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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Toxoplasma gondii und Plasmodium spp. als Vertreter der Apicomplexa

Das Phylum der Apicomplexa beinhaltet einige der bedeutendsten protozoischen Parasiten,
darunter viele tierpathogene Vertreter wie Theilerien, Babesien und Eimerien, welche groRe
landwirtschaftliche Schaden herbeifiihren. Der Stamm umfasst jedoch auch eine Vielzahl
humanpathogener Arten. Obwohl Kryptosporidien schwere Durchfallerkrankungen auslésen
kdnnen, basiert die medizinische Relevanz des Phylums vor allem auf der durch Toxoplasma
gondii und Plasmodium spp. verursachten Schadwirkung. Die durch Plasmodium ausgeldste
Malaria gilt als die bedeutendste durch Parasiten hervorgerufene Infektionskrankheit und
fuhrt jahrlich zu Gber einer Million Todesfalle. T. gondii gehdrt weltweit zu den
erfolgreichsten Parasiten und hat durch teils sehr hohe Seroprdvalenzen sowie erheblicher
Morbiditdt und Mortalitdt bei immunsupprimierten Personen, aber auch bei einer
diaplazentaren Infektion des Fotus (kongenitale Toxoplasmose) enorme Bedeutung erlangt.

1.1.1 Zellstruktur

Ihre Namensgebung verdanken die Apicomplexa einer Ansammlung von charakteristischen
Strukturen an der anterioren Spitze der Zelle, dem Apikalkomplex (Levine et al. 1980) (Abb.
1.1). Dieser Komplex besteht aus Zytoskelett-Komponenten (Konoid, apikaler Polring und
subpellikulére Mikrotubuli) sowie den sekretorischen Organellen Rhoptrien, Mikronemen und
Dichter Granula (Tomley and Soldati 2001). Der Apikalkomplex nimmt sowohl essentielle
Funktion wahrend der Parasitenreplikation, aber auch bei der Invasion der Wirtszelle ein (Hu
et al. 2006). Dabei besitzt das Konoid eine mechanische Rolle bei der Invasion der Wirtszelle.
Der sekretorische Inhalt der Rhoptrien und Mikronemen wird weiterhin fiir die Motilitat des
Parasiten, der Adhasion und Invasion der Wirtszelle sowie der Bildung der parasitophoren
Vakuole bendtigt (Soldati et al. 2001; Morrissette and Sibley 2002). Innerhalb der Wirtszelle
tragen die Produkte der Dichten Granula zur Modifikation der den Parasiten umgebenden
parasitophoren Vakuole bei und nehmen eine bedeutende Funktion in der Parasit-Wirt-
Interaktion ein (Cesbron-Delauw et al. 2008; Yin et al. 2013). Apicomplexa zeichnen sich
weiterhin durch ein plastidartiges Organell, dem Apicoplasten, aus. Diese multimembrandse
Struktur besitzt ein stark reduziertes, zirkuldres Genom und ist vermutlich durch den Vorgang
der sekundéaren Endosymbiose entstanden (Kohler et al. 1997). Trotz einiger Unklarheiten

tber den Ursprung des phototrophen Vorfahren, wird heute davon ausgegangen, dass ein
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auxotropher Protist eine photosynthetisch aktive Rotalge aufgenommen hat (Waller et al.
2003; Janouskovec et al. 2010; van Dooren and Striepen 2013), welche ihrerseits den
Chloroplasten durch Endosymbiose eines prokaryotischen Cyanobakteriums erhalten hat
(Delwiche and Palmer 1997). Oft als Relikt eines Chloroplasten bezeichnet, sind die
Funktionen des Apicoplasten keineswegs obsolet (van Dooren and Striepen 2013). Zwar
handelt es sich um ein photosynthetisch-inaktives Plastid, fiir die Uberlebensfahigkeit des
Parasiten ist der Apicoplast dennoch essentiell, denn er beinhaltet die Stoffwechselwege der
Typ Il Fettsdure- und H&m-Synthese sowie der Isoprenoid-Biosynthese (Ralph et al. 2004;
Parsons et al. 2007; Striepen 2011). Vertreter der Apicomplexa besitzen weiterhin spezifische
Organellen der eukaryotischen Zelle (Nucleus, Endoplasmatisches Retikulum und Golgi-
Apparat). Interessanterweise lasst sich bei den meisten Apicomplexa (darunter auch T. gondii
und Plasmodium) nur ein einzelnes, teilweise sehr langes Mitochondrium nachweisen (Divo
et al. 1985; Melo et al. 2000; Lemgruber and Lupetti 2012), das wie im Falle von T. gondii als
tubulére Struktur nahezu den gesamten Zellkdrper umgibt (Nishi et al. 2008).
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Abbildung 1.1: Schematische Struktur eines Tachyzoiten von T. gondii und Merozoiten von P. falciparum.
Abbildung verandert nach Baum et al. (2006).



Einleitung

1.1.2 Lebenszyklus

Da es sich bei T. gondii und Plasmodium spp. um obligat intrazellulare Parasiten handelt,
stellt die Invasion der Wirtszelle einen essentiellen Schritt innerhalb des Lebenszyklus dar.
Waéhrend viele Pathogene darauf angewiesen sind, durch Endo- oder Phagozytose von der
Zelle aufgenommen zu werden, ist der Invasionsvorgang der meisten Apicomplexa ein aktiv
durch den Parasiten gesteuerter Prozess (Dubremetz 1998; Cesbron-Delauw et al. 2008;
Sibley 2011; Meissner et al. 2013). Toxoplasmen und Plasmodien gelangen auf diese Weise
innerhalb weniger Sekunden in die Wirtszelle (Vanderberg et al. 1990; Morisaki et al. 1995;
Hakansson et al. 1999). Obwohl es mittlerweile Zweifel daran gibt, dass die Invasion der
Zelle mit der Fahigkeit des Parasiten verbunden ist sich ,.gleitend* fortzubewegen (Meissner
et al. 2013), unterstiitzen viele Studien den als gliding motility bezeichneten Prozess als
treibende Kraft der Invasion (Dobrowolski et al. 1997; Hakansson et al. 1999; Siden-Kiamos
et al. 2006; Soldati-Favre 2008; Gubbels and Duraisingh 2012).

Plasmodium TI. gondii
Sporozoit Oozyste
(g Oozyste
O / Y - <\\
ozyste / y : ‘%,"'

Gewebezye
(Bradyzoiten)

4

v ¥
Mikro-und
Makrogametozyten

Gewebezyste
(Bradyzoiten)

E: Erythrozyten; L: Leber; D: Diinndarm
Abbildung 1.2: Lebenszyklus von Plasmodium spp. und T. gondii.

1.1.2.1 Plasmodium spp.

Die Sporozoiten von Plasmodium spp. werden mit dem Stich einer infizierten weiblichen
Micke der Gattung Anopheles (bertragen (Abb. 1.2). Bereits nach kurzer Zeit in der

Blutzirkulation befallen die Sporozoiten Hepatozyten und durchlaufen Gber mehrere Tage
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hinweg eine (asexuelle) exoerythrozytare Schizogonie. Jeder Schizont enthalt am Ende dieser
Teilungsphase insgesamt 10.000 bis 30.000 Merozoiten, welche nach erfolgter Ruptur in den
Blutkreislauf entlassen werden und Erythrozyten invadieren. Im Vergleich zu P. falciparum,
P. malariae und P. knowlesi verfligen P. vivax und P. ovale Uber ein als Hypnozoit
bezeichnetes Ruhestadium. Diese Leberschizonten kénnen Uber lange Zeit hinweg in der
Leber persistieren und noch nach Jahren zu einem Ruickfall fihren. Innerhalb der
Erythrozyten entwickeln sich die Merozoiten Gber ein Ringstadium (junger Trophozoit) zum
reifen Trophozoiten, der durch wiederholte asexuelle Teilungsvorgange (erythrozytére
Schizogonie) einen Schizonten bildet und neue Merozoiten entlasst. Die Dauer des
erythrozytaren Zyklus hangt von der Art ab und variiert zwischen 24 und 72 Stunden
(Daneshvar et al. 2010; Singh and Daneshvar 2013). Unbehandelt kann somit in kiirzester Zeit
eine hohe Parasitendichte erreicht werden. Ein Teil der Merozoiten differenziert sich im Laufe
der Infektion zu Mikro- und Makrogametozyten, welche wahrend einer Blutmahlzeit durch
die Anopheles-Miicke aufgenommen werden. Im Zuge der sexuellen Vermehrung entwickelt
sich im Mitteldarm ein beweglicher Ookinet, der das Mitteldarmepithel durchwandert und zu
einer Oozyste heranwéchst. In ihr werden tausende von Sporozoiten gebildet, die in die
Epithelzellen der Speicheldriisen eindringen und beim ndchsten Stich der Micke, mit dem

Speichel, injiziert werden (Fujioka and Aikawa 2002).

1.1.2.2 T. gondii

Trotz des sehr weitreichenden Spektrums moglicher Zwischenwirte (Séugetiere und Vogel)
beschrankt sich der Endwirt von T. gondii auf die Familie der Katzen (Felidae). Mit dem Kot
ausgeschiedene Oozysten (bis zu 100 Millionen pro Tag) beginnen, abhangig von der
Luftzufuhr und Temperatur, nach einigen Tagen zu sporulieren (Dubey et al. 1998). Die
Infektion der Zwischenwirte erfolgt durch die orale Aufnahme Oozysten kontaminierter Erde,
Wasser oder Nahrungsmitteln (Abb. 1.2). Im Dinndarm des Zwischenwirts dringen die nach
Auflésung der Oozystenwand frei werdenden Sporozoiten in Epithelzellen ein und wandeln
sich in Tachyzoiten um. Dieses schnell replizierende Stadium des Parasiten ist fur die akute
Phase der Infektion verantwortlich und bewirkt bereits nach 24 bis 48 Stunden eine Lyse der
Wirtszelle. T. gondii ist in der Lage nahezu jede kernhaltige Zelle zu infizieren, darunter auch
zirkulierende Zellen des Immunsystems. Hierdurch ist es dem Parasiten mdglich endotheliale
Barrieren zu uberqueren und sich mit dem Blutstrom auszubreiten (Unno et al. 2008; Harker
et al. 2013). Als Antwort auf zellularen Stress, wie zum Beispiel der inflammatorischen

Immunantwort des Wirtes, differenzieren sich Tachyzoiten zu Bradyzoiten, welche sich nur
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noch verlangsamt replizieren konnen und die chronische Phase der Toxoplasmose einleiten.
Gleichzeitig bildet die Membran der parasitophore Vakuole die Wand einer Gewebezyste aus,
die es dem Parasiten ermoglicht zeitlebens in seinem Wirt zu persistieren. Die Zysten lassen
sich in verschiedenen Wirtsorganen finden, hauptséchlich jedoch in Gehirn, Auge sowie
Skelett- und Herzmuskulatur (Dubey 1988; Dubey 1997; Weiss and Kim 2000). Diese Zysten
sind sowohl fur den End- als auch Zwischenwirt infektits. Menschen infizieren sich vor allem
durch den Verzehr von rohem oder ungeniigend gegartem Fleisch. Im Dunndarm
differenzieren sich die freigewordenen Bradyzoiten zu Tachyzoiten und wandern in
extraintestinale Organe ab (Dubey 1998b). Der sexuelle Vermehrungszyklus von T. gondii
verlauft im Intestinaltrakt der Katze. Reife Oozysten gelangen dabei nach der Ruptur der
Darmepithelzellen ins Darmlumen, wo sie mit dem Kot ausgeschieden werden und abhéngig
von den jeweiligen Umweltbedingungen fur 12 bis 18 Monate uberdauern kénnen (Frenkel et
al. 1975; Hill et al. 2005).

1.1.3 Medizinische Bedeutung

1.1.3.1 Plasmodium spp.

Als Erreger der Malaria gehéren Plasmodien zu den weltweit bedeutendsten protozoischen
Parasiten. Laut der Weltgesundheitsorganisation (WHO) ist Malaria in 104 L&ndern
endemisch, betroffen sind dabei vor allem Asien, Lateinamerika und Afrika, wéhrend aus
Europa bisher nur importierte Falle berichtet wurden. 2011 lebten damit rund 3,3 Milliarden
Menschen in Malaria-Risikogebieten. Allein 2010 erkrankten schatzungsweise 219 Millionen
Menschen an einer Malaria und 1,24 Millionen verstarben an den Folgen einer Infektion, die
meisten davon waren Kinder unter funf Jahren. Afrikanische Lander stdlich der Sahara leiden
am meisten unter der Malaria, schatzungsweise 80% aller Erkrankungen und 90% der
Todesfalle werden aus diesen Landern beschrieben, wobei Kinder unter finf Jahren und
schwangere Frauen am starksten betroffen sind (Murray et al. 2012; WHO 2012).

Zu der Gattung Plasmodium wurden bisher vier humanpathogene Arten gezahlt: P. malariae,
P. vivax, P. ovale und P. falciparum. Seit einigen Jahren wird jedoch auch der urspriinglich
bei Affen beschriebene Malariaerreger P. knowlesi als fiinfte humanpathogene Art angesehen
(White 2008; Singh and Daneshvar 2013). Die erythrozytare Phase der Infektion ist fir
nahezu alle klinischen Symptome und Pathologien verantwortlich. Die Symptome einer
Malaria kdnnen dabei vielfaltig sein und variieren mit der Art des Erregers und dem

Immunstatus der Patienten. Der Krankheitsverlauf einer Malaria tertiana (P. vivax und P.
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ovale) und Malaria quartana (P. malariae) ist nur selten letal und geht meist mit
Ruckfallfieber, Andmie und Splenomegalie einher (Taylor et al. 2010). Die weitaus grofte
medizinische Bedeutung geht jedoch von einer Malaria tropica aus (P. falciparum). Eine
unkomplizierte Malaria ist dabei mit grippeartigen Symptomen wie Kopf- und
Gliederschmerzen, Abgeschlagenheit, Fieber und Schiittelfrost verbunden. Bei nichtimmunen
Personen (Kleinkinder und Reisende), schwangeren Frauen und nicht rechtzeitig behandelten
Patienten konnen in Folge einer schweren Malaria jedoch massive Komplikationen wie
zerebrale Malaria und hochgradige Andmie auftreten (Grobusch and Kremsner 2005;
Lamikanra et al. 2007; Taylor et al. 2010).

1.1.3.2 T. gondii

T. gondii ist einer der weltweit erfolgreichsten protozoischen Parasiten (McFadden et al.
2001). Schatzungen gehen davon aus, dass ein Drittel der Weltbevolkerung mit T. gondii
infiziert ist (Weiss and Dubey 2009). Allerdings weichen die Annahmen Uber
Seropréavalenzen je nach Land, innerhalb eines Landes je nach dem geographischen Gebiet
und innerhalb eines Gebietes zwischen verschiedenen ethnischen Gruppen voneinander ab.
Fur Frauen im gebarfahigen Alter mitteleuropaischer Lander (Osterreich, Belgien, Frankreich,
Deutschland und Schweiz) wurden in den 1990ern Seropravalenzen zwischen 37% und 58%
beschrieben (Tenter et al. 2000). Molekulare Analysen konnten zeigen, dass sich die meisten
Stdmme von T. gondii in drei klonale Linien einteilen lassen (Typ I-, Typ-II- und Typ-11I-
Stdmme), die sich hinsichtlich ihrer genetischen Diversitat lediglich in ungefahr 2%
unterscheiden (Darde 2008). Typ-I Toxoplasmen zeigen in Mausen die hdchste Virulenz
(Kim and Weiss 2004), doch wahrend Stamme aller drei Linien bereits aus Menschen isoliert
wurden, gehen die meisten Toxoplasmose-Félle auf den Genotyp-II zuriick (Howe and Sibley
1995).

Die Toxoplasmose verlauft zumindest bei immunkompetenten Personen meist selbst-
limitierend und asymptomatisch, kann aber dennoch mit grippedhnlichen Symptomen oder
einer Lymphadenopathie einhergehen. Nur sehr selten werden schwere Komplikationen wie
eine Myokarditis oder Enzephalitis beobachtet (Montoya and Liesenfeld 2004; Saadatnia and
Golkar 2012). Wahrend eine Primarinfektion auch bei schwangeren Frauen meist ohne
erkennbare Symptome verlauft, ist T. gondii in der Lage die Plazenta zu passieren und den
Fotus zu infizieren. Die Folgen einer solchen kongenitalen Toxoplasmose reichen dabei von
Hydrozephalie und geistiger Behinderungen bis zum Tod des Embryos (Foulon et al. 2000;

Gilbert et al. 2006). T. gondii ist ein bedeutsamer opportunistischer Parasit und kann auch bei
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immunsupprimierten Personen, wie AIDS- oder organtransplantierten Patienten, zu einer
lebensbedrohlichen Erkrankung fiihren. Diese wird meistens auf die Reaktivierung einer
chronischen Infektion zurtckgefiihrt. Am hdufigsten wird dabei eine Toxoplasmose-
Enzephalitis diagnostiziert (Israelski et al. 1993; Contini 2008). Weiterhin kdnnen
Neugeborene, immunsupprimierte sowie immunkompetente Personen in Folge einer
Toxoplasmose schwere Augenerkrankungen zeigen (okuldre Toxoplasmose). Die
Toxoplasma-Retinochorioiditis stellt dabei die bei weitem h&ufigste Komplikation dar und
tragt weltweit deutlich zur Belastung durch Augenerkrankungen bei (Jones et al. 2006;
Saadatnia and Golkar 2012).

