transmembranspannen
potenzieller FNT aus Naegleria (N) im Vergleich zu PfFNT. Auskleidende Aminosduren in der
Transportpore  (Punkte), Selektivitatsfilter (Phi @), cytosolische (offenes Dreieck) und
periplasmatische/extrazellulare Konstriktion (geschlossenes Dreieck), konservierte Aminosauren
(Stern). Farbemodus: similarity. Je ahnlicher die Aminosauren, desto dunkler die Farbung.
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5.2.1 Interpretation der genomischen Daten

Wahrend Genom-Sequenzierungen immer haufiger gelingen, ist die Annotation der
Genomdaten weiterhin schwierig und fehleranfallig (Salzberg, 2019). Gerade die Annotation
eukaryotischer Genome ist komplex, da die Gene zum einen weit gestreut liegen und zum
anderen durch Introns unterbrochen sind. Wahrend flir Bakterien beispielsweise 90 % des
Genoms protein-codierende Sequenzen sind, besteht das humane Genom beispielsweise nur
zu 1,3 % aus protein-codierenden Exons (Pertea et al., 2018). So ergab eine vergleichende
Suche in den RefSeq und Gencode human gene Datenbanken, dass nur 27,5 % der Gencode-
Transkripte die gleichen Introns aufwiesen wie die korrespondierenden ReqSeq Gene (Pertea
et al., 2018; Salzberg, 2019). Eine Alternative zur Genomsequenzierung auf DNA-Basis kann
die Sequenzierung von RNA sein. So kénnte die Sequenzierung von messenger RNA eines
Gens die Intron-Exon-Strukturen besser aufklaren.

Bei den in der vorliegenden Arbeit identifizierten FNT von N. fowleri handelt es sich um mittels
Nanopore sequencing (Oxford Nanopore Technology, ONT) gewonnene Daten (Liechti et al.,
2019), die Uber die cDNA Ref Seq data bank abgerufen wurden. Sequenzierung der dritten
Generation (third generation sequencing, TGS) bietet im Vergleich zur Sequenzierung der
zweiten Generation (next generation sequencing, NGS) den Vorteil, dass deutlich groRere
Leselangen mit bis zu zwei Millionen Basen erreicht werden (Kraft & Kurth, 2019). TGS bietet
aullerdem die Mdoglichkeit, mRNA in voller Lange zu sequenzieren und damit Exons zu
identifizieren. Die Sequenzierung von mRNA liefert einen weiteren Hinweis auf tatsachlich
hergestellte Proteine. Die Nanopore Sequenzierung basiert darauf, dass DNA oder RNA nach
der Translokation von einer Helikase durch eine Proteinpore geflihrt wird. Diese Pore befindet
sich in einer nicht leitenden Polymermembran. Wird eine Spannung angelegt, entsteht ein
lonenfluss. Dieser wird charakteristisch durch die Basen und deren Modifikationen gestort,
sodass das Signal verandert wird und in eine Basenabfolge Ubersetzt werden kann. Mit dem
fur die Genomsequenzierung von N. fowleri verwendeten GridlON Sequenzierer sind pro flow
cell 512 Poren angeordnet, die jeweils mehrere zehntausend Moleklle nacheinander
sequenzieren konnen. Die Genomsequenzierung fiihrte zu ca. 9 Mb reads mit einer
durchschnittlichen Lange von 6.658,6 bp und einem N50-Wert von 11.677 bp. Die
Kerngenomdaten wurden mittels Canu v1.7 assembliert (Koren et al., 2017). Die erste
Assemblierung wurde unter Verwendung der ONT-Rohdaten unter Verwendung von
Nanopolish v0.11.1 (Loman et al., 2015) und Pilon v1.22 (Walker et al., 2014) poliert, um die
Konsensgenauigkeit zu verbessern. Das finale Genom-Assemble beinhaltet 81 contigs mit
einer Gesamtlange von 29.549.925 bp. Der N50-Wert betrug 717.491 bp und somit liegen
50 % der generierten contigs bei mind. 717.491 bp, was eine Verbesserung der initialen
Datensatze darstellt. Der ermittelte GC-Gehalt von 36,9 % ist ahnlich zu einer vorab
publizierten Genomanalyse von N. fowleri eines anderen Stammes (ATCC 30863). Andere
Naegleria-Spezies wie N. lovasiensis weisen einen ahnlichen oder leicht niedrigeren
(N. gruberi) GC-Gehalt auf (Liechti et al., 2019). Die Qualitat der Assemblierung wurde mittels
Benchmarking Universal Single Copy Orthologs (BUSCOs) (Simao et al., 2015) Uberpruft.
Nach jedem erneuten Assemblierungsschritt konnte die Anzahl der BUSCOs gesteigert und
ca. 86,5 % der konservierten eukaryotischen BUSCOs (Eukaryota odb9) gefunden werden
(Manni et al., 2021). 2,3% der BUSCOs lagen fragmentiert vor. Die Genom-Daten-
Assemblierung beinhaltete viele Schritte zur Verbesserung der Lange und Interpretation der
reads. BUSCOs enthalten nur Gene, die sich Uber einen langen Zeitraum als orthologe
Einzelkopien entwickelt haben. Das Fehlen oder Fragmentieren solcher Gene wird als sehr
selten angesehen. Aus diesem Grund gilt das Vorhandensein oder Fehlen von BUSCOs als
gutes Merkmal flr die Genauigkeit und Vollstandigkeit der Assemblierung (Liechti et al., 2019).
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Insgesamt kann also aufgrund der vergleichbaren Anzahl der BUSCOs der Naegleria Spezies
und der Reproduzierbarkeit der Genomdaten verschiedener N. fowleri Isolate von
aussagekraftigen Genomdaten ausgegangen werden. Die aus der Sequenzierung erhaltenen
Daten wurden im Anschluss mit verschiedenen Methoden annotiert, um eine Vorhersage flr
das Vorhandensein von codierenden Sequenzen treffen zu konnen. Auch hier konnte von
Liechti et al., (2019) eine mit anderen Naegleria-Spezies vergleichbare Anzahl an Proteinen
vorhergesagt werden, die unter anderem auch zu den FNT der anderen Spezies fuhrten (vgl.
Abbildung 5.4). Es wurden mittels Genomsequenzierung FNT fir den Stamm ATCC 30894
gefunden (Liechti et al., 2019). Von der gleichen Arbeitsgruppe wurde 2014 eine
Genomsequenzierung vom Stamm ATCC 30863 durchgefluhrt (Zysset-Burri et al., 2014).
Genmodelle wurden mit BRAKER1 (Hoff et al., 2016) durchgeflhrt und greifen gleichzeitig auf
bisher unverdffentlichte Daten der RNA-Sequenzierung zurtick. Bei den drei identifizierten
NfFNT handelt es sich um vorhergesagte Proteine auf Basis von genomischer DNA und partial
mRNA-Daten, sodass davon ausgegangen werden kann, dass die Gene transkribiert werden.