1.1.4 Therapie und Komplikationen

1.1.4.1 Plasmodium spp.

Die Therapie einer Malaria richtet sich vor allem nach der Art, dem Schweregrad der
Erkrankung und dem Infektionsgebiet (Resistenzlage). Aufgrund weitverbreiteter Resistenzen
ist Malaria grundsatzlich in Kombination zu behandeln. Die Behandlung der Malaria tertiana,
Malaria quartana und unkomplizierten Malaria tropica erfolgt mit Chloroquin oder in
Chloroquin-resistenten ~ Gebieten mit  Artemether  (Artemisinin-Derivat)/Lumefantrin,
Atovaquon/Proguanil oder alternativ Chinin in Kombination mit Doxycyclin bzw.
Clindamycin. Mefloquin sollte aufgrund mdglicher neuropsychiatrischer Reaktionen das
Mittel der letzten Wahl sein. Um Rezidive durch Hypnozoiten zu vermeiden, wird bei einer
Malaria tertiana zudem Primaquin verabreicht. Eine schwere P. falciparum Malaria wird mit
Chinin (in Kombination mit Doxycyclin bzw. Clindamycin) oder Artesunat therapiert
(Bartlett et al. 2011; Kappagoda et al. 2011; Brodt 2012).

Eines der grofiten Hindernisse bei der Behandlung einer Malaria ist die besorgniserregende
und mitunter rasante Resistenzentwicklung gegeniiber in groBem MaRstab eingesetzter
Medikamente (Travassos and Laufer 2009). So galt Chloroquin seit 1946 als Medikament der
ersten Wahl und wurde weltweit zur Behandlung und Prophylaxe von Malaria eingesetzt.
Erste Berichte Uber Resistenzen traten jedoch bereits 1961 auf und mit Beginn der 1980er
Jahre konnte Chloroquin, durch die stetige Zunahme erfolgloser Behandlungen, in vielen
Teilen Sldostasiens und Stdamerikas nicht mehr eingesetzt werden. Zeitgleich wurden die
ersten bedrohlichen Resistenzfélle aus Ostafrika beschrieben, die sich im Laufe der Jahre bis
nach Westafrika ausgebreitet hatten (White 1992). Die Unwirksamkeit von Chloroquin ging

mit teilweise fatalen Folgen einher. So fuhrte die zunehmende Verbreitung der Chloroquin-
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Resistenz in Afrika zu einem drastischen Anstieg der Krankheitslast bei Kindern, welche sich
auch in einer deutlich erhdhten Mortalitatsrate darstellte (Zucker et al. 2003). Mit der
Verbreitung der Chloroquin-Resistenz fihrten ab 1993 immer mehr Lander eine
Primartherapie aus Sulfadoxin und Pyrimethamin (SP) ein, jedoch wurde dabei eine
auBergewohnlich schnelle Ausbreitung erster Resistenzfalle beobachtet, wodurch die
Wirksamkeit von SP in Sudostasien und Sudamerika bereits nach funf Jahren deutlich
eingeschrankt war (Sibley et al. 2001). Doch auch gegeniber aktuell eingesetzter
Therapeutika wie Artesunat und Mefloquin wurden bereits erste Resistenzfalle nachgewiesen
(Noedl et al. 2008; Wongsrichanalai and Meshnick 2008; Dondorp et al. 2009; Phyo et al.
2012). Weiterhin ist Atovaquon zwar ein sehr effektives Antimalaria-Medikament, dennoch
kommt es unter einer Monotherapie sehr schnell zu einer Resistenzentwicklung (Mather et al.
2007). Alternative Behandlungsmdglichkeiten sind demnach von essenzieller Bedeutung,
jedoch ist die Anzahl wirksamer Medikamente limitiert.

1.1.4.2 T. gondii

Eine akute Toxoplasmose erfordert bei immunkompetenten Personen in der Regel keine
Therapie. Sollte aufgrund schwerwiegender oder persistierender Symptome eine Behandlung
zwingend notwendig sein, wird eine Kombinationstherapie aus Pyrimethamin und Sulfadiazin
(Gruppe der Sulfonamide) angeraten. Da ihre synergistische Wirkungsweise auf einer
Hemmung der Folsduresynthese des Parasiten basiert, werden beide Medikamente (zur
Verminderung einer toxischen Wirkung) zusammen mit Folinséure verabreicht (Montoya and
Liesenfeld 2004). Schwangere Frauen dirfen aufgrund der potentiellen teratogenen Wirkung
erst ab der 16. Schwangerschaftswoche mit Pyrimethamin und Sulfonamiden behandelt
werden. Um eine diaplazentare Infektion (kongenitale Toxoplasmose) zu verhindern, wird
eine wahrend der Schwangerschaft erworbene Primarinfektion daher mit Spiramycin
therapiert. Zur Behandlung immunsupprimierter Patienten oder im Falle einer reaktivierten
Toxoplasmose sowie Chorioretinitis wird gleichermalien eine Therapie aus Pyrimethamin und
Sulfonamid vorgeschlagen. Alternativ kann Pyrimethamin auch mit Clindamycin oder
Atovaquon kombiniert werden (Kappagoda et al. 2011; Brodt 2012). Im Vergleich zu
Tachyzoiten, bleiben Gewebezysten (Bradyzoiten) wvon nahezu allen derzeitigen
medikamenttsen Behandlungen jedoch unbeeinflusst (Suzuki et al. 2010).

Waéhrend Medikament-Resistenzen bei der Therapie einer bestehen Toxoplasmose des
Menschen bisher noch nicht beschrieben wurden (McFadden et al. 2001), fihren vor allem

Unvertréglichkeiten und Reaktivierungen einer bestehenden Infektion haufig zum
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Behandlungsversagen. So sprechen 10% der AIDS-Patienten mit einer Toxoplasmose-
Enzephalitis nicht auf eine Therapie an und 10% bis 20% der behandelten Patienten erleiden
wahrend einer Langzeit-Therapie mit Sulfadoxin und Pyrimethamin einen Rickfall (Aspinall
et al. 2002). Weiterhin ist die Behandlung einer bestehenden Enzephalitis oder okuldren
Toxoplasmose, vor allem bei AIDS-Patienten, h&ufig durch unerwiinschte Nebenwirkungen
limitiert. Berichte Uber Toxizitatsraten bei Behandlungen mit Sulfadiazin, Pyrimethamin und
Clindamycin (in Kombinationstherapie) variieren dabei zwischen 38% und 70% (Leport et al.
1988; Porter and Sande 1992; Rothova et al. 1993). Mitunter wird bei besonders schweren
Verlaufsformen ein vollstandiger Behandlungsabbruch notwendig, wobei Raten von bis zu
45% beschrieben wurden (Haverkos 1987; Renold et al. 1992).

1.2 Mitochondrien als ,,Drug Targets“ der Apicomplexa

Um eine fortbestehende, effektive und gut-vertragliche Therapie sowohl der Toxoplasmose
als auch Malaria zu gewéhrleisten ist es daher entscheidend, neue antiparasitare Wirkstoffe zu
identifizieren. VVor allem in der Anfangsphase solcher Wirkstoffscreenings hat sich dabei T.
gondii (nicht zuletzt durch die einfache in vitro Kultivierbarkeit) als gutes Modellsystem der
Apicomplexa herausgestellt. Obwohl T. gondii und Plasmodium spp. als Vertreter der
Apicomplexa eukaryotischen Ursprungs sind, unterscheiden sie sich vor allem durch
strukturelle und metabolische Unterschiede von ihrem humanen Wirt und bieten damit
potentielle therapeutische Angriffsziele. So konnte beispielsweise in Zellkulturen gezeigt
werden, dass eine Behandlung mit dem bakteriellen DNA-Gyrase Inhibitor Ciprofloxacin, die
DNA-Replikation des Apicoplasten, nicht jedoch des Nucleus blockiert wird, was sich letal
auf den Parasiten auswirkt (Fichera and Roos 1997; Weissig et al. 1997; Ralph et al. 2001;
Goodman et al. 2007).

Mitochondrien nehmen durch ihre Funktionen in der Biosynthese, Bioenergetik und dem
Stoffwechsel nicht nur bei Vertretern der Apicomplexa eine zentrale Bedeutung ein. lhre
Relevanz wird unter anderem dadurch unterstrichen, dass bisher kein eukaryotischer Vertreter
identifiziert wurde, der sich durch das vollstandige Fehlen eines Mitochondriums oder eines
abgeleiteten Organells auszeichnet (Dyall and Johnson 2000; Shiflett and Johnson 2010).
Vertreter der Apicomplexa besitzen das kleinste bisher bekannte mitochondriale Genom
(Wilson and Williamson 1997; Mather et al. 2007). Kryptosporidien haben dabei ihr eigenes
mitochondriales Genom sogar vollstandig verloren (Abrahamsen et al. 2004) und besitzen nur
noch ein als Mitosom bezeichnetes Organell mitochondrialen Ursprungs. Der fortbestehende

Erhalt dieser reduzierten Organellen verdeutlicht dennoch ihre bedeutende Rolle in der
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Zellphysiologie der Apicomplexa (Mather et al. 2007). Die Mitochondrien von T. gondii und
Plasmodium werden daher als vielversprechendes therapeutisches Target angesehen, vor
allem weil sich die innere Struktur deutlich von den Mitochondrien der S&ugetierzelle
unterscheidet (Mather et al. 2007; Mather and Vaidya 2008). So konnte beispielsweise gezeigt
werden, dass das aktuell zur Behandlung der Malaria eingesetzte Artemisinin selektiv mit
dem Mitochondrium von Plasmodium interagiert. Der Wirkmechanismus von Artemisinin
besteht darin, hohe Konzentrationen an ROS (reaktive Sauerstoffspezies) freizusetzen, welche
die Funktion der Mitochondrien dramatisch beeintrachtigen. Im Gegensatz dazu wurden
Mitochondrien von Saugetieren durch eine Behandlung mit Artemisinin nicht beeinflusst, was
auf mogliche strukturelle Unterschiede in der mitochondrialen Elektronentransportkette
(ETC) der Organismen zuriickgefihrt wurde (Wang et al. 2010).

1.2.1 Bedeutung der mitochondrialen Elektronentransportkette (ETC)

Tatséchlich spielt die ETC der Apicomplexa bei der Identifizierung antiparasitarer Targets
eine besondere Rolle, denn diese besitzt abhdngig von der jeweiligen Spezies vielfaltige, aber
vor allem essentielle Funktionen. Die in der inneren Mitochondrienmembran lokalisierte ETC
héherer Eukaryoten besteht flr gewohnlich aus vier integralen Enzymkomplexen: der NADH
Dehydrogenase (Komplex I), Succinat Dehydrogenase (SDH, Komplex I1), dem Cytochrom-
bci-Komplex (Komplex 1) und der Cytochrom-c-Oxidase (Komplex 1V). Komplex 1V
katalysiert dabei den finalen Schritt der ETC und 0bertrégt die in die ETC eingeschleusten
Elektronen auf molekularen Sauerstoff. Ubiquinon (Coenzym Q) und Cytochrom c wirken
dabei als mobile Elektronentransporter und Ubertragen die Elektronen zwischen Komplex |
und I11 bzw. 111 und IV. Die ETC von T. gondii und Plasmodium ist funktionell und in beiden
Spezies kommt neben den Elektronentransportern, Komplex Il bis IV vor (Abb. 1.3).
Genomanalysen des Malariaerregers weisen dennoch darauf hin, dass die strukturelle
Zusammensetzung der Komplex-Untereinheiten im Vergleich zu héheren Eukaryoten viel
einfacher aufgebaut ist (Vaidya and Mather 2009). Einer der auffélligsten Unterschiede,
welcher das einzelne Mitochondrium beider Parasiten von den Mitochondrien der Wirtszelle
unterscheidet, ist das Fehlen des konventionellen Rotenon-sensitiven Multienzym-Komplex I.
Doch werden die aus der Oxidation von NADH gewonnenen Elektronen durch eine
alternative, nicht-protonenpumpende NADH Dehydrogenase (NDH2) auf Ubiquinon
Ubertragen (Gardner et al. 2002; Biagini et al. 2006). Diese liegt im Falle von T. gondii in
zwei Isoformen vor (Saleh et al. 2007). Neben SDH und NDH2 existieren stromaufwarts des
Cytochrom-bc;-Komplex drei weitere mitochondriale Dehydrogenasen, welche nachweislich
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Elektronen auf Ubiquinon tbertragen: die Malat:Quinon Oxidoreduktase (MQO) Glycerin-3-
Phosphat Dehydrogenase (G3PDH) und Dihydroorotat Dehydrogenase (DHODH).

Pyrimidin-de-
novo-Synthese Zytosol
7 1
L |
— AD(P) NAD(P)H Orotat Dihydroorotat Intermembranraum
Glycerol | H* H* OH"~ ATP

Sphosphatel pHAP G3P HO 120,

|__shuttle =
,__--.)._fe,-_,__s*g- EE =LV
Matrix

% Pi ADP

Fumarat Succinat OAA  Malat Atovaquon

IADP/ATP

1
o>
<

Citratzyklus

Abbildung 1.3: Modell der mitochondrialen Elektronentransportkette von T. gondii und Plasmodium
(nach Seeber et. al, 2008). Elektronen gelangen Uber die alternative NADH Dehydrogenase (NDH2), Succinat-
Dehydrogenase (SDH), Malat:Quinon Oxidoreduktase (MQQO), Glycerin-3-Phosphat Dehydrogenase (G3PDH)
und Dihydroorotat Dehydrogenase (DHODH) zu Ubiquinon (Q), welches die Elektronen auf den Cytochrom-
bc,-Komplex (Komplex 111; wird durch Atovaquon effektiv inhibiert) Gbertragt. Cytochrom c transportiert die
Elektronen anschlieBend zur Cytochrom-c-Oxidase (Komplex V1), wo sie molekularen Sauerstoff zu Wasser
(H,0) reduzieren. Komplex Il und IV nutzen die Energie aus dem Elektronentransport, um Protonen in den
Intermembranraum zu pumpen, wodurch entlang der inneren mitochondrialen Membran ein elektrochemischer
Gradient entsteht. Die ATP-Synthase (Komplex V) koppelt den dadurch angetriebenen (kontrollierten)
Ruckstrom der Protonen in die Matrix mit der Synthese von ATP. Das aktive Zentrum der NDH2 von T. gondii
(zwei Isoformen) befindet sich nicht, wie dargestellt, auf der zytosolischen Seite, sondern der Matrixseite der
Mitochondrien und oxidiert somit mitochondriales NADH (Lin et al. 2008). Abbildung verandert nach Seeber et
al. (2008).

Dass es sich bei der ETC der Apicomplexa um ein auf3erst wirksames Angriffsziel handelt,
wurde nicht zuletzt auch dadurch gezeigt, dass sowohl Toxoplasmose als auch Malaria
erfolgreich durch Atovaquon behandelt werden kdnnen (Abb. 1.3). Atovaquon ahnelt in
seiner Struktur Ubiquinon und inhibiert durch Bindung an die Ubiquinol-Oxidationsseite (Qo)
den Cytochrom-bc;-Komplex der Parasiten (Araujo et al. 1991; Fry and Pudney 1992; Kessl
et al. 2003). In Folge der ETC-Hemmung kommt es innerhalb von Minuten zu einem
Zusammenbruch des mitochondrialen Membranpotentials (A%Wr), was letal fur den Parasiten
ist, wahrend Atovaquon keinen Effekt auf das Membranpotential der Sdugetierzelle austibt
(Srivastava et al. 1997). Die Tatsache, dass der Cytochrom-bc;-Komplex von Plasmodium mit
einer rund 1.000-fach niedrigeren Konzentration inhibiert wird als der Saugetierkomplex (Fry
and Pudney 1992) lasst sich sehr wahrscheinlich auf strukturelle Variationen zwischen den

Organismen zuruckfihren. Denn anhand vergleichender Sequenzanalysen der Cytochrom b
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(Cyt b) Untereinheit konnten Unterschiede in der Quinon-Bindungsseite des humanen
Proteins nachgewiesen werden, die moglicherweise die spezifische Toxizitat und die erhohte
Affinitat von Cyt b gegentiber Atovaquon erklaren (Vaidya et al. 1993).

Aufgrund struktureller Unterschiede wirde sich auch Komplex IV als weiteres mdgliches
Target anbieten, dennoch wurde bisher noch kein Wirkstoff dieses Enzymkomplexes
beschrieben, mdglicherweise da Sdugetiere hochst sensitiv auf eine Hemmung dieses
Komplexes reagieren (Mather et al. 2007). Des Weiteren konnte MQO zwar bereits bei
einigen Bakterienarten identifiziert werden, mit Ausnahme der Apicomplexa ist das Enzym
jedoch bei Eukaryoten nicht bekannt. Interessanterweise hat Theileria zwar die Malat-
Dehydrogenase verloren MQO dennoch erhalten, was darauf hindeutet, dass dieses Enzym
maoglicherweise ein essentielles Enzym der Gattung darstellt (Mather et al. 2007).

1.2.1.1 Oxidative Phosphorylierung

Einer der interessantesten Prozesse innerhalb der ETC ist die zentrale Rolle der oxidativen
Phosphorylierung im katabolen Stoffwechsel der Zelle. Mitochondrien werden in diesem
Zusammenhang oft als “Energiekraftwerke” bezeichnet, denn die meisten Eukaryoten sind
nicht nur in der Lage ATP durch die Glykolyse zu generieren, sondern synthetisieren den
GroRteil ihres ATP-Gehalts durch die oxidative Phosphorylierung. Dabei werden die im
Citratzyklus, in Form von NADH und FADH; gewonnenen Elektronen verwendet, um einen
elektrochemischen Protonengradienten entlang der inneren mitochondrialen Membran
aufzubauen. Dieser Gradient treibt die Generierung von ATP durch die ATP-Synthase
(Komplex V) an (Abb. 1.3). Zuséatzlich schleusen DHODH und G3PDH Elektronen
reduzierter Komponenten des Zytosols sowie SDH und MQO Elektronen von
Zwischenprodukten des Citratzyklus, Uber Ubiquinon, in die ETC der Apicomplexa ein
(Seeber et al. 2008).

Entsprechend der Anpassung an das intrazellulare Wirtshabitat konnten genomische Analysen
der Apicomplexa auffallende metabolische Unterschiede, vor allem hinsichtlich der
mitochondrialen Funktion, aufdecken. So befallt Cryptosporidium vorrangig Enterozyten und
hat, vermutlich durch die anaeroben Bedingungen im Verdauungstrakt des Wirtes, die
Funktion der ATP Synthese vollstandig verloren (Xu et al. 2004; Seeber et al. 2008). Obwohl
das einzelne Mitochondrium fir beide Vertreter essentiell ist, unterscheiden sich
Toxoplasmen und Plasmodien dennoch hinsichtlich der Bedeutung der oxidativen
Phosphorylierung deutlich voneinander. So finden intraerythrozytdre Merozoiten von

Plasmodium ein Milieu, das reich an Glucose ist. Hinsichtlich der Energieversorgung des
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Parasiten wurde die oxidative Phosphorylierung daher vermutlich entbehrlich. Obwonhl
zumindest fur P. yoelii eine funktionelle ETC und oxidative Phosphorylierung nachgewiesen
wurde (Uyemura et al. 2004), zeichnet sich das erythrozytdre Stadium von Plasmodium in
erster Linie durch eine glykolytische Energiegewinnung aus (Jacobasch et al. 1990; Gardner
et al. 2002; Biagini et al. 2006). Ubereinstimmend konnte gezeigt werden, dass der ATP-
Gehalt von P. falciparum minimal oder gar nicht durch mitochondriale Inhibitoren wie
Oligomycin beeinflusst wird, wahrend der ATP-Spiegel durch eine Behandlung mit
Inhibitoren des Glukosetransporters deutlich reduziert wird (Fry et al. 1990). Zudem wandelt
der Parasit nahezu die gesamte Glucose in Laktat um (Sherman 1979) und mit P. falciparum
infizierte Erythrozyten zeigen im Gegensatz zu nicht infizierten Zellen eine erhohte Aktivitat
glykolytischer Enzyme sowie der Laktat Dehydrogenase (Roth et al. 1988). Im Gegensatz zu
Plasmodien proliferieren sich Tachyzoiten von T. gondii in nahezu jeder kernhaltigen Zelle
(Saliba and Kirk 2001) und sehen sich hinsichtlich einer ausreichenden Versorgung mit
Kohlenstoffen und anderer essentieller Nahrstoffe daher jeweils unterschiedlichen
Bedingungen gegeniibergestellt. Sie verfigen wie Plasmodium Uber alle Enzyme der
Glykolyse und des Citratzyklus (Fleige et al. 2007; Fleige et al. 2008). Die Mehrheit der fir
die Motilitdt extrazellularer Parasiten bendtigten Energie wird aus der glykolytischen
Aktivitat gewonnen (Pomel et al. 2008; Lin et al. 2009; Lin et al. 2011b). Dennoch verfugt
der Parasit tber eine funktionelle oxidative Phosphorylierung (Vercesi et al. 1998) und die
weitldufige Meinung, dass Toxoplasmen ebenso wie Plasmodien ihre Energie hauptséchlich
aus Glykolyse beziehen (Denton et al. 1996) konnte eindeutig wiederlegt werden. Denn eine
Behandlung intrazellulérer Tachyzoiten mit Oligomycin fiihrt zu einer Reduktion des
intrazelluldaren ATP-Gehalts von etwa 70%, weshalb der Parasit zum Erhalt der ATP-
Homdostase an eine oxidative Phosphorylierung gebunden ist (Lin 2009). Die Herkunft von
Acetyl-CoA st bis heute noch ungeklart. Die einzig bisher bekannte Pyruvatdehydrogenase,
welche durch eine oxidative Decarboxylierung von Pyruvat, Glykolyse und Citratzyklus
normalerweise miteinander verbindet, lokalisiert nicht wie Ublich in den Mitochondrien,
sondern im Apicoplasten der Parasiten (Foth et al. 2005; Fleige et al. 2007). Dennoch konnte
zumindest fur T. gondii gezeigt werden, dass Glucose und Glutamin durch den Citratzyklus
verstoffwechselt werden (MacRae et al. 2012).

1.2.1.2 Pyrimidin-de-novo-Synthese

Trotz des vorrangig glykolytischen Energiemetabolismus reagieren Plasmodien dufRerst

sensitiv auf eine Behandlung mit Inhibitoren der ETC (Mather and Vaidya 2008), weshalb
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auch die ETC des Malariaerregers als vielversprechendes Angriffsziel angesehen wird
(Mather et al. 2007; Mather and Vaidya 2008). Neben dem energetischen Aspekt besitzt die
Atmungskette eukaryotischer Zellen noch eine weitere wichtige Funktion, denn Ubiquinon
fungiert als Elektronenakzeptor der membranstdndigen Dihydroorotat Dehydrogenase
(DHODH). Pyrimidine nehmen neben ihrer Bedeutung in der Biosynthese von
Glykoproteinen und Phospholipiden, als Grundbausteine der DNA und RNA eine
uberlebenswichtige Rolle in der Zellfunktion ein (Bader et al. 1998). Toxoplasmen und
Plasmodien besitzen alle sechs Enzyme der Pyrimidin-de-novo-Synthese, die ben6tigt werden
um Uridin-5°-Monophosphat (UMP) zu synthetisieren, dem Vorlaufermolekiil der RNA-
(UTP, CTP) und DNA-Nukleotide (dTTP, dCTP) (Hill et al. 1981; Asai et al. 1983). Die
Synthese beginnt mit dem Aufbau von Carbamoylphosphat aus L-Glutamin, ATP und
Hydrogencarbonat durch die Carbamoylphosphat Synthetase Il (CPS I1). Carbamoylphosphat
und L-Aspartat werden anschlieBend durch die Aspartat Transcarbamoylase (ATC) zu
Carbamoylaspartat umgewandelt, aus welchem durch Abspaltung von Wasser durch die
Dihydroorotase (DHOase) Dihydroorotat entsteht. DHODH katalysiert im vierten Schritt die
Oxidation von Dihydroorotat zu Orotat. Aufgrund der Reduktion von Ubiquinon bildet
DHODH ein funktionelles Bindeglied zwischen der Pyrimidin-de-novo-Synthese und der
ETC (Abb. 1.4). In den beiden finalen Schritten erfolgt durch die Orotat
Phosphoribosyltransferase (OPRT) eine Ubertragung von Phosphoribosylpyrophosphat
(PRPP) auf Orotat. Die Decarboxylierung des daraus synthetisierten Orotidin-5¢-
Monophosphat (OMP) erfolgt durch die Orotidin-5'-Monophosphat-Decarboxylase
(OMPDC), wodurch letztlich UMP gebildet wird. Im Gegensatz zu Plasmodium besitzt T.
gondii weiterhin die Mdglichkeit UMP (ber einen Pyrimidin Salvage Pathway zu generieren
(ltzsch 1993; Ajioka and Soldati 2007). Zwar kénnen dabei keine Nukleotide direkt aus der
Wirtszelle gewonnen werden, jedoch ist der Parasit in der Lage die Nukleobase Uracil sowie
die Nukleoside Cytidin, Desoxycytidin, Uridin und Desoxyuridin aufzunehmen und zu
verwerten.  Lediglich  Uracil ~wird dabei  unmittelbar  durch  die  Uracil
Phosphoribosyltransferase (UPRT) in UMP umgewandelt (Abb. 1.4). Dem Genom von
Plasmodium fehlen jedoch wichtige Komponenten des Salvage Pathways (Patel et al. 2008),
weshalb der Parasit zum Uberleben auf eine de-novo-Biosynthese und damit auf die Aktivitat
von DHODH angewiesen ist (Hyde 2007; Davies et al. 2009; Phillips and Rathod 2010;
Rodrigues et al. 2010).
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Pyrimidin-de-novo-Synthese
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Abbildung 1.4: Modell der Pyrimidin-de-novo-Synthese von T. gondii und Plasmodium sowie des Salvage
Pathway von T. gondii. Sowohl der de-novo-Syntheseweg als auch der Salvage Pathway resultieren in der
Bildung von Uridin-5‘-Monophosphat (UMP), aus dem alle weiteren Pyrimidinnukleotide synthetisiert werden
kénnen. DHODH stellt durch Reduktion von Ubiquinon ein Bindeglied zwischen der Pyrimidin-de-novo-
Synthese und der ETC dar. Innerhalb des Salvage Pathways von T. gondii wird lediglich Uracil unmittelbar
durch die Uracil Phosphoribosyltransferase (UPRT) in UMP umgewandelt. Cytidin und Desoxycytidin missen
zunachst durch die Cytidin/Desoxycytidin Deaminase (CD/DCD) in Uridin/Desoxyuridin und anschlieRend
durch die Uridin Phosphorylase (UP) in Uracil umgewandelt werden. Des Weiteren kénnen die Nukleotide
dUMP, dCMP und CMP, welche wéhrend der Degradierung parasitaren Nukleinsduren entstehen, durch die
Nucleosid 5'-Monophosphat Phosphohydrolase (MPH) zuriickgewonnen werden (lltzsch 1993; Ajioka and
Soldati 2007). CPS Il, Carbamoylphosphat Synthetase Il; ATC, Aspartat Transcarbamoylase; DHOase,
Dihydroorotase; DHODH, Dihydroorotat Dehydrogenase; OPRT, Orotat Phosphoribosyltransferase; PRPP,
Phosphoribosylpyrophosphat;  OMPDC, Orotidin-5'-Monophosphat-Decarboxylase; UPRT, Uracil
Phosphoribosyltransferase. Abbildung verandert nach Fox und Bzik (2010).

Tatsachlich konnte fur P. falciparum gezeigt werden, dass die wachstumsinhibierende
Wirkung von Atovaquon auf einem Verlust der Regeneration von Ubiquinon als
Elektronenakzeptor basiert. Denn eine Exprimierung der zytosolischen DHODH von
Saccharomyces cerevisiae (SCDHODH) geht mit einer Resistenz der transgenen Parasiten
gegenlber Inhibitoren des Cytochrom-bc;-Komplexes einher. Die SCDHODH ist Ubiquinon

unabhdngig, da sie im Gegensatz zur DHODH der Apicomplexa Fumarat als
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Elektronenakzeptor verwendet. Mit der Mdoglichkeit Pyrimidine unabhéngig von Ubiquinon
zu generieren, wird die ETC fur den Parasiten daher entbehrlich (Painter et al. 2007). Baldwin
et al. (2005) konnten weiterhin einen kompetitiven Inhibitor von Ubiquinon identifizieren,
welcher im Vergleich zur humanen DHODH eine 12.500-fach gesteigerte Aktivitat gegentber
DHODH von P. falciparum (PfDHODH) besitzt. Darlber hinaus wurden aktuell zwei
Triazolopyrimidin-Derivate (Compound 37 und 38) beschrieben, welche PfDHODH und
DHODH von P. vivax mit nanomolaren Konzentrationen hemmen, im in-vivo Mausmodell
hohe Wirksamkeit nachweisen und in vitro, inhibitorische Aktivitat selbst gegentiber
Chloroquin-, Pyrimethamin- und Atovaquon-resistenter Stdmme besitzen (Coteron et al.
2011).

Obwohl der de-novo-Syntheseweg fiir T. gondii in vitro nicht essentiell ist (Fox and Bzik
2002), konnte das Tgdhodh Gen, selbst unter Anwesenheit von Uracil nicht deletiert werden
und scheint demnach aus bisher noch ungeklarten Grinden auch fur T. gondii unerlésslich zu
sein (Hortua Triana et al. 2012).

1.3 1-Hydroxyquinolone

Die Identifizierung von Wirkstoffzielen, die einzigartige biologische Aspekte des Parasiten
erfassen, stellen in der Entwicklung neuer Therapeutika einen wesentlichen Schritt dar
(Baldwin et al. 2002). Die Tatsache, dass sich die alternative NADH Dehydrogenase (NDH2)
bei Pflanzen, Pilzen und vielen Bakterien finden l&sst, in den Mitochondrien von Sdugetieren
jedoch nicht identifiziert wurde (Kerscher 2000), macht sie zu einer vielversprechenden
Zielstruktur. Auf der Suche nach neuen Wirkstoffen wurde 2004, durch biochemische
Analysen, ein neuer Inhibitor der NDH2 von Yarrowia lipolytica beschrieben. 1-Hydroxy-2-
Dodecyl-4(1)quinolon (HDQ, Abb. 1.5) hemmt die NDH2 mit einer I1Cso von 200 nM und
kann damit als hoch-affiner Inhibitor dieses Enzyms angesehen werden (Eschemann et al.
2005). Da auch die Atmungskette von T. gondii und Plasmodium statt einer konventionellen,
eine alternative NADH Dehydrogenase besitzt, schien HDQ ebenso als potentieller Inhibitor
der Apicomplexa geeignet zu sein. Tatsachlich konnte anhand von in vitro Wachstumsassays
gezeigt werden, dass HDQ die Replikationsfahigeit von P. falciparum und T. gondii hdchst
effektiv im nanomolaren Bereich hemmt, wahrend keine nachteiligen Auswirkungen auf die
humanen Wirtszellen beobachtet werden konnten (Saleh et al. 2007). Zudem wurde durch
frihere Studien der Arbeitsgruppe gezeigt, dass eine Behandlung der Toxoplasmen mit HDQ
zu einer Depolarisierung des inneren mitochondrialen Membranpotentials (A¥y,) fuhrt und es

anschliel3end zu einer Reduktion der parasitaren ATP-Menge von rund 70% kommt (Lin et al.
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2009). Hinsichtlich der inhibitorischen Aktivitat scheint ein wichtiger struktureller Aspekt
von HDQ die Lange der an Position zwei lokalisierten Alkyl-Seitenkette zu sein. Wahrend
Derivate mit einer Lange von C6, C8, C12 (HDQ) und C14 eine starke antiparasitare Wirkung
besitzen, zeigt ein Derivat mit einer C5-Seitenkette keine wachstumsinhibierende Wirkung
gegenuber T. gondii (Saleh et al. 2007). Durch neu-synthetisierte Derivate von HDQ (darunter
auch Compound B) konnte weiterhin nachgewiesen werden, dass ein Wechsel der Dodecyl-
Seitenkette von Position C2 auf Position C3 die antiparasitdre Aktivitat von HDQ nicht
beeinflusst. Zudem verstarkt eine zusétzliche Methylgruppe den inhibitorischen Effekt, denn
Compound B hemmt das Wachstum von T. gondii im niedrig nanomolaren Bereich (ICsq =
0,8 nM). Durch eine Untersuchung der in vivo Effizienz von HDQ und Compound B in einem
akuten Toxoplasmose-Mausmodell wurde zudem nachgewiesen, dass beide Wirkstoffe den
prozentualen Anteil infizierter Peritonealzellen vermindern und die Parasitenlast der Lunge
und Leber reduzieren. Ein Mausmodell der Toxoplasmose-Enzephalitis ergab weiterhin eine
tendenzielle Dezimierung der Parasitenmenge des Gehirns (Bajohr et al. 2010). Die
strukturelle Ahnlichkeit von HDQ, Compound B und Ubiquinon (Abb. 1.5) lasst eine
Inhibierung Ubiquinon/Ubiquinol-interagierender Enzyme der ETC als Wirkmechanismus
vermuten. Tatséchlich konnte durch Inhibitionskinetiken bereits nachgewiesen werden, dass
HDQ die Aktivitat der ersten Isoform der NDH2 von T. gondii (TgNDH2-1) nachweislich
hemmt und TgNDH2-I damit eine Zielstruktur von HDQ darstellt (Lin et al. 2008). Jedoch
zeigen ndh2-1 Knock-Out Mutanten nur eine geringfligig reduzierte Wachstumsrate (Lin et al.
2011), sodass davon auszugehen ist, dass neben ndh2-1 noch weitere Zielmolekile existieren,
deren Hemmung malgeblich fir die wachstumsinhibierende Wirkung der 1-Hydroxyquiolone

verantwortlich ist.