Es wurde fir FNT aus T. gondii bereits gezeigt, dass die vorhergesagten Gengrenzen nicht
zwangslaufig dem translatierten funktionellen Protein in einem heterologen
Expressionssystem entsprechen (Erler et al., 2018). Besonders auffallig ist auch die FNT-
untypische Lange der N-Termini (Abbildung 4.19). Insofern ist es fir die in dieser Arbeit
untersuchten NfFNT1-3 nicht ausgeschlossen, dass die experimentell ermittelten Einflisse der
Termini auf die Herstellung und Funktionalitat wie in 4.5 und 4.5.2 untersucht noch nicht
vollstdndig sind und Verklrzungen an anderer Stelle einen positiven Einfluss auf die
Funktionalitat haben kdnnten. Ebenfalls bisher unberiicksichtigt ist der Einfluss der Termini im
Parasiten. So kann ein trafficking-Motiv, das fir die Lokalisation und Funktion im Parasiten
wichtig ist, nicht ausgeschlossen werden. Fur N. gruberi und N. fowleri wurden im
Zusammenhang mit der strukturellen Diversitat des Golgi-Apparates (Dacks et al., 2003) von
Eukaryoten mehrere Membran-trafficking assoziierte Gene identifiziert, deren Expression in
Maus-pathogenen N. fowleri Trophozoiten nachgewiesen werden konnte (Herman et al.,
2018). Fir PfCRT konnte gezeigt werden, dass ein vorhandenes trafficking-Motiv in den
Termini entfernet werden musste, um eine Lokalisation in der Zellemembran im heterolog
herstellenden Organismus X. laevis zu gewahrleisten (Martin et al., 2009). Wahrend dieser
Arbeit ergab eine Suche nach der Aminosauresequenz der N-Termini entsprechenden
Strukturen, die eine Funktion auf ein Membranprotein haben kénnen, keine Treffer. Mdglich
erscheint aber die durch die Genom-Annotation bedingte unwahrscheinliche Festlegung der
Gengrenzen. Die N-Termini der verschiedenen NfFNT1-3 zeigen untereinander eine hohe
Variabilitat mit einer Spanne in der Ahnlichkeit der resultierenden Aminoséuren von 11 bis
38 % (Abbildung 5.2). Im Vergleich dazu ist die Ahnlichkeit der gesamten Sequenzen deutlich
héher (Abbildung 4.19). Auffallig ist, dass NfFNT1 im Vergleich der ganzen Sequenz und im
Vergleich der N-Termini zu NfFNT2 und 3 eine geringere Ahnlichkeit besitzt. Nehmen die
NfENT unterschiedliche Rollen im Metabolismus der Parasiten ein? Oder ist ihre Herstellung
und Funktion innerhalb des Organismus abhangig vom morphologischem Stadium des
Parasiten? Mit Beginn der ersten TM ist die Ahnlichkeit der NfFNT untereinander sowie auch
gegenuber bekannter FNT wie EcFocA und PfENT héher.
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Abbildung 5.2: ClustalW Alignment von EcFocA, PfFNT und NfFNT1-3. Oben: Gezeigt ist der
Ausschnitt der N-Termini vor Beginn der ersten Transmembranspanne. Stern: konserviertes Lysin,
Punkt: porenauskleidende Aminosaure. Unten: Ahnlichkeitstabelle der gezeigten N-Termini. Zur
Darstellung wurde Texshade verwendet. Farbemodus: similarity.

Die Veranschaulichung der Modelle von NfFNT1-3 weist ebenfalls eine hohe Variabilitat im N-
Terminus und die unstrukturierte Lage auf3erhalb der Membran auf (Abbildung 5.3). Vor dem
Hintergrund, dass die Termini der Modelle nicht durch das template (PfFNT, PDB 7mxy)
abgedeckt sind, ist dies nicht ausgewohnlich. Auffallig ist bei allen drei Varianten, dass die
Termini abweichend zu bekannten FNT nicht auf einer Seite der Membran liegen. Alle drei
Modelle sagen eine vor dem Eingang der Transportpore liegende alpha-Helix voraus.
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Abbildung 5.3: Modell NfFNT basierend auf AlphaFold. Modelle mit Swiss Model erstellt. (A) NfFNT1.
(B) NfFENT2. (C) NfFNT3 mit eingezogener Membranebene. Blau: Bereiche mit einem

Konfidenzwert > 0,7. Orange: Bereiche mit geringer Ubereinstimmung zum template,
Konfidenzwert < 0,7.
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Abbildung 5.4: Aminosauresequenz ClustalWW Alignment Bereich der N-Termini potenzieller FNT aus
Naegleria (N) im Vergleich zu PfFNT. Orange hervorgehoben: Methionin vor Beginn der ersten TM.

Die grof3e Variabilitdt des N-Terminus kann ein Hinweis darauf sein, dass die Festlegung der
Gengrenzen in der Methodik der Datenaufarbeitung nach Liechti et al., (2019) liegt (vgl. 5.2.1).
So sind eventuell nah beieinander liegende Gene in einem Operon einem FNT zugeordnet
worden, die nicht fur einen Abschnitt des FNT selbst codieren, wohl aber fir ein in Beziehung
dazu stehendes Enzym wie es flr einige prokaryotische FNT beschrieben ist (vgl. 1.4.1).
Méoglich ware auch, dass der lange N-Terminus im Parasiten selbst eine fir die Funktion oder
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Lokalisation wichtige Funktion einnimmt. Auch die anderen potenziellen FNT der nicht
pathogenen Spezies N. gruberi und N. lovaniensis weisen lange variable N-Termini auf.