Ubiquinon HDQ Compound B
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H,CO CH, N (CHp) = CH, N My
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Abbildung 1.5: Struktur von Ubiquinon, HDQ und Compound B.
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1.4 Zielsetzung

Trotz intensiver Forschungsbemiihungen stellt die medikamentdse Bek&mpfung von
Toxoplasma gondii und Plasmodium vor allem durch rasche Resistenzentwicklungen und
Unvertraglichkeiten immer noch eine Herausforderung dar. Die Identifizierung neuer
antiparasitarer Wirkstoffe sowie die Charakterisierung der entsprechenden Wirkmechanismen
sind demnach von essenzieller Bedeutung. Kdrzlich wurden 1-Hydroxyquinolone wie
1-Hydroxy-2-Dodecyl-4(1)quinolon (HDQ) und Compound B beschrieben, die sowohl die
Replikation von T. gondii als auch die Replikation von P. falciparum in nanomolaren
Konzentrationen effektiv hemmen. Eine erste Analyse des Wirkmechanismus zeigte, dass
1-Hydroxyquinolone als spezifische Inhibitoren der mitochondrialen Atmungskette von T.
gondii wirken. HDQ und Compound B weisen strukturelle Ahnlichkeit zu Ubiquinon auf und
mit der Suche nach Zielstrukturen konnte durch Inhibitionskinetiken bereits eine
Aktivitdtshemmung der ersten Isoform der alternativen NADH Dehydrogenase von T. gondii
(TgNDH2-1) nachgewiesen werden. Jedoch zeigten ndh2-1 Knock-Out Mutanten nur eine
geringfligig reduzierte Wachstumsrate, sodass davon auszugehen ist, dass zusatzliche
Target(s) existieren, deren Hemmung entscheidend zu der wachstumsinhibierenden Wirkung
der 1-Hydroxyquinolone beitragt. Im Rahmen dieser Arbeit sollten daher mit Hilfe von
Resistenzmutanten neue Zielstrukturen von 1-Hydroxyquinolonen identifiziert werden. Neben
einer anfanglichen, phanotypischen Charakterisierung der Mutanten, sollten quantitative
RT-PCR Analysen der sechs Ubiquinon-reduzierenden Dehydrogenasen von T. gondii
zunéachst Aufschluss ber mogliche Verdnderungen im Expressionsmuster dieser Enzyme
geben. Ein wichtiger Aspekt dieser Arbeit war es weiterhin, die Gene der mitochondrialen
Dehydrogenasen zu amplifizieren und durch DNA-Sequenzierungen auf Abweichungen in der
kodierenden Sequenz zu untersuchen. Identifizierte Mutationen sollten durch
Transfektionsversuche in  HDQ-sensitive  Parasiten  eingebracht und auf ihr

resistenzvermittelndes Potential hin untersucht werden.

Frihere Studien der Arbeitsgruppe konnten weiterhin zeigen, dass eine Behandlung von T.
gondii mit HDQ zu einer Inhibition der oxidativen Phosphorylierung und dadurch zu einem
drastischen  Verlust des parasitiren  ATP-Gehalts fuhrt. Dennoch  besitzen
1-Hydroxyquinolone nur eine parasitostatische Wirkung, denn die Parasiten zeigen im
spateren Verlauf der Behandlung eine Regeneration des Wachstums. Im Hinblick auf die
Inhibierung der Parasitenreplikation sowie der Resistenzausprdgung gegenuber

1-Hydroxyquinolonen war ein weiteres Ziel dieser Arbeit, den Aspekt einer metabolischen
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Adaptation der Parasiten néher zu untersuchen. In diesem Zusammenhang sollte vor allem der
Einfluss eines Glucosemangels néher untersucht und damit das kompensatorische Potential

der glykolytischen Energiegewinnung analysiert werden.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Zell- und Bakterienkultur

2.1.1.1 Toxoplasma gondii Stamme

RH
RHAuprt

3L-H11

3F-A6

RHAhxgprt

RHAku80Ahxgprt

RHAku80AhxgprtAuprt

Atggtl

2.1.1.2 Wirtszellinie

Humane Vorhaut Fibroblasten (HFF)

Wildtyp
Uracil-Phosphoribosyltransferase-defiziente
Mutante des RH Stamms

Durch chemische Mutagenese generierte Mutante
des RHAuprt Stamms

Durch chemische Mutagenese generierte Mutante
des RHAuprt Stamms
Hypoxanthin-Xanthin-Guanin-Phosphoribosyl-
Transferase-defiziente Mutante des RH Stamms
Ku80-defiziente Mutante des RHAhxgprt Stamms
(Freundlicherweise zur Verfligung gestellt von:
Vern Carruthers)
Uracil-Phosphoribosyltransferase-defiziente
Mutante des RHAku80Ahxgprt Stamms
Glukosetransporter (GT1)-defiziente Mutante des
RHAhxgprt Stamms

(Freundlicherweise zur Verfugung gestellt von N.

Gupta, Humboldt Universitét Berlin)

Arbeitsgruppeneigene Zellcharge

2.1.1.3 Kompetente Escherichia coli Stamme

ATCC® 12632™
BL21-CodonPlus(DE3)-RP
DH5a (High Efficiency)

LGC Standards, Wesel
Agilent Technologies, Béblingen
New England Biolabs, Frankfurt

20



Material und Methoden

2.1.2 Plasmide

pASK-IBA16 E. coli Expressionsvektor mit einem AnTc-
induzierbaren Promoter (IBA GmbH, Gattingen)

pDrive PCR-Klonierungsvektor (Qiagen, Hilden)

pET-16b E. coli Expressionsvektor mit einem N-

terminalen Hisio-Tag (Merck, Mannheim)

pminCAT/HXGPRT T. gondii Expressionsplasmid mit einer CAT- und
HXGPRT-Resistenzkassette
NIH AIDS Reagent Program (# 2850)

pSKupDH T. gondii Expressionsplasmid, das fiir ein uprt-
Minigen und eine Pyrimethamin-Resistenz-
kassette codiert (Sternisek 2009)

ptubCAT-HSTK T. gondii Expressionsplasmid, das fur eine CAT-
HSTK Fusionssequenz und eine HXGPRT-
Resistenzkassette codiert (Radke and White
1999)

ptubYFPYFP-sagCAT T. gondii Expressionsplasmid, das fir ein
Tandem-YFP-YFP Protein, eine CAT-Resistenz-
kassette und die 3’ UTR der T. gondii DHFR-TS
codiert (Gubbels et al. 2003)

R11ABgl Targeting-Vektor zur Deletion des endogenen
uprt Gens von T. gondii (Donald and Roos 1995)

2.1.3 Oligonukleotide (Primer)

Tabelle 2.1: Sequenzierungsprimer Ubiquinon/Ubiquinol-interagierender Enzyme

) Annealing- Elongations-
Primer Sequenz (5°‘—3¢) )
Temp. zeit

TgNDH2-1 (Genomische DNA)
coslko+ TCCGAACGACTCCGTCAATCCTCT . 50

° S
RT-AND1/ORF4- GGACTCCAAAAGTGTTCACATCGG
RT-AND1/ORF3+ AGTTCGCTGTCAGTCGACTCACGG 62°C 50

° S
RT-AND1/ORF6- GTCTGCAGCAGTCTCCGAGCGCGT
NDH2-1/1+ CTCGACCTCGCCAGAAAGACC

55°C 1 min, 20 s

RT-AND1/2- TGAACGTCTGCGCCAAGTAG
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Fortsetzung Tab. 2.1: Sequenzierungsprimer Ubiquinon/Ubiquinol-interagierender Enzyme

NDH2-1/6+ TTCAACGCGTTTCCGAGTGTCGA .

NDH2-1/4- CTCTCCGCCGCCCTCTTC e 0%
TgNDH2-11 (cDNA)

TgNDH2-11/21+  TCGATGCGAGTCGCGTGTAGA .

TgNDH2-11/22- AAAGGCGGTCGCGTTCTTTCTCA >>C 00
RT-AND2/1+ GCCGCCAGGGTGGACATTTC .

TgNDH2-11/24- TATCACTGGTTTGCGACTACGAAGTA >>C 00
MQO (cDNA)

MQO 9+ GGGCATCAGACCCACAAGAACC

MQO 10- ATAGCCCTGTGCGTATGTGAGAT 20c L min, 405
MQO 11+ TCCCGAAGCTGAACACCGTGCTCT .

MQO 12- TTGCGCAGAAATCCAAATGATGATG 20°C 30s
SDH (cDNA)

SDH 13+ GATCCCCAAGCCGTCCTTTCACCTT ]

SDH 14- ATGAGACAGCCGGCGGGGAAGATTC o0C 00
SDH 15+ TCCGCTCACACCTGCACTGGAGAC .

SDH 16- CAGCGATGAAACGCGCCAAGAAG o0C 00
G3PDH (cDNA)

G3PDH 1+ AGTTAGCTTTGTCCCCTTCTCTCT

G3PDH 2- GTATACCAGTGCGGAAGAACAAT 20°C Lmin, 20
G3PDH3+ ACAAAGAGACAGGGGAGGAGTT

G3PDH4- CTCTGAGTCGACGGAAGGTATT o0C L min, 40's
DHODH (cDNA)

DHODH 1+ TGTCCGTCAACACTCCGTCTTCACC ]

DHODH 2- GCTTCCAGCTGCGTCTGAGCGTAGT °8C 00
DHODH 3+ TACGAAGATCGGTCGGTCATCAATC ]

DHODH 4- CTCCGGCGGCGATCGTCACAGTC °8C 00
DHODH 5+ GCACCGGCAGCTCTTTTGA .

DHODH 6- TTCGCCTTTCGTTTCGCTGCTTCT ore 405
Cytochrom b (cDNA)

Cyt b 1+ GGACTACTGGTTTAGATCTTGAAGG _

Cyt b 2- GTTTTGCTTGGAAGCTGTAGTCA ooc L min, 125

Sense-Primer sind mit einem (+), Antisense-Primer mit einem (-) gekennzeichnet.
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Tabelle 2.2: Klonierungs- und Kontrollprimer fur T gondii

) Annealing- Elonga-
Primer Sequenz (5‘—3°) i )
Temp. tionszeit
Notl-DHODH (S) ATGCGGCCGCCATTTCCAAGGGCGTTT
CGCCTTG
65°C 40s
DHODH-HindlII (A) TAAAGCTTTCAGTCGAATTTCGGAGCC
TGCAG
HindIl1-3> DHODH (S) ATAAGCTTGACAACATGTCTGGGGTCG
GTCGT
65°C 20s
3’DHODH-EcoRV (A) TAGATATCAATCTCCGGATGGATGTTC
ATACA
1+ CACTCCGTCTTCACCGAAAT ]
(1+/2-) 55°C 1 min, 40s
2- GGATGTTACCGGCTCGTAGA
3- CTTCAGCGTGCTTGTCGAAT (1+/3-)64°C 1min,30s
4+ TACGACTCACTATAGGGCGAATTG 5500 60
° S
5- TCTTCTTCATAAGTGTCCAGATTCC
DHODH 7+ CGAAGTGGGTTCGATCACGCC 63°C 10
° S
DHODH 8- TGCGTCTGAGCGTAGTCAGCG
Avrll-ScDHODH (S) ATCCTAGGATGACAGCCAGTTTAACTA
CCAAG
68°C 30s
ScDHODH-Ascl (A) TAGGCGCGCCTTAAATGCTGTTCAACT
TCCCACG
Ascl-3’DHFR (S) ATGGCGCGCCAGAAGCTGCCCGTCTCT
CGTT
68°C 20s
3’DHFR-Notl (A) TAGCGGCCGCCCGCGGTGTCACTGTAG
CCTGCCAGAACACTTG
Ndel-DHODH (S) ATCATATGGTGAGCAGTATGATCTACT
CCTTC
68°C 40s
DHODH-BamHI (A) TAGGATCCTCAGTCGAATTTCGGAGCC
TGCAG

Sense-Primer sind mit einem (+) oder (S), Antisense-Primer mit einem (-) oder (A) gekennzeichnet. Mit
Ausnahme der Kontrollprimer 1+/2-, 1+/3-, 4+/5- und DHODH 7+/DHODH 8- (Tag-Polymerase) erfolgte die
DNA-Amplifikation mit der Phusion-Polymerase.
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Tabelle 2.3: Klonierungsprimer zur Expression der TgDHODH in E. coli

Primer Sequenz (5°—3¢) Annealing-  Elonga-
Temp. tionszeit

Fusionskonstrukt 1

MT 7+ TATCTAGATAACGAGGGCAAAAAATGTACTA
CGAGCCGGTAACATCCGTC 65°C 20s

MT 10- TAAAGCTTTCAGTCGAATTTCGGAGCCTGCAG

Fusionskonstrukt 2

MT 8+ TATCTAGATAACGAGGGCAAAAAATGTACTA
CCCCTTTGTCCGTAAAGCGTTATTTCGTTACTT
CAGCAGC 65°C 20

MT 10- TAAAGCTTTCAGTCGAATTTCGGAGCCTGCAG

Fusionskonstrukt 3

MT 9+ TATCTAGATAACGAGGGCAAAAAATGTACTA
CCCCTTTGTCCGTAAAGCGTTATTTCAACTGG .
ACCCGGAAACGGCTCAC 65°C 20

MT 10- TAAAGCTTTCAGTCGAATTTCGGAGCCTGCAG

Fusionskonstrukt 4

MT 7+ TATCTAGATAACGAGGGCAAAAAATGTACTA
CGAGCCGGTAACATCCGTC .

DHODH_LQAPKF TAAAGCTTTCAGTGATGGTGATGGTGATGGCC 65°C 208

D _RGH6 (A) CCGGTCGAATTTCGGAGCCTGCAG

Fusionskonstrukt 5

MT 8+ TATCTAGATAACGAGGGCAAAAAATGTACTA
CCCCTTTGTCCGTAAAGCGTTATTTCGTTACTT
CAGCAGC 65°C 20s

DHODH_LQAPKF TAAAGCTTTCAGTGATGGTGATGGTGATGGCC

D _RGHS6 (A) CCGGTCGAATTTCGGAGCCTGCAG

Fusionskonstrukt 6

MT 9+ TATCTAGATAACGAGGGCAAAAAATGTACTA
CCCCTTTGTCCGTAAAGCGTTATTTCAACTGG
ACCCGGAAACGGCTCAC 65°C 20s

DHODH_LQAPKF
D _RGH6 (A)

TAAAGCTTTCAGTGATGGTGATGGTGATGGCC
CCGGTCGAATTTCGGAGCCTGCAG

Sense-Primer sind mit einem (+) oder (S), Antisense-Primer mit einem (-) oder (A) gekennzeichnet.
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Tabelle 2.4: Primer der quantitativen Real-Time PCR (RT-PCR)

. Produkt-  Annealing- Elonga-
Primer Sequenz (5‘—3°) . .
grofRe (bp) Temp. tionszeit
G3PDH
G3PDH 5+ CGGGAAGTGGACTACCTACAGAC
597 63°C 255
G3PDH 6- AGTTTCTCCATATTCTACGCAACC
DHODH
DHODH 3+ TACGAAGATCGGTCGGTCATCAATC
1014 58°C 50s
DHODH 4- CTCCGGCGGCGATCGTCACAGTC
TgNDH2-1
Tgndh2-1 5+ ATCCTCGTCGACCAGCAAATGAAG
535 60°C 255
Tgndh2-1 2- AGTCAACTGCATCTGGAGGTAC
TgNDH2-11
Tgndh2-11 23+ ATCCGGAAGAAAGTGATGAACAACT
1177 55°C 50s
Tgndh2-11 24- TATCACTGGTTTGCGACTACGAAGTA
SDH
SDH 15+ TCCGCTCACACCTGCACTGGAGAC
1187 58°C 50s
SDH 16- CAGCGATGAAACGCGCCAAGAAG
MQO
MQO 11+ TCCCGAAGCTGAACACCGTGCTCT _
358 57°C 1 min, 30s
MQO 12- TTGCGCAGAAATCCAAATGATGATG
ScDHODH
ScDHODH 1+ TCATTGATGTGGAGAAGGAGAGTG
217 63°C 20s
ScDHODH 2- GTACCAATCTGTAGCATAGAGGCA
Tubulin
Tub 3+ CGCCACGGCCGCTACCTGACTG
434 60°C 20s
Tub 4- TACGCGCCTTCCTCTGCACCCATCT
UPRT
Uprt fwd (S) GACGAAACAACTGCGGAGCCTAAGC
293 68°C 12s
Uprt rev (A) TCACCAATGCCGGGGACGATGTA
TgGT1
GT11+ CCATCATGCAGCAGTTCACTGGCA
384 68°C 20s
GT12- TGGCTGCTCCCTGCTTGATCTCAG
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Fortsetzung Tab. 2.4: Primer der quantitativen Real-Time PCR (RT-PCR)

HK
HK 3+ GTGCCGTGTTGGACTCATCATC

261 58°C 20s
HK 4- GCACGGGCGCCAAATACTC
GPI
GPI 1+ CTCGGCTGTGGGCATTCTTCCTCT

262 60°C 20s
GPI 2- GCGCTTCCCGTTGCTCTCCAT
TPII
TPI I3+ ACCGGGGAGATCAGCGTGGAAATG

353 61°C 20s
TPI | 4- AACTCGCGGATATGCTCGTGGACT
TPLI1I
TPII 1+ CTCCGCGCCAGTCTCCTT

391 57°C 20s
TPI I 2- ATAGCCGCCATGTTCAGTGC
PGK I
PGK I 3+ GGGAGGCGCCAAGGTTC

311 57°C 20s
PGK I 4- TGTCGACGCCCATCCATC
PGK II
PGK Il 3+ GCGCTGGCCAAGGAGAAGG

328 60°C 20s
PGK Il 4- CTATTGCCGCCACAGAGTCACC
PKI
PK11+ GGCCGCCACATCCGCATTATTC

396 60°C 20s
PKI 2- CGCAGGGTAGTCCACGCAGGTTTC
PK 11
PKII 1+ ACCGGCGAGCTGGGATTATGAAGA

319 61°C 20s
PKII 2- CTGGGCGAAGAACGGAAAGAA

Sense-Primer sind mit einem (+) oder (S), Antisense-Primer mit einem (-) oder (A) gekennzeichnet.

2.1.4 Medien und Zusétze fiir die Zell- und Bakterienkultur

2.1.4.1 T. gondii Zellkultur

Medien

DMEM mit 4,5 g/l D-Glukose, 0,58 g/l L-Glutamin, 3,7 g/l NaHCO3;

DMEM ohne L-Glutamin, 4,5 g/l D-Glukose, 3,7 g/l NaHCO3

DMEM ohne D-Glukose, ohne L-Glutamin, 3,7 g/l NaHCO3
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Medienzusatze

Fotales Kélberserum (FCS)
Dialysiertes FCS
L-Glutamin (200 mM)

Alle aufgefiihrten Medien und Zusétze wurden durch Biochrom (Berlin) bezogen.

2.1.4.2 E. coli Kultur

Medien
LB-Medium M63-Minimalmedium
Stockldsung (5x) Gebrauchsldsung (1x)
10 g/l Trypton 10 g/l (NH4)2SO4 M63 Medium (1x)
5 g/l Hefeextrakt 68 g/l KH,PO, 1 ml/l MgSO4-7 H,0
5 g/l NaCl 2,5 mg/l FeSQO,4-7 H,O 1% Glucose (V/Vv)
in ddH,0 in ddH,0 in ddH,0
— Autoklavieren — Autoklavieren

Medienzusatze
Anhydrotetracyclin - 5-200 ng/ml  Stocklésung 10 mg/ml in DMF
Uracil 10 pg/mi Stocklésung 0,022 g/ml in KOH

Beide Substanzen wurden durch Sigma-Aldrich, Miinchen bezogen.

2.1.5 Antibiotika und antiparasitare Wirkstoffe

Alle verwendeten Substanzen wurden, sofern nicht anders angegeben, durch Sigma-Aldrich

(Minchen) bezogen.

Tabelle 2.5: Verwendete Antibiotika und antiparasitare Wirkstoffe

Substanz Stocklésung Endkonzentration
5-Fluorodeoxyuridin (FUDR) 10 mM ddH,0 5uM

Ampicillin 50 mg/ml in EtOH 50 pg/mi
Atovaquon 5 mM in DMSO 100 nM
Chloramphenicol (T. gondii) 100 mM in EtOH 20 uM
Chloramphenicol (E. coli) 34 mg/ml in EtOH 34 pg/ml
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Fortsetzung Tab. 2.5: Verwendete Antibiotika und antiparasitare Wirkstoffe

Compound B 2,5mM in DMSO 0,01 - 30 uM
(Tietze and Ma 2010)

HDQ 2,5 mM in DMSO 0,01-30puM
(Eschemann et al. 2005)

Mycophenolsdure (MPA) 25 mg/ml in EtOH 25 pg/mi
Penicillin/Streptomycin 10.000 U/mi/10.000 pg/ml 1% (viv)
(Biochrom, Berlin)

Pyrimethamin 2 mM in EtOH 1uM
Xanthin 50 mg/ml in KOH 50 pg/mi

2.1.6 Antikorper und Fluoreszenzmarker

Tabelle 2.6: Verwendete Antikorperverdinnungen fir Western Blot (WB) Analysen und

Immunfluoreszenztests (IFTSs)

Priméarantikérper Gebrauchsverdinnung
Maus anti-(His)s, BSA-frei WB 1:1000

(Qiagen, Hilden)

Kaninchen anti-CAT WB 1:2000; IFT 1:1000
(3°-5" Inc)

Kaninchen Anti-SAGI WB 1:500

(Arbeitsgruppeneigenes Serum)

Sekundéarantikorper

AP-konjugiertes Ziege anti-Maus 1gG WB 1:3000
(Dianova, Hamburg)

Cy3-konjugiertes Affe anti-Kaninchen IgG IFT 1:300
(Dianova, Hamburg)

HRP-konjugiertes Affe anti-Kaninchen IgG ~ WB 1:5000

(Dianova, Hamburg)

Um zwischen Parasiten mit einem intakten mitochondrialen Membranpotential (A¥y,) und
einem depolarisiertem AWn, zu differenzieren, wurden die Zellen mit dem Fluorophor
MitoTracker® Red (CM-H,XRos, Life Technologies, Darmstadt) markiert. Die Verdiinnung
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der Stocklosung (100 mM in DMSO) auf die im Assay verwendete Endkonzentration von 0,5
UM erfolgte mit DMEM (10% FCS (v/v)).

2.1.7 Enzyme

Antarktische Phosphatase New England Biolabs, Frankfurt
DNase | (Amplification Grade) Sigma-Aldrich, Miinchen
Lysozym (aus Hihnereiweil?) Sigma-Aldrich, Minchen
M-MLYV Reverse Transkriptase, Promega, Mannheim

RNase H Minus, Point Mutant
Phusion High-Fidelity DNA-Polymerase  New England Biolabs, Frankfurt
Protease-Inhibitor-Cocktail, EDTA frei Roche, Mannheim

Tag-DNA-Polymerase Roche, Mannheim
Restriktionsenzyme New England Biolabs, Frankfurt
RNase A Sigma-Aldrich, Minchen

2.1.8 Substrate der Enzymaktivitatsmessung

Mit Ausnahme von Decylubiquinon (Qp, Enzo Life Sciences, Lorrach) wurden alle hier
angegebenen Reagenzien von Sigma-Aldrich (Mlnchen) bezogen. Die Stocklésungen von
DHO, DCIP und Fumarat wurden vor jeder Aktivitatsmessung der Enzyme frisch angesetzt.
Da die Messung in einem Gesamtvolumen von 200 pl stattfand, wurde die flr jede der
verwendeten Substrate und Inhibitoren bendtigte Arbeitskonzentrationen als 20-fach

konzentrierte L&sungen hergestellt.

Tabelle 2.7: Zur Messung der Enzymaktivitat verwendete Substrate

Substrat Losungsmittel Stocklésung  Arbeitskonzentration
2,6-Dichlorindophenol (DCIP) ddH,0 1,2 mM 60 uM
Decylubiquinon (Qp) EtOH 10 mM 5300 pM
Dihydroorotat (DHO) ddH,0 10 mM 5-1000 um

Fumarat (Natrium-Fumarat) ddH,0 2 mM 1000 uM

2.1.9 Molekulargewichtsmarker

GeneRuler™ 100 bp und 1 kb DNA Ladder Thermo Fisher Scientific, Schwerte
Prestained Protein Marker, Broad Range New England Biolabs, Frankfurt
peqGOLD Proteinmarker 1V Peqlab Biotechnologie, Erlangen
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2.1.10 Chemikalien

0,05% Trypsin-EDTA
2-Deoxy-D-Glucose (2-DOG)
6x DNA Loading Dye
Acrylamid/Bisacrylamid (30%)
Adenosintriphosphat (ATP)
Aminocapronsdure
Ammoniumperoxodisulfat (APS)
Ammoniumsulfat ((NH4)2SO,)
Bacto™™ Agar

Bacto'™ Hefeextrakt

Bacto™ Trypton
Bromphenolblau

BSA

Calciumchlorid (CaCl,)
Coomassie Brilliantblau R 250
Diathanolamin
Dikaliumhydrogenphosphat/
Kaliumdihydrogenphosphat
(K2HPO4/KH,PO,)

DMSO, Hybri-Max
dNTP-Mix (jeweils 10 mM pro dNTP)
DTT
ECL™.-Detektionsreagenz
EDTA

Eisen(Il)-sulfat (FeSO4-7 H,0)
Essigséaure

Ethanol

Ethidiumbromid

Glucose

Glutathion

Glycerin 87%

HEPES

Gibco, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Minchen
Thermo Fisher Scientific, Schwerte
Carl Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Minchen
Sigma-Aldrich, Minchen
Merck, Mannheim
Merck, Darmstadt

BD, Heidelberg

BD, Heidelberg

BD, Heidelberg
Amresco, Solon, USA
Biomol, Hamburg
Merck, Mannheim
Merck, Mannheim
Merck, Mannheim

Carl Roth, Karlsruhe

Sigma-Aldrich, Munchen
Roche, Mannheim
Sigma-Aldrich, Minchen
GE Healthcare, Munchen
Merck, Mannheim

Carl Roth, Karlsruhe
Carl Roth, Karlsruhe
Merck, Mannheim
AppliChem, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Minchen
Carl Roth, Karlsruhe

Biochrom, Berlin
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Imidazol Sigma-Aldrich, Munchen
Isopropanol Carl Roth, Karlsruhe
Kaliumchlorid (KCI) Merck, Darmstadt
Kaliumhydroxid (KOH) Merck, Darmstadt
Magermilchpulver Sucofin
Magnesiumchlorid (MgCly) Merck, Darmstadt
Magnesiumsulfat (MgSO,-7 H,0) Merck, Darmstadt
Methanol Carl Roth, Karlsruhe
Mowiol 4-88 Merck, Darmstadt
Natriumacetat (C,H3sNaO,) Merck, Mannheim
Natriumazid (NaN3) Merck, Mannheim
Natriumchlorid (NaCl) Merck, Mannheim
Natriumdodecylsulfat (SDS) Merck, Mannheim
Ni-NTA-Agarose Qiagen, Hilden
Paraformaldehyd (PFA) Merck, Mannheim
PBS (Dulbecco w/o Ca2+, Mg2+) Biochrom, Berlin
Salzsdure (37%) Merck, Mannheim
TEMED Carl Roth, Karlsruhe
Tris(hydroxymethyl)-aminomethan Merck, Mannheim
Triton X-100 Merck, Darmstadt
Tween-20 Sigma-Aldrich, Minchen

2.1.11 Kommerzielle Kits
DNA-Aufreinigung
QIAquick® PCR Purification Kit Qiagen, Hilden

DNA-Gelextraktion
QIAquick® Gel Extraction Kit Qiagen, Hilden

DNA-L.igation
Quick Ligation Kit™ (T4 DNA Quick Ligase) New England Biolabs, Frankfurt

Isolierung genomischer DNA
QlAamp® DNA Mini Kit Qiagen, Hilden
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Isolierung von Gesamt-RNA
GenElute™ Mammalian Total RNA Kit Sigma-Aldrich, Miinchen

PCR-Klonierung
QIAGEN®PCR Cloning Kit Qiagen, Hilden

Plasmid-Préaparation
GenElute™ Plasmid Maxi Prep Kit Sigma Sigma-Aldrich, Miinchen
GenElute™ Plasmid Mini Prep Kit Sigma Sigma-Aldrich, Miinchen

Quantitative Real-Time PCR
LightCycler® FastStart DNA Master™ Roche, Mannheim
SYBR Green |

2.1.12 Verbrauchsmaterialien

Chromatografie-Séulen Poly-Prep, BioRad, Miinchen

Einmalkanulen (20 G, 26 G) B. Braun, Meldungen

Einmalkivetten 1, 5 ml halomikro, Brand, Wertheim
Elektroporationskiivetten Gene Pulser Cuvette 0,2 cm, BioRad, Miinchen
Deckgléaschen @ 13 mm, Thermo Fisher Scientific, Schwerte
Kryordhrchen 2 ml Nunc, Thermo Fisher Scientific, Schwerte
Nitrozellulosemembran Hybond ECL, GE Healthcare, Miinchen
PD-10 Séulen GE Healthcare, Minchen

Spritzen (10 ml, 30 ml, 50 ml) Terumo, Eschborn

Spritzenfilter, Filtropur S 0,2 mM Sarstedt, Numbrecht

Vacuum-Filter Corning Incorporated, Amsterdam (NL)
Vivaspin 15 10.000 MWCO PES, Sartorius, Goéttingen
Whatman-Filterpapier Grade 4, Rettberg, Gottingen

Zellschaber Breite 13 mm, Biochrom, Berlin
Zellkulturflaschen und -platten Greiner Bio-One, Frickenhausen

2.1.13 Gerate

Acrylamid Gel-Caster Mini Protean I, BioRad, Miinchen
Agarose-Gelelektrophorese Keutz Labortechnik, Reiskirchen

Chemilumineszenz-Detektion ImageQuant LAS-4000, Fujifilm, Disseldorf



ElectroCell Manipulator
Fluoreszenzmikroskop
Fluoreszenz-Spektrometer
Geldokumentationsanlage
Inkubator

Laborwaagen
LightCycler®
Magnetrihrer

Netzteil
Neubauer-Z&hlkammer
pH-Meter

Photometer

Pipetten

Pipettierhilfe
Plattformschuttler

Rotator

Schuttelinkubator

SDS-PAGE System
Semi-Dry Blotgerét
Sterilbank

Thermocycler
Thermomixer
Ultraschall-Homogenisator
UV-Tisch

Vortexer

Wasserbad
Zellkulturmikroskop

Zentrifugen
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Typ 600 BTX, Holliston, MA, (USA)
Axiovert 200 M, Zeiss, Gottingen
Perkin-Elmer LS 50B

BioDoc Il, Biometra, Gottingen

Heracell 240, Heraeus, Hanau

CP 224 S und LP 6200 S, Sartorius, Gottingen
Roche, Basel, Schweiz

RCT basic, IKA Labortechnik, Staufen
Standard Power Pack P25, Biometra, Gottingen
Roth, Karlsruhe

766, Calimatic, Knick, Berlin

Ultraspec 1000, Pharmacia Biotech, Freiburg
Reference, Eppendorf, Hamburg

Pipetboy accu-jet pro, Brand, Wertheim
Duomax 1030, Heidolph, Schwabach
Heidolph, Schwabach

SM 30 Control (Schattler) + TH 30
(Inkubationshaube), Edmund Buhler, Hechingen
Mini-Protean 3 cell, BioRad, Miinchen
Sartorius, Gottingen

BDK-S 1800, BDK Luft- und Reinraum
Technik, Sonnenbiihl

T3, Biometra, Gottingen

Compact, Eppendorf, Hamburg

Sonifier 250 Branson, USA

TFX-20M, Gibco BRL, Eggenstein

Reax Top, Heidolph, Kelheim

GFL, Burgwedel

DM IL, Leica, Heidelberg

Megafuge 2.0, Heraeus, Hanau

Megafuge 2.0 RS, Heraeus, Hanau

Centrifuge 5424, Eppendorf, Hamburg
Centrifuge 5417R, Eppendorf, Hamburg
Avanti TM J-25 BeckmannCoulter, Krefeld
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2.2 Methoden

2.2.1 Zellkultur

2.2.1.1 Kultivierung der humanen Vorhautfibroblasten (HFF)

Die Kultivierung der als Wirtszellen dienenden HFF erfolgte in T75 Zellkulturflaschen (75
cm?) bei 37°C und einer mit Wasserdampf gesattigten Atmosphare von 5% CO,. Nach
Absaugen des Mediums wurde der Monolayer zundchst mit 2 ml 0,05% Trypsin-EDTA
gewaschen, anschlieBend mit 3 ml 0,05% Trypsin-EDTA (berschichtet und so lange
inkubiert, bis eine Dissoziation und ein erstes Abldsen der adhédrenten Zellen vom Untergrund
erkennbar war. Nach Absaugen des Trypsin-EDTA Gemischs, wurden die Zellen durch
Abklopfen vollstandig vom Boden der Kulturflasche geldst. In Abhéngigkeit des gewiinschten
Verdunnungsfaktors (Splitrate) wurden die HFF in frischem, auf 37°C vorgewéarmten DMEM
mit 10% FCS (v/v), 100 U/ml Penicillin und 100 pg/ml Streptomycin (1% (v/v), P/S)
aufgenommen und auf neue Zellkulturflaschen oder -platten verteilt. Die vollstdndige
Konfluenz der Fibroblasten wurde nach ungefahr 7 Tagen erreicht.