5.3 Einfluss des Expressionssystems auf Herstellung und Funktionalitat der
Membranproteine
Es wurde bereits gezeigt, dass das PfFNT-Pentamer SDS-stabil ist und in der SDS-PAGE
nach der Coomassie-Farbung oder Western Blot-Analytik detektiert werden kann. Es wurde
beobachtet, dass die Isolation der mikrosomalen Fraktion unterschiedliche Ergebnisse liefert.
Es wurde flr PfENT beispielsweise in der Western Blot-Analytik nur die monomere Form
nachgewiesen, wenngleich die vorliegenden Funktionsdaten zeigen, dass ein funktionaler
Transporter in der Zellmembran lokalisiert sein muss (Abbildung 4.9). Im Hefesystem wurde
die Herstellung und Lokalisation in der mikrosomalen Fraktion der NfENT in S. cerevisiae
W303 1A 4jen1 Aady2 gefunden (Abbildung 4.29 und Abbildung 4.43). Es wurde kein
Transport fur NfFNT1-GFP, ANfFNT1 und ANfFNT1A gefunden. Auch fir NfFNT2 und
verkurzte Varianten sowie fir NfFNT3 und Verkirzungen wurde kein signifikant, sich vom
Hintergrund abgrenzender, Transport gemessen. Erste vielversprechende Messungen
(Abbildung 4.27, Abbildung 4.37, Abbildung 4.38), die auf einen Transport hindeuteten,
lieBen sich nicht reproduzieren. Hatte sich ein eindeutig von dem Hintergrund abgrenzender
Transport nachweisen lassen, ware der nachste Schritt eine gezielte Inhibition des
Transportes mit den im Parasiten-Assay identifizierten Inhibitoren (Abbildung 4.16) gewesen.
Es wurde ein Einfluss der Verklrzung der Termini auf die Herstellung gefunden. So wurden
fur NfFFNT2 und 3 in voller Lange keine Oligomere im Western Blot detektiert (Abbildung 4.26
und Abbildung 4.28). Fir NfFNT3 wurde der Bereich zwischen Position 195 und 223 als
kritischer Bereich (Abbildung 5.5) fir die Herstellung in der Hefe eingegrenzt. Es wurden fur
A1-195NfFENT3 Oligomere nachgewiesen (Abbildung 4.37), wahrend fir A1-223NfFNT3 kein
Nachweis mittels C-terminal befindlicher tags moéglich war (Abbildung 4.39). Ein mdglicher
Grund hierfur kdnnte im fehlenden trafficking von A1-223NfFNT3 in Richtung der Membran der
Hefezelle liegen oder dass der C-Terminus durch die Uberlagerung von
Zellmembranbestandteilen nicht zuganglich ist. Méglich ware auch die Anlagerung des C-
Terminus an die Zellmembran. Eine genaue Quantifizierung der Anzahl der Transporter ist
mittels Western Blot-Analytik nicht mdglich, liefert aber einen ersten Hinweis. Ein anderer
Grund flr die fehlende Detektierbarkeit mittels des am C-Terminus befindlichen tags kann in
der fehlenden Zuganglichkeit von diesem liegen. Im Gegensatz zur Produktion von
A1-233NfFENT3 in Hefezellen wurden fur in HEK293-Zellen hergestelltes A1-223NfFNT3 im
Western Blot Dimere und Pentamere (Abbildung 4.46) detektiert. Es ware sinnvoll, die
anderen in der Hefe untersuchten Konstrukte wie A1-195NfFNT3 und ANfFNT3A vergleichend
im HEK293-Zellsystem zu untersuchen. Die Untersuchung der von D. discoideum
hergestellten N-terminal verkurzten Konstrukte A1-195NfFNT3 und A1-223NfFNT3 lieferte
ahnliche Daten wie das Hefesystem. Fur A1-195NfFNT3 wurden Pentamere im Western Blot
nachgewiesen, wahrend A1-223NfFNT3 in D. discoideum nicht nachzuweisen war
(Abbildung 4.56 A). Es wurde kein Transport nachgewiesen (Abbildung 4.56 B). Ein Einfluss
auf die Funktionalitat wurde nicht einhergehend mit der veranderten Herstellung beobachtet.
Weitere Untersuchungen mussten klaren, ob mit einer Verklrzung bis Position 195 von
NfFNT3 eine Annaherung zum tatsachlichen funktionalen FNT von N. fowleri stattfindet und
ob diese Beobachtung auf die heterologe Herstellung und die Eigenschaften des jeweiligen
Expressionsorganismus zurlickzufiihren ist. Reine Herstellungsstudien, die die Stabilitat des
Proteins oder mdgliche Sollbruchstellen adressieren sollen, kénnten auf die zellfreie
Herstellung zuriickgreifen, da hier der Einfluss der Zelle umgangen wird (Schwarz et al., 2007).
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Sollte mit der Verklirzung der Termini um den Bereich an Position 195 von NfFNT3 der
tatsachliche Beginn der Translation eines Membranproteins gefunden sein, gilt im nachsten
Schritt zu klaren, ob der fehlende Funktionsnachweis durch das Protein an sich bedingt ist
oder ob es an dem Einfluss der heterologen Herstellung durch die Hefe- oder D. discoideum-
Zellen liegt. Mdglich wére auch, dass es sich bei dem angenommenen FNT um ein Protein mit
anderer Funktion handelt, das keins der untersuchten Monocarboxylate leitet. Die
Untersuchung der Lage des N-terminal verkirzten A1-223NfFNT3-GFP  mittels
Konfokalmikroskopie deutet darauf hin, dass sich das Fusionskonstrukt in der Membran der
Hefezelle befindet. Es wurde jedoch im '*C-Transportassay ebenfalls keine Funktion gefunden
(Abbildung 4.43). Grundsétzlich wurde die Funktionalitat fiir FNT mit GFP-Fusion im C-
Transportassay nach Herstellung in der Hefe fur PfFNT-GFP nachgewiesen (Abbildung 4.14).
Ob sich diese Beobachtung auf alle FNT Ubertragen lasst, kann nicht vorausgesagt werden.
Auch wenn es als moglich angesehen werden kann, da das Pentamer Kkeine
Konformationsanderung durchlaufen muss, um ein Substrat passieren zu lassen, wie es z.B.
bei MCT1 der Fall ist (Dissertation Anna-Lena Képnick, 2021, Kiel). Hier hindert das fusionierte
GFP den dimeren Transporter vermutlich daran von dem geschlossenen Zustand in den
geoffneten Uberzugehen und blockiert so die Substratpassage. Die Verbesserung der
Herstellung wurde fur NfFNT2 bei Verkirzungen an ahnlicher Position (Abbildung 5.5) nicht
beobachtet. So zeigte die Verkirzung von A1-155NfFENT2 zu A1-183NfFNT2 keine
Unterschiede. Insgesamt wurden fir NfFNT2-Verkurzungen nach Herstellung in der Hefe im
Western Blot im Vergleich zu A1-155NfFNT2 bei gleicher Auftragsmenge deutlich schwéachere
Signale erhalten (Abbildung 4.34, Abbildung 4.35). Die Generationszeiten der NfFNT2- und
N-terminal verkirzten NfFNT2-herstellenden Hefe waren im Vergleich zu NfENT3 oder PfENT
herstellenden Hefen deutlich erhoht. Ein Vergleich der Ahnlichkeiten der Aminosauren
(Abbildung 5.2) und ihrer Polaritat (Abbildung 5.5) zwischen Position 155 bis 183 flir NfFNT2
und 195 bis 223 fur NfFNT3 liefert keinen Hinweis darauf, warum NfFNT2 und NfFNT3
unterschiedliche Stabilitaten in der Herstellung aufweisen. Beide weisen eine kurze Abfolge
von polaren Aminosauren (E/D-K) in der Region direkt vor dem Beginn der radikaleren
Verkirzung auf. Die Verklrzung, die D-K noch aufweist, begunstigt die Herstellung von
NfFNT3 in S. cerevisiae und D. discoideum vgl. Abbildung 4.37, Abbildung 4.39 und
Abbildung 4.56). Moglicherweise wird hierdurch die intrazellulare Lokalisation der Termini
sichergestellt. Auffallig ist auch der Unterschied in der Herstellung in HEK293-Zellen. Fur
A1-183NfFNT2 wurde im Gegensatz zum Hefe- und D. discoideum-System eine stabilere
Produktion und das Vorhandensein von Pentameren im HEK293-Zell-System beobachtet.
Sowohl A1-183NfFNT2 also auch A1-223NfFNT3 zeigten im HEK293-Zell-System eine
verbesserte Herstellung im Vergleich zum Hefesystem.

In D. discoideum wurden die weniger verkurzten Varianten A1-155NfFNT2 und A1-195NfFNT3
erfolgreich hergestellt (Abbildung 4.55 und Abbildung 4.56). Dies lasst die Annahme zu,
dass fur die Herstellung in D. discoideum der Bereich zwischen Aminosaure 155 und 183
(NfFNT2) und 195 und 223 (NfFNT3) notwendig ist.

NfFNT1 konnte sowohl N-terminal als auch doppelt N- und C-terminal verkirzt durch
S. cerevisiae hergestellt und als Monomer in isolierten Vesikeln nachgewiesen werden
(Abbildung 4.58 und Abbildung 4.59). Auffallig war hier die fehlende Nachweisbarkeit von
Oligomeren. In HEK293-Zellen hergestelltes ANfFNT1 zeigte keine stabile Herstellung des
vollstandig translatierten Proteins. NfFNT1 sollte weiter in den markierten Bereichen verkuirzt
werden, um eine Aussage Uber den Einfluss auf die Herstellung von NfFNT1 in Abhangigkeit
von den Termini treffen zu kénnen.
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Abbildung 5.5: ClustalW Alignment der N-terminal verkurzten Bereiche. Lila hervorgehoben: Vordere
Verklrzung. Gleiche Anzahl Aminosauren bis zum Beginn ersten Transmembranspanne wie bei PfFNT.
Schwarz hervorgehoben: Verkiirzung kurz vor Beginn der ersten Transmembranspanne an Position von
des potenziellen Startmethionins von NfFNT1-3. Farbemodus: hydropathy functional. Anmerkung: Bei
NfFNT2 und 3 wurde bewusst das Methionin durch Klonierung entfernt und als Startmethionin das des
N-terminal befindlichen HA-tags ausgenutzt. Bei ANfFNT1, welches spater kloniert wurde, wurde das
Methionin nicht gekdirzt.

Die zusatzliche Verkirzung des C-Terminus von A1-214NfFNT1 zu A1-214NfFNT1A492 fihrte
in D. discoideum zur Nachweisbarkeit von Monomeren in der Western Blot-Analytik. Es wurde
weiterhin der Transport von Formiat/H* im '“C-Assay gefunden (Abbildung 4.54). Die
Herstellung war trotz stérkerer N-terminaler Verkirzung méglich (Abbildung 5.5). Diese
Beobachtung deckt sich mit den Beobachtungen zu den aus S. cerevisiae NY17 isolierten
Vesikeln, steht aber im Gegensatz zu den Herstellungsuntersuchungen im HEK293-Zell-
System, wo kein vollstdndiges Monomer detektiert wurde. Die Betrachtung des weniger N-
terminal verkurzten Konstruktes und des doppelt verkiirzten ANfFNT1A ware sinnvoll, um den
Einfluss des Bereiches, der sich fir NfFNT3 als entscheidend herausgestellt hat, und die
Ergebnisse aus dem Hefe- und D. discoideum-System im HEK293-Zell-System einzuordnen.
Im nachsten Schritt kdnnte die direkte Inhibition von ANfFNT1A mit BH388 oder BH340 im
D. discoideum-System angestrebt werden. Zusatzliche ware eine Charakterisierung von
ANfFNT1A in Bezug auf die biochemischen Eigenschaften wie pH-abhangiges
Transportverhalten, Transportraten und maximale Transportkapazitat sinnvoll.

Untersuchungen der C-Termini im Hefesystem zeigten fir NfFNT2 eine stabile Herstellung bei
einer Verkurzung an Position N441. Die Verkilrzung an Position R463 hatte bei zusatzlicher
N-terminaler Verklrzung an Position 1-183 keinen starken Einfluss, lie im Western Blot aber
schwach Dimere im 10.000 g-Pellet erkennen (Abbildung 4.32). Es ware sinnvoll, die doppelt
verkirzte Variante A1-183 oder A1-155NfFNT2A441 im Vergleich (Abbildung 5.6) zu
untersuchen, um zu beobachten, ob die stabilere Herstellung bei Verkirzung des C-Terminus
an Position 441 mit der Notwendigkeit des vollstdndigen N-Terminus einhergeht oder ob die
Verkirzung Uber Position 463 hinaus den entscheidenden Unterschied beinhaltet. Die
Klonierung des an dieser Stelle verkurzten Konstruktes NfFNT3A481 war im Rahmen dieser
Arbeit nicht erfolgreich, sodass kein Vergleich zu NfFNT3 angestellt werden konnte. Es wurden
auch fur das doppelt verkurzte Konstrukt A1-223NfFNTA503 schwache Dimere im 10.000 g-
Pellet im Western Blot detektiert, sodass davon ausgegangen werden kann, dass die weitere
Verkurzung der C-Termini die stabile Herstellung von NfFNT2 und 3 fordert.
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Abbildung 5.6: ClustalW Alignment der C-terminal verkiirzten Bereiche. Oben: Farbemodus: similarity
chemical. Unten: Farbemodus: hydropathy functional. Lila hervorgehoben: starkere Verkirzung direkt
hinter der letzten Transmembranspanne. Orange hervorgehoben: Verkiirzung in Anlehnung an PfENT.
Schwarz: Spieglung des sauer/basisch-Motivs.

Die Ubersicht der hergestellten und auf Funktion getesteten Konstrukte in Tabelle 5.1
veranschaulicht, dass die aus dem jeweiligen Expressionssystem erhaltenen Ergebnisse nicht
zwangslaufig mit denen anderer Expressionssysteme Ubereinstimmen. So wurde ANfFNT1 im
Western Blot nach Herstellung im Hefesystem als Monomer, in HEK293-Zellen nur
fragmentiert und in D. discoideum nicht nachgewiesen. ANfFNT1A dagegen wurde im
Hefesystem und D. discoideum-System als Monomer nachgewiesen. Die funktionelle
Charakterisierung war nur von ANfFNT1A in D. discoideum moglich. A1-183NfFNT2 wurde in
der Hefe zwar erfolgreich hergestellt, jedoch war die Signalintensitat bei gleicher
Gesamtprotein-Auftragsmenge geringer als die der mitgefuhrten Kontrollen. Unter den
getesteten Bedingungen war A1-183NfFNT2 im Hefe- und D. discoideum-System nicht
funktional. A1-183NfFNT2 wurde als GFP-Fusionsprotein im HEK-Zellsystem als Pentamer
nachgewiesen. In diesem System konnte eine funktionelle Charakterisierung angestrebt
werden. NfFNT2A441 war in der Hefe als Pentamer nachzuweisen. Es wurde im “C-Assay
unter den gewahlten Bedingungen keine Funktion nachgewiesen. Bisher wurde NfFNT2A441
in anderen Expressionssystemen noch nicht untersucht. Insgesamt wurde durch die
Verkirzung der Termini die Herstellung in der Hefe und auch in D. discoideum gesteigert.
Auch wenn im Western Blot nur Monomere nachgewiesen werden koénnen, ist das
grundsatzliche Vorliegen von Pentameren, nicht ausgeschlossen. Auch das funktionale PfEFNT
wurde nach der Herstellung in der Hefe haufig im Western Blot nur als Monomer detektiert.