2.2.1.2 Kultivierung von T. gondii

Zur Subkultivierung von T. gondii wurden stets in T25 Flaschen (25 cm?) kultivierte HFF
verwendet. Nach einem Austausch des Mediums gegen 37°C erwarmtes DMEM mit 1% FCS
(viv), und 1% P/S (v/v) erfolgte die Infektion der Zellen mit jeweils rund 6x10° bzw. 3x10°
Parasiten. Nach einer 2- bzw. 3-tdgigen Inkubation bei 37°C und einer mit Wasserdampf
geséttigten Atmosphare von 5% CO, zeigte sich eine nahezu vollstandige Zelllyse der

Wirtszellen und die extrazellularen Parasiten wurden erneut passagiert.

2.2.1.3 Kryokonservierung und Auftauen der Zellen

Zur Konservierung der HFF einer T75 Zellkulturflasche wurde zundchst wie in Abschnitt
2.2.1.1 beschrieben mittels Trypsin-EDTA Behandlung eine Zellsuspension hergestellt. Diese
wurde bei 400 x g fiir 10 min zentrifugiert und das Pellet, nach Absaugen des Uberstandes, in
3 ml eiskaltem DMEM mit 40% FCS (v/v) resuspendiert. Nach einer Inkubationszeit von 5

bis 10 min auf Eis wurde die Zellsuspension vorsichtig mit 3 ml 2fach-Einfriermedium

versetzt, zu je 1 ml in Kryordéhrchen aliquotiert und diese sofort bei -80°C eingefroren.
Zur Kryokonservierung extrazellularer T. gondii wurden diese zunachst fir 10 min bei 1.314
X g zentrifugiert und das Uberstehende Medium entfernt. Das mit 1 ml eiskaltem DMEM mit

1% FCS resuspendierte Pellet wurde fir 5 bis 10 min auf Eis inkubiert und anschlieBend mit 1
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ml 2fach-Einfriermedium vermischt. Aliquots von 0,5 ml wurden sofort bei -80°C

eingefroren.

Die dauerhafte Lagerung der Proben (HFF und T. gondii) erfolgte in flissigem Stickstoff. Das
Auftauen der Aliquots geschah (zigig) in einem auf 37°C erwdrmtem Wasserbad und
sofortiger Uberfiihrung des Inhalts in Zellkulturflaschen mit vorgewarmten DMEM mit 10%
FCS (HFF) bzw. 1% FCS (T. gondii). Um letzte Reste des DMSOs zu entfernen, wurde nach

24 h ein Mediumwechsel vorgenommen.

2fach-Einfriermedium
20% DMSO (v/v)
in DMEM mit 1% FCS und 1% P/S

2.2.1.4 Stabile Transfektion von T. gondii

Aus einer frisch lysierten T25 Kulturflasche wurden die extrazellularen Parasiten zundchst bei
1.314 x g fur 10 min pelletiert. Um tberflissiges Medium zu entfernen, wurde der Uberstand
abgesaugt, das Pellet mit 10 ml Cytomix resuspendiert (Waschschritt) und die Parasitenanzahl
mittels einer Neubauer-Z&hlkammer bestimmt. Nach einem weiteren Zentrifugationsschritt
fur 10 min bei 1.314 x g erfolgte die Einstellung der Parasitenkonzentration auf ~ 3x10’/ml
mit steril filtriertem Cytomix/ATP/GSH. Pro Transfektionsansatz wurden 370 pl der

Parasitensuspension mit 30 pg linearisiertem Plasmid (30 pl) steril vermischt. Die
vorhergehende Isolierung der Plasmid-DNA erfolgte mit dem GenElute Plasmid Maxi Prep
Kit. Sollte das Plasmid nicht-homolog (ungerichtet) ins Genom integriert werden, wurden
dem Ansatz zusétzlich 20 U Restriktionsenzym hinzugefiuigt. Das Gesamtvolumen von 400 pl
wurde, unter Vermeidung von Blasen, in eine 0,2 cm Elektroporationskiivette pipettiert und
mit einem BTX Eclectro Cell Manipulator 600 unter folgenden Einstellungen elektroporiert:
1,4 kV (Ladespannung), 24 Q (Widerstand) und 25 pF (Kondensator-Kapazitat). Im
Anschluss an eine 15-minitige Ruhephase bei RT wurden die transfizierten Parasiten in eine
T25 Zellkulturflasche Uberfihrt und unter den unter 2.2.1.2 aufgefliihrten Bedingungen
kultiviert. Im Falle einer Selektion mit Chloramphenicol wurde dem Medium sofort die in der
Tabelle 2.5 aufgefiihrte Konzentration zugegeben. Eine Selektion mit Pyrimethamin bzw.

MPA und Xanthin erfolgte erst 24 h nach erfolgter Transfektion.
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Cytomix Cytomix/ATP/GSH
120 mM KCI 12 mg ATP

0,15 mM CaCl, 15 mg Glutathion
10 mM K;HPO4/KH,PQOy4, pH 7,6 10 ml Cytomix

25 mM HEPES — Sterilfiltration

2 mM EDTA (pH 8,0)

5 mM MgCl,

— pH 7,6 mit KOH

— Sterilfiltration

2.2.1.5 Einzelklonierung transgener T. gondii Linien

Um aus einer transgenen T. gondii Linie Einzelklone mit einem definierten Genotyp zu
erhalten, wurde die nach Roos et al. (1994) beschriebene Methode der seriellen Verdiinnung
verwendet. Dazu wurden in jedes Well einer 96-Well-Zellkulturplatte 200 pl einer HFF-
Suspension ausgesédt und bis zu ihrer Konfluenz kultiviert. Nach Absaugen des Mediums
wurde in den Wells zunachst ein Volumen von 100 pl DMEM (1% FCS) vorgelegt. Um die
zu klonierenden extrazelluldaren Parasiten einer frisch lysierten T25 Kulturflasche von
Zelltrimmern der Wirtszellen zu trennen, wurden diese bei 34 x g fur 5 min zentrifugiert. Der
Parasiten-Uberstand wurde durch eine weitere Zentrifugation bei 1.314 x g pelletiert und in
einem definierten Volumen resuspendiert. Die anschlieRende Bestimmung der
Parasitenanzahl erfolgte mit einer Neubauer-Zahlkammer. Insgesamt 100 ul einer auf 2000
Parasiten/10 ml eingestellten Parasitensuspension wurden daraufhin in die erste Reihe der
96-Well-Platte (A1-H1) pipettiert und bis zur sechsten Reihe der Platte mit einem Faktor von
zwei seriell verdlnnt. In jedem Well der letzten Reihe lagen daher theoretisch 0,625 Parasiten
vor. Das gleiche Verfahren wurde auch fir die Reihen sieben bis zwolf der Zellkulturplatte
durchgefuhrt und diese (ohne sie dabei zu bewegen) fur sechs Tage kultiviert. Die
Identifizierung einzelner Klone erfolgte mikroskopisch, durch die Bestimmung der in den
Wells befindlichen Anzahl an Parasiten-Plaques. Der Inhalt der Wells mit einem einzelnen
Plague wurde vollstandig in eine T25 Kulturflasche tberfuhrt und bis zur vollstandigen Lyse

des Monolayers kultiviert.
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2.2.1.6 Bestimmung der T. gondii Wachstumsrate

2.2.1.6.1 Replikationsassay

Um intrazellulare Replikationsraten sowie Wachstumskinetiken der Parasiten zu bestimmen,
wurden konfluente, in 24-Well-Platten auf Deckgléschen kultivierte, HFF zundchst mit ~
3x10* Parasiten infiziert. Diese verblieben entweder unbehandelt oder wurden gleichzeitig mit
100 nM HDQ, Compound B oder Atovaquon behandelt. Nach Erreichen des jeweiligen
Untersuchungszeitpunktes wurden die Zellen einmal mit 1x PBS (1 ml) gewaschen und fiir 15
min mit 500 pl 4% PFA/PBS fixiert. Im Anschluss an einen weiteren Waschschritt mit 1x
PBS, erfolgte die Permeabilisierung mit 500 pl 0,25% Triton X-100/PBS fur 15 min. Nach
drei weiteren Waschschritten mit 1x PBS wurden die Deckglaschen kurz in ddH,O getaucht,
die beschichtete Seite mit Mowiol eingedeckelt und die Proben Uber Nacht bei 4°C
getrocknet. Die Bestimmung der durchschnittlichen Anzahl intrazellularer Parasiten erfolgte
mikroskopisch durch die Auszéhlung der Parasiten von mindestens 100 zuféllig ausgewahlten
parasitophoren Vakuolen. Die Herstellung der angegebenen Ldsungen von PFA und Triton X-
100 erfolgte jeweils mit 1x PBS.

Mowiol

7,81 ml 87% Glycerin

2,4 g Mowiol 4-88

6 ml ddH,0

12 ml 0,2 M Tris pH 8,5

— bei RT l6sen und anschlieend bei 50 °C fiir 2 h rithren
— Zentrifugation bei 5.000 x g fur 15 min

— Uberstand bei -20°C einfrieren

2.2.1.6.2 Plaque-Assay

Der von Roos et al. (1994) beschriebene Plague-Assay eignet sich besonders um die
Replikationsrate von T. gondii Gber mehrere Generationen hinweg zu untersuchen und damit
die Vitalitat verschiedener Parasitenstimme zuverldssig zu vergleichen. Konfluente HFF, in
T25 Zellkulturflaschen, wurden dazu mit jeweils 200 Parasiten infiziert und fur insgesamt 6
Tage (ohne diese dabei zu bewegen) kultiviert. Sechs Tage p. i. wurden die Zellen zunachst
einmal mit 1x PBS gewaschen und der Monolayer fir 5 min mit -20°C Methanol fixiert und

anschlieRend fur weitere 5 min mit Kristallviolett-Losung gefarbt. Uberschiissiges

Kristallviolett wurde nach Absaugen der Farbel6sung durch mehrmaliges Spiilen mit 1x PBS

entfernt und der Zellrasen schliellich luftgetrocknet. Die durchschnittliche Flache von
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mindestens 50 zuféllig ausgewahlten Plaques wurde durch das Bildverarbeitungsprogramm
ImageJ berechnet.

Kristallviolett-L§sung

6,25 g Kristallviolett

62,5 ml EtOH (absolut)

250 ml 1% Ammoniumoxalat (v/v in ddH,0)

2.2.1.7 Immunfluoreszenztest (IFT)

Konfluente, in 24-Well-Platten auf Deckglaschen kultivierte, HFF wurden mit ~ 3x10*
Parasiten infiziert und nach Erreichen des jeweiligen Untersuchungszeitpunktes zunéchst
einmal mit 1x PBS (1 ml) gewaschen. Nach einer Fixierung der Zellen fir 15 min mit 500 pl
4% PFA/PBS, erfolgte ein weiterer Waschschritt mit 1x PBS und eine anschlieRende
Permeabilisierung fur 15 min mit 500 pl 0,25% Triton X-100/PBS. Nach einer Blockierung
mit 1% BSA/PBS flr 1 h erfolgte die Inkubation mit 300 pl des Primarantikdrpers (in 1%
BSA/PBS) fir 1 h. Zur Entfernung ungebundener Antikdrper wurden die Zellen dreimal mit
1x PBS fur jeweils 5 min gewaschen und fir 1 h mit 300 pl des Sekundarantikdrpers inkubiert
(in 1% BSA/PBS). Nach drei weiteren Waschschritten mit 1x PBS wurden die Deckgléschen

kurz in ddH,O getaucht und die beschichtete Seite mit Mowiol eingedeckelt. Nach einer

Trocknung der Proben tber Nacht bei 4°C wurden diese unter dem Fluoreszenzmikroskop
ausgewertet. Die Herstellung der angegebenen Ldsungen von PFA, Triton X-100 und BSA
erfolgte jeweils mit 1x PBS.

2.2.1.8 Analyse des mitochondrialen Membranpotentials (A¥,) mit MitoTracker Red

Fir eine Analyse des mitochondrialen Membranpotentials (A¥y) von T. gondii wurde
MitoTracker Red (Fluorophor) verwendet. Dieser kationische Farbstoff diffundiert passiv
durch die Zellmembran, wo er akkumuliert und durch die Oxidation respiratorisch aktiver
Zellen in die fluoreszierende Form umgewandelt wird. Parasiten mit einem vorhandenen
A¥Ym konnen durch fluoreszenzmikroskopische Analysen somit von Toxoplasmen ohne
nachweisbares AWm differenziert werden. Dadurch ist es unter anderem mdglich,
Auswirkungen antiparasitdrer Substanzen auf das A¥Ym zu untersuchen. Konfluente, in
24-Well-Platten auf Deckglaschen kultivierte, HFF wurden zunichst mit ~ 3x10* Parasiten
infiziert. Im Falle unbehandelter Kontrollen wurden die Zellen 24 h p. i.,, nach einer
Behandlung mit 1-Hydroxyquinolonen 48 h p. i. (zur Entfernung extrazelluldrer Parasiten)

einmal mit DMEM (10% FCS) gewaschen. Nach einer Verdinnung von MitoTracker Red auf
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0,5 UM wurde jeweils 1 ml des Medium in die Wells pipettiert und bei 37°C fur 45 min
inkubiert. Anschliefend wurden die Zellen fiir jeweils 5 min dreimal mit DMEM (10% FCS)
gewaschen, gefolgt von zwei weiteren Waschschritten mit 1x PBS. Nach einer Fixierung der
Zellen fur 15 min mit 500 pl 4% PFA/PBS erfolgte ein weiterer Waschschritt mit 1x PBS und
eine anschlieBende Permeabilisierung fur 15 min mit 500 pl 0,25% Triton X-100/PBS. Nach
drei weiteren Waschschritten mit 1x PBS wurden die Deckgldschen kurz in ddH,O getaucht,
die beschichtete Seite mit Mowiol eingedeckelt und die Proben Uber Nacht bei 4°C
getrocknet. Die Bestimmung des prozentualen Anteils parasitophorer Vakuolen mit Parasiten,
die ein nachweisbares AYm besitzen, wurde durch Fluoreszenzmikroskopie von mindestens
100 zufallig ausgewahlten Vakuolen ermittelt. Die Herstellung der angegebenen Ldsungen
von PFA und Triton X-100 erfolgte jeweils mit 1x PBS, MitoTracker Red wurde mit DMEM
(10% FCS) verdnnt.

2.2.2 Allgemeine molekularbiologische Methoden - Nukleinsduren

2.2.2.1 Isolierung von Nukleinsduren und cDNA Synthese

Extraktion genomischer DNA erfolgte mit dem QlAamp DNA Mini Kit. Gesamt-RNA wurde
durch das GenElute Mammalian Total RNA Kit isoliert und zur Denaturierung
kontaminierter DNA (nach Herstellerprotokoll) mit DNase | behandelt. Etwa 5 pg der
isolierten Gesamt-RNA wurden mittels der M-MLV Reversen Transkriptase und unter

Verwendung eines Oligo(dT);s Primers fur die cDNA-Synthese eingesetzt. Die reverse

Transkription erfolgte in einem 50 pl Ansatz fir 1 % h bei 37°C. Fir eine anschlieRende
Aufreinigung der cDNA wurde das QIAquick PCR Purification Kit verwendet und die DNA
nach einer Verdinnung mit 100 pl ddH,O bis zu ihrer weiteren Verwendung bei -20°C

gelagert.

cDNA-Synthese

34,5 pul Gesamt-RNA

10 pul M-MLV 5x Puffer

2,5 ul ANTP-Mix (2,5 mM)

2 ul Oligo(dT)1g Primer (10uM)

1 ul Reverse-Transkriptase (200 U)
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2.2.2.2 Polymerase Kettenreaktion (PCR)

2.2.2.2.1 Konventionelle PCR

Die Bedingungen der konventionellen PCR im Thermocycler richtete sich jeweils nach den
spezifischen Eigenschaften der verwendeten Polymerase, der Template DNA (cDNA,
genomische- oder Plasmid-DNA), der Schmelztemperatur (Ty) des Primerpaars und der
GroRe (bp) des PCR-Produkts. Die Amplifikation wurde dabei in einem PCR-Ansatz von 50
pl und (abhéngig von der verwendeten Polymerase) mit dem unter Tabelle 2.8 aufgefiihrten
PCR-Programm durchgefiihrt. Die zur Amplifikation des PCR-Produkts eingesetzte
Annealing-Temperatur und Elongationszeit sind in den Tabellen 2.1 - 2.3 der Primerpaare

aufgelistet.

PCR-Ansatz

Template-DNA 50 -100 ng

Sensen Primer (5 puM) 5ul

Antisense Primer (5 uM) 5 pl

dNTP-Mix 1l

Puffer Phusion (5x) 10 ul/ Tag (10x) 5 ul

DNA Polymerase Phusion (2 U/ul) 0,5 ul/ Taqg (5 U/ul) 0,25 pl
PCR-H,0 ad 50 pl

Tabelle 2.8: PCR-Programm der Phusion- und Taqg-Polymerase

Phusion-Polymerase Tag-Polymerase

Anfangliche Denaturierung 98°C 30s 94°C 3 min
Denaturierung 98°C 10s 94°C 30s

) 30 35
Annealing x°C 30s x°C 60 s

) Zyklen Zyklen
Elongation 72°C XS 72°C XS
Finale Elongation 72°C 10 min 72°C 7 min
Kihlung 4°C 0 4°C 0

2.2.2.2.2 Real-Time PCR (RT-PCR)

Die relative mRNA Menge der untersuchten Gene wurde mit Hilfe des LightCycler FastStart
DNA Master™ SYBR Green | Kits quantifiziert. Dazu wurde Gesamt-RNA isoliert, revers
transkribiert und die gewonnene cDNA durch LightCycler® RT-PCR analysiert. Die
Amplifikation wurde dabei in einem RT-PCR-Ansatz von 20 pl fur insgesamt 40 Zyklen mit
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dem unter Tabelle 2.9 aufgefiihrten RT-PCR-Programm durchgefiihrt. Die verwendeten
Annealing-Temperaturen und Elongationszeiten sind in Tabelle 2.4 aufgefiihrt.

RT-PCR-Ansatz

Template-cDNA 5ul
Sense Primer (5 pM) 1l
Antisense Primer (5 uM) 1pl
Master-Mix 4 ul
PCR-H,0 9ul

Tabelle 2.9: LightCycler® RT-PCR-Programm

Fluoreszenzmessung

Anfangliche Denaturierung 95°C 10 min -

Denaturierung 95°C 10s 40 -

Amplifikation Annealing x°C  10s -
) Zyklen ] ]

Elongation 72°C  Xxs einmalig

Denaturierung 95°C O0s -
Schmelzkurve Annealing 65°C 155 -

Schmelzung 95°C O0s kontinuierlich

Kihlung 40°C 30s -

Die Messung der Probe erfolgte stets als Doppelbestimmung. RoutineméalRig wurde nach jeder
PCR-Amplifikation eine Schmelzkurvenanalyse durchgefihrt. Crossing Point (Cp) Werte
wurden zur Quantifizierung der Genexpression zweier Proben herangezogen und durch die

MRNA Expression des konstitutiv exprimierten Tubulin Gens normalisiert.

cDNA 1 2Acp Zielgen (cDNA 2 — cDNA1)

cDNA 2 2Acp Tubulin (¢cDNA 2 —cDNA 1)

Expressionsverhéltnis

2.2.2.3 DNA-Konzentrationsbestimmung

Fur die Ligation und Sequenzierung amplifizierter DNA-Produkte war es erforderlich, die
DNA-Konzentration (ng/ul) des Amplifikats abzuschatzen. Dies erfolgte optisch Uber den
Vergleich der Banden-Fluoreszenzintensitat der zu analysierenden Probe. Als Referenz

dienten dabei die definierten Banden des aufgetrennten DNA-Gréenmarkers.
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2.2.2.4 DNA-Prazipitation

Zur Féllung geloster DNA wurde die Probe mit einem Zehntel des Gesamtvolumens 3 M
Natriumacetat (pH 5,0) und einem Volumen Isopropanol versetzt, mehrmals invertiert und
anschlieRend fiir 30 min bei 20.240 x g zentrifugiert. Der Uberstand wurde entfernt und das
DNA-Pellet, nach einem Waschschritt mit 70% Ethanol (v/v), erneut fir 10 min bei 10.000 x
g zentrifugiert. Nach Abnahme des Ethanols wurde das Pellet fur 10 bis 15 min luftgetrocknet
und die DNA mit ddH,O resuspendiert. Die Lufttrocknung und Resuspension der fur die
Transfektion von T. gondii verwendeten Plasmid-DNA erfolgte jeweils unter sterilen
Bedingungen.

2.2.2.5 DNA-Sequenzierung

Fur eine Sequenzierung der kodierenden Gensequenzen der sechs Ubiquinon-reduzierenden
mitochondrialen Dehydrogenasen (ndh2-1, ndh2-1l, sdh, mqo, dhodh, g3pdh) und des
Cytochrom b Gens wurde genomische DNA oder cDNA beider Resistenzmutanten (3L-H11,
3F-A6) sowie von Wildtyp RHAuprt Parasiten mit den unter Tabelle 2.1 aufgefiihrten
Primern durch konventionelle PCR amplifiziert. Die nachfolgende DNA Sanger
Sequenzierung der jeweiligen PCR-Produkte erfolgte mit den genannten Primern durch die

Firma SeqLab (Sequence Laboratories, Gottingen).

2.2.2.6 Plasmid-Klonierung

Far alle in dieser Arbeit hergestellten Plasmide erfolgte die PCR-Amplifizierung der Inserts
mit der Phusion High-Fidelity DNA-Polymerase. Die anschlieBende Aufreinigung der
amplifizierten PCR-Produkte erfolgte durch eine Agarosegel-Extraktion der DNA (QIAquick
Gel Extraction Kit). Fur einen effektiven Restriktionsverdau wurden die Amplifikate zunachst
in den pDrive Vektor subkloniert. Die Phusion Polymerase erzeugt im Gegensatz zur

Tag-Polymerase keinen unspezifischen Adenin-Uberhang am 3°-Ende des PCR-Produkts,

dieser wird fir eine Ligation des PCR-Fragments in den pDrive Vektor jedoch bendtigt. Das
Amplifikat wurde daher, in einem 20 pl Ansatz, fir einen finalen Elongationsschritt bei 72°C
fur 30 min mit der Tag-Polymerase inkubiert und (entsprechend der Anleitung des
Herstellers) in den pDrive Vektor kloniert. Der Vektor wurde anschlieBend, entsprechend dem
Herstellerprotokoll, in chemisch kompetente DHS50 Bakterien transformiert und diese
anschliefend auf Ampicillin-Platten ausplattiert und tUber Nacht bei 37°C inkubiert. Zur
Identifizierung positiver Transformanten durch das Blau-Weil3-Screening wurde die

LB-Agarplatte vor dem Ausplattieren der Bakterien mit 40 pl X-Gal (Stocklésung 40 mg/ml
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in DMF) sowie 40 pl IPTG (Stockldsung 1 M in ddH,0) versetzt und fir 5 min bei 37°C
inkubiert. Blaue Kolonien (mit einem religiertem Vektor) konnten somit von weiteren

Analysen ausgeschlossen werden.

Adenin-Uberhang
15 pl PCR-Produkt
2 pl 10x Puffer

1 pl dNTP-Mix

1 pl ddH,0

1 pl Tag-Polymerase

Die Isolierung der Plasmid-DNA aus E. coli erfolgte mit dem GenElute Plasmid Mini Prep
Kit. Der nachfolgende Verdau des in den pDrive Vektor subklonierten PCR-Fragments mit
den jeweiligen Restriktionsenzymen erfolgte nach Angabe des Herstellers. Fiir den Verdau
von ~ 2 pg DNA wurden von jedem der verwendeten Restriktionsenzyme insgesamt 5 U
eingesetzt und der Ansatz fiir mindestens 2 h bei 37°C inkubiert. Das geschnittene Produkt
wurde schlieBlich erneut durch Isolation aus einem Agarosegel aufgereinigt und in den
finalen, durch eine Behandlung mit antarktischer Phosphatase, dephosphorylierten Vektor
kloniert. Die Ligation erfolgte dabei mit Hilfe der Quick T4 DNA Ligase (Quick Ligation Kit)
in einem molaren Verhaltnis von Insert zu Vektor von 3:1, wobei stets 50 ng des Vektors

eingesetzt wurden. Fir die bendtigte Menge Insert-DNA galt dabei:

Masse nsert (NQ) = 3X Masse vekior (NQ) = LANGE insert (DP) / LANGE vektor (OP)

Die Selektion von DH5a Bakterien mit denen in dieser Arbeit transformierten Plasmiden
erfolgte stets mit Ampicillin (Amp), wahrend BL21-CodonPlus(DE3)-RP Bakterien, zum
Erhalt des pACYC Plasmids (Gene fur die argU und proL tRNA), nach der erfolgten
Transformation mit den unter Tabelle 2.5 angegebenen Konzentrationen von Amp und
Chloramphenicol selektioniert wurden.

Fir eine langfristige Lagerung der transformierten Bakterien wurden 350 pl der Gber Nacht
bei 37°C kultivierten Bakteriensuspension mit 350 pl LB-Medium mit 30% (v/v) Glycerin

versetzt und bei -80°C eingefroren.
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2.2.3 Molekularbiologische Methoden der Proteinanalyse

2.2.3.1 Herstellung von T. gondii Lysat

Die Herstellung des T. gondii Lysat erfolgte bei 4°C. Extrazellulare Parasiten (~ 6x10°)
wurden dafur zunédchst fur 10 min bei 1.314 x g zentrifugiert. Nach einem Waschschritt mit
1x PBS wurde das Pellet in 1 ml 1x PBS resuspendiert, welches zuvor mit einem
EDTA-freien Protease-Inhibitor-Cocktail versetzt wurde. Die Lysierung der Zellen erfolgte
durch drei Einfrier-/Auftau-Zyklen mit flissigem Stickstoff und anschlieBender Erwarmung
in einem 37°C Wasserbad sowie einer zweimaligen Sonifikation der Proben auf Eis fur 10
min bei einer Intensitdt von 2-3 und einem Unterbrechungszyklus von 30%. Zwischen beiden
Schritten wurde die Parasitensuspension fiir 10 min auf Eis inkubiert. Unldsliches Material
wurde durch Zentrifugation bei 20.800 x g fiir 20 min entfernt. Die im Uberstand befindlichen

Proteine wurden sofort verwendet oder bis zur weiteren Verarbeitung bei -20°C eingefroren.

2.2.3.2 SDS-PAGE

Proteingemische wurden durch SDS-PAGE nach ihrem Molekulargewicht aufgetrennt. Die
Acrylamidlésung des 10%igen oder 12%igen Trenngels wurde dafiir zunéchst zwischen zwei
Glasplatten einer vorbereiteten Gelkammer pipettiert und sofort mit Isopropanol
Uberschichtet. Nach vollstandiger Polymerisation des Trenngels (15 bis 20 min) wurde das
verbliebene Isopropanol vorsichtig durch spilen mit H,O entfernt, die Sammelgellésung auf
das Trenngel pipettiert und der Kamm eingesetzt. Die Denaturierung der Proteinproben
erfolgte durch Zugabe von 5x-SDS-Probenpuffer und anschlieBender Erhitzung fur 5 min bei
95°C. Nach einem kurzen Zentrifugationsschritt wurden die Proben (zusammen mit dem

Proteinmarker) aufgetragen und elektrophoretisch bei 25 mA pro Gel in 1x-SDS-Laufpuffer

aufgetrennt.
SDS-Laufpuffer (10x) SDS-Probenpuffer (5x)
30,3 g/l Tris 5,7 ml 87% Glycerin
144,1 g/l Glycerin 19 SDS
10 g/l SDS 3,125 ml 1 M Tris-HCI (pH 6.8)
in ddH,0 100 pl 0,5 % (w/v) Bromphenolblau
— pH 8,3-8,5 mit Glycin einstellen 0,25gDTT
— 1x-SDS-Puffer mit ddH,O herstellen — in 10 ml ddH,0
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Tabelle 2.10: Zusammensetzung 10%iger und 12%iger SDS-Gelldsungen

Trenngel Sammelgel

12% 10% 4,4%
2 M Tris-HCI, pH 8,8 0,94 ml 0,94 ml -
0,5 M Tris-HCI, pH 6,8 - - 0,625ml
10% SDS (w/v) 0,1 ml 0,1 ml 0,1 ml
Acrylamid/Bisacrylamid 2ml 1,67 ml 0,36
ddH,O 1,94 ml 2,27 ml 1,47 ml
APS 20 pl 20 pl 12,5 ul
TEMED 10 pl 10 pl 10 pl
Bromphenolblau - - 10 pl

Alle Mengenangaben beziehen sich auf jeweils ein Gel.

2.2.3.3 Coomassie-Farbung

Fir eine Farbung der im SDS-Gel aufgetrennten Proteine wurde das Gel fur insgesamt 1 h in

die Férbelésung aus Coomassie Blau gelegt und auf einem Plattformschiittler inkubiert. Um

die Proteinbanden sichtbar zu machen wurde das Gel anschliefend solange in Entfarber

geschwenkt, bis der Hintergrund vollstandig entféarbt war.

Coomassie-Férbelésung Entféarber
10 % Essigsaure (v/v) 10 % Essigsaure (v/v)
30 % EtOH (v/v) 30 % EtOH (v/v)

0,25 % Coomassie Brilliant Blue (w/v)

2.2.3.4 Semi-Dry Western Blot

Um im SDS-Gel elektrophoretisch aufgetrennte Proteine spezifisch durch Antikdrper zu
farben, wurden diese zundchst durch die Semi-Dry Blot-Methode auf eine
Nitrozellulosemembram Ubertragen. Filterpapiere wurden dazu auf die GroRRe des SDS-Gels
zugeschnitten (8 x 5 cm), in dem jeweiligen Transferpuffer getrdnkt und der Blot unter dem
unten angegebenen Schema in der Semi-Dry Blotkammer (luftblasenfrei) aufgebaut. Der
Transfer erfolgte fiir 1 % h bei 32 mA pro Gel (0,8 mA pro cm?).
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Kathode (-)
9 Filterpapiere mit 40 mM 6-Aminocapronséure, 20 % Methanol (v/v), pH 7,6
SDS-Polyacrylamidgel
Nitrozellulosemembran
3 Filterpapiere mit 25 mM Tris-HCI, 20 % (v/v) Methanol, pH 10,4
6 Filterpapiere 0,3 M Tris-HCI, 20 % (v/v) Methanol, pH 10,4
Anode (+)

2.2.3.5 Immundetektion

Die Schritte der Immundetektion wurden auf einem Plattformschuttler (wenn nicht anders
angegeben) bei RT durchgefihrt. Im Anschluss des Transfers wurde die Membran zur
Blockierung unspezifischer Bindestellen 1 h mit Blockierldsung geséattigt, fir 5 min mit

Waschpuffer gewaschen und tber Nacht bei 4°C mit dem Primdrantikérper inkubiert. Zur
Entfernung ungebundener Antikérper wurde die Membran am folgenden Tag dreimal fir
jeweils 10 min mit Waschpuffer gewaschen und fur 1 % h mit dem Sekunddrantikorpers
inkubiert. Nachdem die Membran erneut dreimal fir 10 min gewaschen wurde, erfolgte die
anschlieende Immundetektion mittels der Alkalischen Phosphatase oder ECL
Detektionsmethode. Die unter Tabelle 2.6 aufgelistete Verdinnung der Primér- und

Sekundéarantikdrper erfolgte jeweils mit Inkubationslésung.

Waschpuffer Blockierldsung Inkubationslgsung (fur AK)
0.05 % Tween-20 (v/v) 5 % Milchpulver (w/v) 5 % Milchpulver (w/v)
in 1x PBS, pH 7,4 0,2 % Tween-20 (v/v) 0,2 % Tween-20 (v/v)
0,02 % NaN3 (v/v) in 1x PBS, pH 7,4

in 1x PBS, pH 7,4

2.2.3.5.1 Alkalische Phosphatase Detektion
Bei der AP-Reaktion wurde die Nitrozellulosemembran zunéachst zweimal fiir 5 min mit 37°C
vorgewdrmten Substratpuffer gewaschen. Die Proteindetektion erfolgte durch die

anschlielende Zugabe der AP-Reaktionsldsung, bis eine ausreichende Farbung der

Proteinbande zu erkennen war. Durch grundliches Spulen mit 0,5 M EDTA (pH 8,0) wurde
die Farbereaktion abgestoppt.
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Substratpuffer AP-Reaktionslosung
2% Diathanolamin (v/v), pH 9,5 (mit HClI einstellen) 9 ml Substratpuffer
0,05 mM MgCl, 1 mINBT (1 mg/ml in DMF)
in physiologischer Kochsalzldsung 100 pl BCIP (5 mg/ml in ddH,0)

2.2.3.5.2 Chemilumineszenz (ECL) Detektion

Fir eine Proteindetektion mittels Chemilumineszenz (ECL) wurden beide Komponenten der
ECL-Detektionsreagenz in einem Verhaltnis von 1:1 gemischt und fur 1 min auf die Membran
gegeben. Uberschiissige Fliissigkeit wurde nach Ablauf der Inkubationszeit mit einen
Papiertuch vorsichtig abgesaugt. Die densitometrische Quantifizierung des Proteinlevels
erfolgte in der Geldokumentationsanlage (ImageQuant LAS-4000) durch das Programm Multi
Gauge V.3.1 (Fujifilm, Dusseldorf).