Es wurde gezeigt, dass NfFNT1-3 alle Charakteristika eines FNT aufweist (Abbildung 4.20)
und auch die Bindung der PfFNT-Inhibitoren laut Model mdéglich ist (Abbildung 4.17). Hier
ware ein virtuelles Docking zur Strukturoptimierung sinnvoll, um Inhibitoren designen zu
kénnen, die besser zu den strukturellen Eigenschaften von NfFNT passen, da einige
Positionen abweichende Aminosauren aufweisen. Am wichtigsten ist jedoch die Beantwortung
der Fragestellung nach der Funktionalitdt, nachdem die Herstellung gesteigert wurde (4.5.2.3
und 4.5.2.4) und ob ein Protein, das aussieht wie ein FNT vielleicht eine andere Funktion
aufweist oder die Einschrankung der Funktionalitdt in dem zur Herstellung gewahltem
Organismus begriindet liegt. In weiteren Untersuchungen koénnte sich auf die Rolle von
Formiat/H* fir N. fowleri konzentriert werden, da fir ANfFNT1A in D. discoideum Transport
von Formiat/H* gefunden wurde. Die direkte Verstoffwechselung von '*C-markierten Formiat
durch N. fowleri-Trophozoiten ware hierzu sinnvoll.
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Tabelle 5.1: Ubersicht der NfFNT-Konstrukte und Expressionssystem. x: keine Herstellung,
Grun: SDS-stabile Oligomere, Orange: Funktion, nt: nicht getestet

Konstrukt Expressionssystem
S. cerevisiae HEK293 D. discoideum
W303 1A NY17 Vesikel
Ajen1 Aady2
NfFNT1-GFP Fragmentiert Monomer* nt X
Lokalisation:

Zellmembran

ANFFNT1 Monomer Monomer ANfFNT1- X
GFP
unvollstandig

ANfFNT1A Monomer Monomer nt
NfFNT2 Monomer Monomer* nt nt
NfFNT2-GFP Monomer, nt nt X
Vakuole
A1-183NfFNT2A464 Dimer Dimer nt X
A1-155NfFNT2 Monomer Monomer* nt Monomer, schwach
A1-183NfFNT2 Monomer Monomer* ANfFNT2-
GFP X

Pentamer
NfFNT2A441 nt X X
NfFNT3 Monomer nt nt X
A1-223NfFNT3A503 Dimer Monomer nt nt
NfFNT3-GFP nt nt nt X
A1-195NfFNT3 nt
A1-195NfFNT3-GFP nt Monomer* nt nt
A1-223NfFNT3 Monomer nt nt X
A1-223NfFNT3-GFP Monomer nt nt
NfFNT3A503 x* nt nt X

* Western Blot in der vorliegenden Arbeit nicht gezeigt
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5.3.1 Codon-usage

In vielen Prokaryoten und Eukaryoten werden 3'-Poly-A-Sequenzen als nicht-codierende
Elemente genutzt, was die heterologe Herstellung von Proteinen, die beispielsweise eine Poly-
A-Codierung fir mehrere Lysine hintereinander aufweisen, erschwert. So wird z. B. in
Bakterien die Poly-A-Sequenz als Markierung fir abzubauende mRNA genutzt (Dreyfus & Ré
Gnier, 2002). Koutmou et al. (2015) haben gezeigt, dass die Gesamtproteinproduktion beim
Vorliegen mehrerer Lysin-Codons hintereinander variiert. So ist die Gesamtproteinproduktion
in E. coli (4 £ 0,3)-mal und in S. cerevisiae bei Nutzung von AAG12 (3 + 1)-mal so hoch wie
unter der Verwendung des AAAo-Triplets im Transkript. Koutmou et al. (2015) haben weiterhin
gezeigt, dass die Translation von Lysinen in heterogene Peptidsequenzen, unabhangig von
der Position des Lysins, gleich schnell mit Ratenkonstanten von 7-12 s™' verlaufen. Wurde
direkt im Anschluss fir weitere Lysine codiert, so kam es zu kinetischen Verzégerungen. Die
Translationsrate nahm ab und lag fiir zwei AAA-Codons hintereinander (k) bei 0,0003 s, k3
bei 0,0005 s~' und fiir zwei AAG-Codons aufeinanderfolgend (kz2) bei 0,0009 s~' und ks bei
0,015 s' (Koutmou et al., 2015). Es kénnte also angenommen werden, dass Fragmente oder
nicht-funktionale Proteine durch ,gleitende” und stoppende Ribosomen verursacht werden. Im
codogenen Strang der fur PfFNT und NfFNT codierenden Sequenzen lagen keine Poly-A-
Sequenzen vor, die das ,Gleiten” von Ribosomen ermdéglichen wirden und aus diesem Grund
im genetischen Code unterreprasentiert sind (Koutmou et al., 2015, T. J. Smith et al., 2022).
Vereinzelt wurden AAA-Codons als Codierung fir ein Lysin genutzt. Jedoch lagen fast zu
gleichen Anteilen AAA- und AAG-Codons vor. AuRerdem war die Gesamtanzahl dieser
Codons fur PfENT und die nicht-funktionalen FNT aus E. histolytica, T. gondii und N. fowleri
vergleichbar. Fur T. gondii wurde keine Anhaufung der Codons im Bereich der Termini
festgestellt, die auf DNA-Ebene bzw. durch die Codonnutzung die fehlende Funktion des
Proteins durch fehlerhafte oder unvollstandige Translation erklaren wirde. Auch einige der
humanen Monocarboxylat-Transporter MCT2-12 zeigten in der Arbeitsgruppe nach
Herstellung in der Hefe keine Funktion. Da der MCT das humane Aquivalent zum FNT darstellt
und fir den Transport fur Laktat im Menschen verantwortlich ist, wurden im Rahmen dieser
Arbeit auch MCT 1,4,5,6,11 und 12 einer Sequenzanalyse mit dem Fokus auf Poly-A-Codons
unterzogen. Es wurden auch hier keine Poly-A-Sequenzen oder Auffalligkeiten in der
Basensequenz im Gegensatz zum funktionalen MCT1 gefunden. Auch wenn eine
Fragmentierung oder teilweise unvollstandige Translation bei einigen FNT-Konstrukten in der
Western Blot-Analytik zu beobachten war, so sind fur den Funktionsnachweis mit dem
sensiblen '“C-Assay nur einige wenige intakte, in der Membran befindliche Proteine
notwendig. Auch in der fir PfFNT codierenden Sequenz sind mehrere AAA-Codons zu finden
und auch eine Fragmentierung als GFP-Fusionsprotein ist zu beobachten (Abbildung 4.43).
So kann die in der in-Gel-Fluoreszenz beobachtete Fragmentierung nicht der einzige Grund
fur eine fehlende Funktion sein. Beides hat keinen grundlegend funktionshemmenden Einfluss
auf PfENT (Abbildung 4.14). So stellt sich eher die Frage nach der tatsachlichen Lokalisation
der heterolog hergestellten Proteine in der Hefezelle und auch potenzielle posttranslationale
Modifikationen, die N. fowleri moglicherweise in anderer Art als S. cerevisiae auslost (Tillery
etal., 2021).

5.4 Gerichteter Transport als Hindernis der Substrataufnahme?

Den Strukturmodellen nach liegen im Poreneingang der NfFNT positiv geladene Lysine, die
fur die elektrostatische Anziehung des negativ geladenen Substrates sorgen koénnten. Das
Coulomb-Oberflachenpotenzial zeigt auf extrazellularer Seite insgesamt weniger positive als
negative Ladungen, die die Substratanziehung bedingt (Abbildung 5.7). Auffallig ist aber bei
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allen drei NfFNT die Konzentration von positiver Ladung im Bereich des Poreneingangs auf
intrazellularer Seite. Da in den "C-Transportassays der NfFNT-herstellenden Zellen der von
extrazellulare nach intrazellular gerichtete Transport untersucht wurde, ist es mdglich, dass
die positive Ladung auf extrazellularer Seite nicht ausreicht um das negativ geladene Substrat
anzuziehen oder, dass dieses von der negativen Ladung sogar abgesto3en wird. Sollte die
Funktion der NfFNT weniger im Import von Substraten als im Export von
Stoffwechselendprodukten aus der Zelle liegen, ist die intrazellulare Seite des
Membranproteins von groRerer Bedeutung. Tatsachlich ist auf dieser Seite der Anteil der
positiven Ladung laut den Modellen deutlich héher als auf extrazellularer Seite. Weitere
Funktionsstudien kénnten sich auf den Export konzentrieren. Dies kann sowohl im "*C-Assay
im Rahmen eines Effluxassays adressiert werden als auch in Zellen, deren Export-Moglichkeit
von Stoffwechselendprodukten auf endogenem Weg blockiert wird, sodass nur Uber das
Fremdprotein exportiert werden kann. Beachtet werden sollte bei dieser Annahme, dass die
Modelle, auf deren Grundlage das Coulomb-Oberflachenpotenzial basiert, die Struktur von
PfENT (PDB: 7mxy) zugrunde liegt und eventuelle Einflisse oder potenzielle gating-
Mechanismen der Termini unbertcksichtigt bleiben. Die Beobachtung der ,positive inside rule®
wurde allerdings auch schon bei anderen FNT gemacht. Auch EcFocA weist beispielsweise
eine hoéhere intrazellulare positive Ladung auf. Dennoch reicht die Anziehung des positiv
geladenen Lysins im Vestibul des Poreneingang - auch auf extrazellularer Seite - aus bzw.
Uberwiegt in Bezug auf die Substratattraktion die negative Gesamtladung und zieht das
negativ geladene Substrat in den Poreneingang, wo es gemeinsam mit einem Proton den
Transportpore passiert (1.4.3.2).

kcal
+10 mol *e - 10

intrazellular extrazellular

P, 2

NfFNT1

NfFNT2

Abbildung 5.7: Coulomb-Oberflachenpotenzial der NFFNT-Modelle (7mxy). Die Termini sind im Model
unberiicksichtigt. Positiv: blau, negativ: rot. Die Darstellung erfolgte mit Chimera.
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5.5 Sind FNT das Wirkstoffziel der PfFNT-Inhibitoren in N. fowleri?

Bisher ist der genaue Mechanismus und Verlauf des Abbaus der EZM nach Infektion mit
N. fowleri-Trophozoiten noch nicht geklart. Die Sekretion von Proteasen und Enzymen mit
hydrolytischer Funktion sind wichtige Faktoren in der Pathogenitat und Virulenz anderer
eukaryotischer Parasiten. Sie sind an der Degradation von Proteinen der EZM, Lyse der
Wirtszellen oder Invasion dieser durch intrazellulare Parasiten beteiligt. Es werden auferdem
verschiedene an oder in der Membran lokalisierte Strukturen in ihrer Beteiligung an der
Pathogenitat diskutiert (Zysset-Burri et al., 2014). In der Literatur wird haufig nach
Unterschieden im Expressionslevel von an der Pathogenitat beteiligten Genen und daraus
resultierenden Proteinen oder Enzymen durch die pathogene Art N. fowleri und die nicht
pathogenen Arten N. gruberi und N. lovaniensis gesucht. Ein weiterer Ansatz ist die Suche
nach Unterschieden im Proteom schwach und hoch pathogener Trophozoiten. Hierdurch soll
die Anzahl an falsch postiven Hits reduziert werden. So wurde von einer Arbeitsgruppe aus
der Schweiz zusatzlich zur Genomanalyse von N. fowleri das Proteom unterschiedlich
pathogener Trophozoiten untersucht. Zysset-Burri et al. (2014) haben festgestellt, dass, je
nachdem in welchem Medium sich die Trophozoiten befanden, sie eine unterschiedliche
Virulenz aufwiesen. So waren Trophozoiten in Nelson’s Medium oder PYNFH mit Leber-
Zelllysat supplementiert hoch pathogen, wahrend Trophozoiten in PYNFH-Medium ohne
weitere Zusatze eine geringere in-vitro-Proliferation und eine geringere Pathogenitat
gegenuber Mausen zeigten. Hier konnten 22 hochregulierte Proteine, die im Zusammenhang
mit der Pathogenitat zu stehen scheinen, und 21 runterregulierte Proteine identifiziert werden.
Interessanterweise handelt es sich bei dem gréRten Teil der herunterregulierten Proteine um
an der Atmungskette und Proteinbiosynthese beteiligte Enzyme. Dies lIasst die Vermutung zu,
dass die Trophozoiten im Verlauf einer Infektion auf eine andere Energiegewinnung als die
anaerobe Glykolyse mit anschliefender Atmungskette zurtickgreifen. Im Gegensatz zu der
Suche nach Unterschieden zwischen nicht-pathogenen Spezies und Unterschieden im
Proteom verschieden pathogener N. fowleri selbst, steht der Ansatz der FNT als Drug Target,
dessen genomische Information alle drei Spezies tragen. Genetisch gesehen ist N. gruberi
von N. fowleri etwas weiter entfernt als N. lovaniensis (Liechti et al., 2018), aber dennoch gibt
das Genom (Liechti et al., 2019) Hinweise auf ahnliche Metabolismus-Eigenschaften aller drei
Arten. Metabolismus-Studien zu N. gruberi konnten zeigen, dass N. gruberi das enzymatische
set-up flr aerobe sowie fiur anaerobe Energiegewinnung aufweist. Genomanalysen sagen die
gleichen Fahigkeiten fur N. fowleri voraus. Es gibt allerdings keine Hinweise auf L-Laktat als
Stoffwechsel-Endprodukt. Fir anaerobe Stoffwechselwege scheint die Entstehung von
Ethanol und D-Laktat wahrscheinlich. Die Metabolismusstudie an N. gruberi lasst es
wahrscheinlich erscheinen, dass die FNT von Naegleria weniger am Ausschleusen von
Stoffwechselendprodukten wie L-Laktat beteiligt sind, sondern eher an der Aufnahme von
beispielsweise Acetat, was zum einen ein bekanntes Substrat der FNT ist und zum anderen
von Naegleria direkt verstoffwechselt werden kann. Hier kann auch ein Zusammenhang zum
pathogenen N. fowleri hergestellt werden, der Acetat-reiche weil3e Hirnsubstanz degradieren
kann und Acetat potenziell als Nahrungsquelle nutzt. Diese Annahmen zu der Rolle der FNT
in der Aufnahme von Acetat als Energiequelle fiir den Parasiten stehen im Gegensatz zu den
Bedingungen, denen die inhibierten Trophozoiten in der Testung der Inhibitoren ausgesetzt
waren. Die Trophozoiten eines klinisch pathogenen Isolates wurden in Nelson‘s Medium unter
aeroben Bedingungen kultiviert. Inwiefern hier FNT eine Rolle in der Zufuhr von
Energiequellen oder im Ausschleusen von Stoffwechselendprodukten spielen kénnten, ist mit
den bisherigen bekannten Erkenntnissen zu N. fowleri oder N. gruberi nicht zu erklaren. So
kann die Aufnahme von Acetat ausgeschlossen werden, da Glukose als ausreichende
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Energiequelle zur Verfigung steht und in Anwesenheit von Sauerstoff auf aerobem Weg
mittels Glykolyse Uber den Citratzyklus und anschlieBende Atmungskette verstoffwechselt
wird. Somit ist auch eine Rolle im Ausschleusen von Stoffwechselendprodukten als
unwahrscheinlich anzusehen. Reine zytotoxische Effekte kdnnten ein Grund fur das Absterben
der Trophozoiten sein. Fur die urspriingliche Leitsubstanz der Inhibitoren MMV007839 ist die
Zytotoxizitat im Rahmen des drug design von MMV007839 gegenuber PfENT Uberpruft
worden. So wurde die Zelliberlebensrate und -proliferation von HEK293 und HepG2-Zellen
uberpruft (Walloch et al., 2021). Das Resultat waren ECso-Werte um etwa 10 uM. Damit liegt
der ECso-Wert etwa fliinf bis zehnmal hoher fir Inhibitoren, die ECso-Werte um 1,6 uM
gegenuber den Trophozoiten aufwiesen, wahrend er 100-mal hoéher ist als der fir das
gesicherte PfENT-Target. Es gilt also die Frage zu klaren, ob die Effekte der Inhibitoren kausal
bestimmten Strukturen zuzuordnen sind und wenn ja, welche oder inwiefern ein FNT unter den
betrachteten Bedingungen fiir einen Trophozoiten essenziell ist. Fraglich ist auch, ob das
Vorhandensein von drei potenziellen FNT im Zusammenhang mit den drei unterschiedlichen
morphologischen Stadien der Parasiten steht. Interessant ware, ob die Trophozoiten
beispielsweise auch unter anaeroben Bedingungen zu kultivieren sind und welche Wirkung die
Inhibitoren in einem set-up haben, in dem das Auftreten anaerober Stoffwechselprodukte
wahrscheinlicher ist.

5.6 Ausblick

FNT stellen aufgrund ihrer strukturellen Unterschiede zu humanen Monocarboxylat-
Transportern ein gutes Wirkstoffziel in humanpathogenen eukaryotischen Parasiten dar. Eine
Infektion mit N. fowleri ist zwar selten, verlauft aber in ca. 97% der Falle tédlich. Insofern ist
die Notwendigkeit einer kausalen Behandlungsstrategie unabdingbar und durch adressierbare
FNT gegeben. Im Rahmen dieser Arbeit kann nicht abschlieend beurteilt werden, ob die
NfFNT das Target der Inhibition durch bekannte FNT-Inhibitoren darstellen. Die Rolle der FNT
im Metabolismus von N. fowleri kann aufgrund bisher uneindeutiger Funktionsnachweise nicht
zugeordnet werden. Somit wurde der heterolog hergestellte Transporter im Hefesystem nicht
auf moégliche Inhibition mittels der PfFNT-Inhibitoren untersucht und keine direkte Wirkung der
Inhibitoren auf das Protein nachgewiesen. Die erfolgreiche Herstellung einzelner Konstrukte
in verschiedenen Expressionssystemen zeigte jedoch das Vorliegen FNT-typischer
Pentamere und die Membranlokalisation dieser. Die vielversprechenden PfFNT-Inhibitoren
kdénnen sich Uber ihre Affinitdt gegenuber dem FNT zunutze gemacht werden und auf ihre
Wirkung gegenuber weiteren eukaryotischen humanpathogenen Parasiten untersucht werden.
Auch wenn die Frage nach der Rolle der FNT im Metabolismus von N. fowleri im Rahmen
dieser Arbeit nicht abschlieRend beantwortet werden konnte, so liefert sie eine Grundlage, auf
welcher der Stoffwechsel von Naegleria auf FNT-Substrate untersucht werden kann und
inwiefern diese als Nahrstoff oder Stoffwechselprodukt eine fiir den Parasiten
Uberlebenswichtige Rolle einnehmen. Gerade im Hinblick auf bekannte Substanzen wie
Sterol-14-methylase inhibierende Azole (Debnath et al., 2017; Sharma et al., 2023), HMG-
CoA-Reduktase-hemmende Statine (Debnath et al., 2020), Chlorpromazin (Kim et al., 2008),
pflanzliche Terpene (Rajendran et al., 2023) und andere Arzneistoffe wie das
Makrolidantibiotikum Rokitamycin (Kimet al., 2008), die auf ihre Wirkung gegenulber N. fowleri
in vitro und letztere auch in vivo getestet wurden und in der Literatur als vielversprechende
Wirkstoffe mit ECso-Werten im mikromolaren Bereich eingestuft werden, kénnen die getesteten
FNT-Inhibitoren mit ECso-Werten um und unter 10 uM als wertvolle Errungenschaft angesehen
werden. Die Inhibitoren weisen eine wachstumshemmende Wirkung gegeniber N. fowleri-
Trophozoiten auf. Von Vorteil ist, dass die gegen PfFNT gerichteten Inhibitoren strukturell auf
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kein bislang bekanntes humanes Target abzielen. Somit waren die PfENT-Inhibitoren in Bezug
auf N. fowleri auch interessant, wenn sie ein anderes Target adressieren sollten.

5.6.1 Pull-Down-Assay N. fowleri-Zelllysat

Eine Mdglichkeit, die gegen N. fowleri wirksamen PfFNT-Inhibitoren zu nutzen ware,
andersherum nach dem Target der Inhibition zu schauen, wenn der theoriebasierte Ansatz
nicht zum FNT fuhrt. Grundsatzlich ware eine Moglichkeit zur Target-ldentifikation ein Pull-
Down-Assay in dem an den Inhibitor gebundene Proteine ,gefischt* werden kénnten. Hierbei
kénnten die Inhibitoren beispielsweise mittels Biotinylierung markiert werden und so einer
Streptavidin-Reinigung zuganglich gemacht werden. Das an den Inhibitor gebundene Protein
kdnnte so aus dem Zelllysat isoliert werden und mittels anschlieBender SDS-PAGE und
Massenspektrometrie charakterisiert werden. Auf diesem Weg konnte das Target der
Inhibitoren identifiziert werden.

Zelllysat Biotin verlinkter Inhibitor
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Abbildung 5.8: Prinzip Biotin Pull-Down-Assay aus N. fowleri Zelllysat. Gelb = Target-Protein,
Orange = Inhibitor, Hellgrau = Zelllysat N. fowleri, Griin = Biotin, Dunkelgrau = Streptavidin-Matrix.

Eine ahnliche Vorgehensweise, die eine Kombination eines Pull-Downs mittels eines small
molecules und anschliefiender Massenspektrometrie beschreibt, wurde von Milne et al.,
(2022) und R. J. Smith et al., (2023) verdffentlicht. Hier wurde eine Methode entwickelt, um ein
Protein zu identifizieren, welches ein Target eines bekannten Inhibitors von P. falciparum ist.
Der compound DDD01510706 ist ein Inhibitor der plasmoidalen Lysyl-tRNA-Synthetase
(PfKRS1) mit einem ICs;-Wert von 0,015 pM und einem ECso-Wert gegenuber
P. falciparum 3D7 von 0,27 uM (Baragana et al., 2019).
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Abbildung 5.9: Graphische Darstellung des kompetitiven Pull Down Assays nach R. J. Smith et al.
(2023). Abbildung aus gleicher Quelle entnommen. Der Graph wurde mit Perseus generiert und zeigt
den log: fold-change von Proteinen, die an den verlinkten immobilisierten Inhibitor gebunden sind und
entweder mit DMSO oder dem Inhibitor DDD01510706 behandelt wurden. Proteinintensitat auf der
y-Achse (log1o Skala). Das angenommene farget, die Lysyl-tRNA-Synthetase (KRS), ist in Rot gezeigt.

Das Verhaltnis von gebundenem Target nach Inkubation mit DMSO zu Target nach Inkubation
mit kompetitivem Inhibitor ist erwartungsgemal hoéher und kristallisiert sich im Perseus-Plot
heraus. Die nicht spezifisch gebundenen Bestandteile des plasmoidalen Zelllysates
erscheinen als zentrale Wolke.

Zu beachten ist die Potenz des small molecules, dass zur Bindung des Proteins verwendet
werden soll. R. J. Smith et al., (2023) empfehlen eine Potenz im nanomolaren Bereich, die mit
dem im Protokoll verwendeten Inhibitor (ECso = von 270 nM) gegeben war. Zu beachten ist
auBerdem, dass die Affinitat des Inhibitors durch Hinzufligen eines linkers nicht um mehr als
die zehnfache Potenz verandert wird. Im Fall der FNT-Inhibitoren sind keine ECso-Werte im
nanomolaren Bereich gegentber N. fowleri gemessen worden, was aufgrund der geringeren
Potenz zu einer erhéhten Anzahl an falsch positiven Hits fihren kénnte. Anderseits ist eine
Membran-Assoziation des Zielproteins wahrscheinlich, was die Aufbereitung des Zelllysates
mit Fokus auf Membranbestandteile moglich macht. Einen weiteren Vorteil bietet die Kenntnis
Uber die Struktur-Wirkungs-Beziehung des Proteins und Inhibitors. So ist bereits bekannt,
welche Position des FNT-Inhibitors mit einem linker versehen werden kann, ohne die Affinitat
von diesem zum Zielprotein deutlich zu verringern. Diese Strategie kann auch auf andere
Zelllysate eukaryotischer humanpathogener Parasiten mit potenziellem FNT angewendet
werden, um das Zielprotein zu identifizieren und charakterisieren. Hier kdnnte Uber einen
minimalistischen Diaryl-Linker mit freiem Alkin (Li et al., 2013) im ersten Schritt durch UV-Licht
eine kovalente (E. Smith & Collins, 2015) Bindung an das Zielprotein erreicht werden und im
zweiten Schritt mittels Klick-Chemie (Kolb et al., 2001) ein Affinitats-tag eingebracht werden.
Hierdurch kdnnte die mdglicherweise zu geringe Affinitat des Inhibitors zum Protein umgangen
werden und der Verlust des Proteins bei der Aufreinigung minimiert werden. Naturlich muss
auch hier bedacht werden, dass es sich um einen durch die kovalente Bindung erzwungenen
falsch positiven Hit handeln kann. Ist aber das Zielprotein bekannt, konnte die zu niedrige
Affinitat durch Optimierung oder Anpassung der Inhibitorstruktur verbessert werden.
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Abbildung 5.10: Schematische Darstellung von (A) UV-Licht induzierter kovalenter Bindung von
verlinktem Inhibitor an Zielprotein. (B) Biotinylierung des Komplexes mittels Klick-Chemie. Abbildung
modifiziert nach (Lang et al., 2019). Orange: Inhibitor, Gelb: Zielprotein.

ZIT

Ein weiterer Schritt im Rahmen der Target-ldentifikation der Inhibitoren kdnnte die Lokalisation
von fluoreszenzmarkierten Inhibitoren in kultivierten Trophozoiten sein. So kdnnten
Erkenntnisse darlber gewonnen werden, an oder in welchen Strukturen sich der Inhibitor
konzentriert. Zur Klarung der Fragestellung, ob die identifizierten mRNA-Transkripte
tatsachlich zur Translation von FNT fihren, die im Metabolismus von N. fowleri eine so
entscheidende Rolle einnehmen, dass ihre Inhibition zum Absterben des Parasiten fuhrt, ware
eine Mdglichkeit die Expression der Gene zu unterbinden. Hierbei musste der Einfluss des
fehlenden Proteins auf das Wachstum des Parasiten mit und ohne knock-out der NfFNT
beobachtet werden.
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