2.2.3.5.3 Strippen der Nitrozellulosemembran

Zur Durchfiihrung einer weiteren Immundetektion der auf die Membran transferierten
Proteine kodnnen bereits gebundene Antikdrper durch das ,,Stripping“-Verfahren wieder
entfernt werden. Dazu wird die Nitrozellulosemembran zunéchst 5 min mit ddH,O gewaschen
und anschlielend fur 5 min in 0,2 M NaOH inkubiert. Nach zwei weiteren Waschschritten fir
5 min mit ddH,O konnen unspezifische Bindungsstellen erneut blockiert und die Proteine wie

unter 2.2.3.5 angegeben nachgewiesen werden.

2.2.4 Generierung des RHAku80AhxgprtAuprt Stamms

Stamm RHAku80AhxgprtAuprt wurde durch die Verwendung des Targeting-Konstrukts
R11ABgl generiert, welches freundlicherweise durch Donald und Roos zur Verfiigung gestellt
wurde (Donald and Roos 1995). Plasmid R11ABgl beinhaltet eine genomische Sequenz des
uprt Gens von 11 kb, welche eine Deletion von zwei Exons umfasst. Insgesamt 10’ Parasiten
des RHAku80Ahxgprt Stamms wurden, wie zuvor beschrieben (Roos et al. 1994), mit 30 ug
des Notl linearisierten Plasmids elektroporiert. Da eine Deletion des uprt Gens mit einer
Resistenz von T. gondii gegeniber 5-Fluorodeoxyuridin (FUDR) einhergeht (Donald and
Roos 1995), erfolgte die anschlieBende Selektion stabiler Transfektanten mit der unter 2.1.5
angegebenen FUDR-Konzentration. Die Uberpriifung einzelner Klone erfolgte durch RT-PCR
Analysen mit dem Primerpaar Uprt fwd und Uprt rev (Tabelle 2.4).
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2.2.5 Komplementierung der 3L-H11 Mutante mit dem uprt Gen

Zur Komplementierung der 3L-H11 Mutante mit dem uprt Gen wurde der durch Sternisek
(2009) klonierte pSKupDH Vektor verwendet. Das im Vektor integrierte uprt-Minigen
besteht aus der kodierenden Sequenz sowie der 5’-Promotersequenz und der 3’-UTR des uprt
Gens. 30 pg des Plasmids wurden, im Anschluss einer Notl-Linearisierung, durch
Elektroporation in 10" 3L-H11 Parasiten transfiziert. Zur Generierung einer stabil
transfizierten Linie wurden die Parasiten mit der unter Tabelle 2.5 angegebenen
Konzentrationen an Pyrimethamin selektioniert. Die Analyse der uprt Genexpression erfolgte
durch quantitative RT-PCR mit den unter Tabelle 2.4 angegebenen Primern Uprt fwd und
Uprt rev.

2.2.6 Nachweis des DHODH N302S-Allels durch eine Restriktionsfragment-
Langenpolymorphismus-Analyse (RFLP)

Durch die N302S Punktmutation wurde eine neue Fnu4HI Schnittstelle innerhalb der
kodierenden Sequenz des dhodh N302S-Allels gebildet. Diese wurde verwendet, um durch
RFLP-Analysen zwischen dem Wildtyp und dem mutierten Allel zu unterscheiden. Die flr
die Amplifikation der cDNA verwendeten Primer waren DHODH 7+ und DHODH 8-. Das
daraus synthetisierte 132 bp lange PCR-Produkt, welches Codon 302 einschlielt, wurde
anschlieRend aufgereinigt, mit Fnu4HI verdaut und in einem 2%igem Agarosegel aufgetrennt.
Wahrend das Wildtyp-Fragment unverdaut bleibt, wird das N302S PCR-Fragment in zwei
Produkte mit einer Grofie von 103 und 29 bp geschnitten.

2.2.7 TgDHODH Allelaustausch

Um die Bedeutung der N302S Punktmutation zu untersuchen wurde das endogene DHODH
Wildtyp-Allel direkt am urspringlichen Locus durch die Integration des N302S-Allels ersetzt
(,,Knock-In“-Strategie). Grundlage dieser Gen-Insertion ist eine einfache homologe
Rekombination zwischen dem Ziel-Locus und einem homologen DNA Fragment, welches die
jeweilige Modifikation enthélt. Die Generierung eines N-terminal verkiirzten DHODH N302S
Fragments erfolgte durch die PCR-Amplifikation von cDNA der 3L-H11 Parasiten mit dem
Primerpaar Notl-DHODH und DHODH-Hindlll. Das amplifizierte PCR-Produkt wurde
anschlieend mit Notl/Hindlll verdaut und an einen 500 bp umfassenden Bereich des dhodh
3¢ untranslatierten Bereichs (3°’UTR) ligiert. Dieses wurde vor der Ligation ebenfalls mit
Hindlll und EcoRV verdaut. Die Amplifikation der 3’UTR erfolgte durch die Primer
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Hindl11-3’DHODH und 3°’DHODH-EcoRV mithilfe von cDNA der RHAuprt Parasiten. Das
Gesamtprodukt wurde anschlielend in den Notl/EcoRV geschnittenen pminCAT/HXGPRT
Vektor kloniert, wodurch die Chloramphenicol Expressionskasette (CAT) ersetzt wurde.
DNA-Sequenzanalysen bestétigten die korrekte Sequenzabfolge. Zur Kontrolle wurde ein
gleichermalRen konstruierter Targeting-Vektor, der fir das Wildtyp dhodh Allel (N302)
kodiert, durch Amplifikation der cDNA von RHAuprt Parasiten Kloniert. Jeweils 30 pg beider
Plasmide wurden im Anschluss einer Xbal-Linearisierung durch Elektroporation in 10’
RHAKu80AhxgprtAuprt Parasiten transfiziert. Zur Generierung stabiler Transfektanten
wurden die Parasiten mit denen unter Punkt 2.1.5 angegebenen Konzentrationen an MPA und
Xanthin selektioniert. Die Uberpriifung der homologen Integration am dhodh Locus erfolgte
durch PCR Analysen einzelner Klone. Genomische DNA wurde daftir mit dem Primer 1+, der
aullerhalb des Targeting-Konstrukts im 5’UTR Bereich lokalisiert und Primer 2-, welcher an
eine Sequenz des Exon 2 bindet, amplifiziert (Abb. 3.15). Wahrend das PCR-Produkt des
Ausgangsstamms (RHAku80AhxgprtAuprt) dabei eine GréRRe von 1521 bp umfasste, wurde
die erfolgreiche homologe Integration des Targeting-Vektors in den dhodh Locus durch ein
Produkt von 631 bp angezeigt. Die Uberpriifung des durch homologe Rekombination
integrierten N302S Allels erfolgte weiterhin durch die Amplifikation genomischer DNA mit
dem Primerpaar 1+/3-, wobei Primer 3- im Exon 3 bindet. Fir Knock-In Parasiten ergab sich
dabei ein PCR-Produkt von 824 bp und von 2829 bp fur den parentalen Stamm. Zur
Bestatigung eines verkirzten, endogenen Wildtyp Allels stromabwaérts des integrierten
Knock-In Allels wurden zudem der Primer 4+ (bindet im pKS+ Vektor) und der Intron 1
spezifische Primer 5- verwendet. Codon 302 wurde zusétzlich durch Sequenzierungen der
dhodh cDNA analysiert, welche mit den Primern DHODH 5+ und DHODH 6- amplifiziert

wurde.

2.2.8 Expression, Aufreinigung und Aktivitatsmessung der TgDHODH

Die Strategie der T. gondii DHODH Klonierung und nachfolgenden Aufreinigung erfolgte,
mit einigen Modifikationen, nach Hortua Triana et al. (2012). Die N-terminal verkirzte
Sequenz des Tgdhodh Gens, welche fir die Aminosauren Vall78-Asp592 kodiert, wurde
dafur mittels PCR von cDNA der Wildtyp Parasiten bzw. (im Falle des mutierten N302S
Allels) von 3L-H11 Parasiten amplifiziert. Die verwendeten Primer waren Ndel-DHODH und
DHODH-BamHI. Das 1248 bp PCR-Produkt wurde anschlieRend mit Ndel und BamHI
verdaut und entsprechend der Herstelleranleitung in den (mit Ndel und BamHI geschnittenen)
pET-16b Expressionsvektor kloniert, mit einem His;o-Tag am N-terminus des Konstrukts. Die
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Richtigkeit des Leserahmens wurde durch DNA-Sequenzierungen uberprift. Kompetente E.
coli BL21-CodonPlus (DE3)-RP Bakterien wurden entsprechend dem Protokoll des
Herstellers mit den Expressionsplasmiden transformiert und in 250 ml LB-Medium mit
Ampicillin und Chloramphenicol bei 37°C kultiviert. Nach Erreichung einer ODgg von 0,5
wurden dem Medium 0,1 mM FMN zugefligt und die Bakterien bei RT fur weitere 18 h
kultiviert. Dabei konnte festgestellt werden, dass die DHODH Expression auch ohne die
Zugabe von IPTG ausreichend stark war (Abb. 3.22). Alle anschlieBenden Schritte der
Proteinaufreinigung wurden, wenn nicht anders angegeben, auf Eis oder in einem 4°C
Kihlraum durchgefiihrt. Die Bakterien wurden zunédchst durch Zentrifugation bei 3.500 x g

fur 15 min geerntet und in 10 ml Resuspension-Puffer resuspendiert. Fir eine Zelllyse wurde

die Suspension zun&chst fur 30 min (auf Eis) mit 1 mg/ml Lysozym und drei Einfrier-/Auftau-
Zyklen mit flissigen Stickstoff und anschlieRender Erwérmung in einem 37°C Wasserbad
behandelt. AnschlieRend erfolgte eine zweimalige Sonifikation der Proben auf Eis fur jeweils
10 min bei einer Intensitdt von 3 und einem Unterbrechungszyklus von 30%. Zwischen
beiden Schritten wurde die Suspension flr 10 min auf Eis inkubiert. Nach einer Behandlung
fur 10 min mit RNase A (10 pg/ml) und DNase I (5 pg/ml) wurde das Lysat bei 5.000 x g flr
30 min zentrifugiert. Die Halfte des Uberstandes wurde auf 800 pl der Ni-NTA-Agarose

gegeben (welche zuvor mit Waschpuffer A equilibriert wurde) und fir 20 min (im

Kihlschrank) unter standiger Rotation inkubiert. Nach einem Zentrifugationsschritt bei 500 x
g fur 2 min wurde der Uberstand verworfen und das Zellpellet (an Ni-NTA-Agarose
gebundene Proteine) einmal mit 5 ml Waschpuffer A gewaschen. Im Anschluss an eine
nochmalige Zentrifugation bei 500 x g fir 2 min wurde das Pellet mit dem Rest der
Proteinsuspension fir weitere 20 min (im Kihlschrank) inkubiert. Das Lysat-Ni-NTA
Gemisch wurde anschlieBend (im 4°C Kihlraum) auf eine Chromatographie-Saule gegeben

und zweimal hintereinander mit jeweils 500 pl Waschpuffer A, Waschpuffer B und

Waschpuffer C gewaschen. Das rekombinante Protein wurde durch eine zweimalige Zugabe

von 500 ul Elutionspuffer eluiert. Unter Verwendung von PD-10 Séulen wurde das Imidazol
durch einen Pufferaustausch mit dem finalen Puffer entfernt. Die Ermittlung der
elektrophoretischen Reinheit der ~ 47 kDa rekombinanten TgDHODH erfolgte durch

Auftrennung in einem 10%igem SDS-Gel und anschlieBender Coomassie-Farbung. Zur
Aufkonzentration der Proteine wurden Zentrifugalkonzentratoren (Vivaspin 15) mit einer

Membrandurchlassigkeit (MWCO) von 10.000 Dalton (nach Herstelleranleitung) verwendet.
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Resuspension-Puffer

50 mM Tris, pH 8,5

2 mM B-Mercaptoethanol
1% Triton X-100 (v/v)
10% Glycerin (v/v)

0,5 mM FMN

Protease-Inhibitor-Cocktail

Waschpuffer C

50 mM Tris, pH 8,0

2 mM B-Mercaptoethanol
1% Triton X-100 (v/v)
300 mM NacCl

Material und Methoden

Waschpuffer A

50 mM Tris, pH 8,0

2 mM B-Mercaptoethanol
1% Triton X-100 (v/v)
300 mM NacCl

20 mM Imidazol

Elutionspuffer
50 mM Tris, pH 8,0

2 mM B-Mercaptoethanol
1% Triton X-100 (v/v)
300 mM NacCl

Waschpuffer B

50 mM Tris, pH 8,0

2 mM B-Mercaptoethanol
1% Triton X-100 (v/v)
300 mM NacCl

50 mM Imidazol

Finaler Puffer

50 mM Tris, pH 8,0
0,1 Triton X-100 (v/v)
10% Glycerin (v/v)
300 mM NacCl

100 mM Imidazol 300 mM Imidazol

2.2.8.1 Bestimmung der DHODH Proteinkonzentration

Da fur die katalytische Aktivitit der DHODH ein gebundener Flavin (FMN)-Cofaktor
unerldsslich ist, wurde die Konzentration des aktiven Proteins durch Messung der
FMN-Konzentration bestimmt. Zur Freisetzung des gebundenen FMN wurden Aliquots des
aufgereinigten Wildtyp Proteins und der N302S TgDHODH fiir 10 min bei 99°C denaturiert
und anschlieRend zentrifugiert. Die Flavinkonzentration des Uberstandes wurde in
Doppelbestimmungen spektrophotometrisch mit einer Anregungs-Wellenlange von 465 nm
und einer Emissionswellenlange von 518 nm bestimmt. Die Aufnahme der entsprechenden
FMN-Standardgerade erfolgte iber Konzentrationen von 12,5 nM, 25 nM, 50 nM, 100 nM,

200 nM und 400 nM.

2.2.8.2 Analyse der DHODH Enzymaktivitat

Die Messung der DHODH Enzymaktivitat wurde, wie zuvor durch Zameitat et al. (2006)

beschrieben, in einem Gesamtvolumen von 200 pl in DHODH Assaypuffer bei RT

durchgefiihrt. Die Produktion von Orotat wurde dabei photometrisch bei 300 nm (¢ = 2.95
mM? cm?), unter der Verwendung von Dihydroorotat (DHO) als Substrat und
Decylubiquinon (Qp) als Elektronenakzeptor, bestimmt. Qp ist ein, mit einer erhdhten
Loslichkeit, synthetisches Analogon von Ubiquinon (Patel et al. 2008) und wurde bereits
erfolgreich bei der enzymatischen Untersuchung der PfDHODH verwendet (Baldwin et al.

2002). In einem alternativen Assay wurde 2,6-Dichloroindophenol (DCIP) als finaler
51



Material und Methoden

Elektronenakzeptor eingesetzt und die Reduktion von DCIP bei 600 nm (¢ = 18.8 mM™ cm™)
gemessen. Da DCIP auch in der Abwesenheit des Elektronen-Ubertragers Qp eine geringe
Aktivitat als direkter Elektronenakzeptor besitzt (Zameitat et al. 2006), wurden die Werte der
DHODH Aktivitat ohne Qp von den gemessenen Werten mit Qp subtrahiert.

DHODH Assaypuffer

50 mM Tris-HCI, pH 8,0
150 mM KClI

0,1% Triton X-100 (v/v)

Die Michaelis-Menton-Konstante (Ky) fur DHO wurde in der Gegenwart von 100 UM Qp
durch Variation der Konzentration von DHO (5-1000 puM) ermittelt, wahrend der Ky-Wert
fur Qp bei einer konstanten Konzentration von 1000 pM DHO durch variierende
Konzentrationen von Qp (5-300 uM) bestimmt wurde. Mit Ausnahme der Wechselzahl (Kca)
wurden alle kinetischen Parameter durch die Statistiksoftware GraphPad Prism (Version 6.0)
analysiert.

Die Wechselzahl (kea) ist ein direktes MaR der Anzahl an Substratmolekiilen, die pro
Sekunde von einem geséttigten Enzymmolekil umgesetzt werden. Ihre Berechnung erfolgte
durch die maximale Umsatzgeschwindigkeit (Vmax, nM/s) und der unter 2.2.8.1 gemessenen

Proteinkonzentration (Eo, nM).

kcat = VmaX/EO

Da sich die Umsatzgeschwindigkeit des Enzyms Uber die Konzentrationsanderung pro
Zeiteinheit definiert (Vmax = Ac/t), wurde Vmax mithilfe des Lambert-Beerschen Gesetzes
berechnet (AE = ¢+ Ac = d — Ac = AE / ¢ ~d), wobei AE als Extinktion, ¢ (M/cm) als der
molare Extinktionskoeffizient und d (cm) als die Schichtdicke der Kuvette definiert sind. Fir

keat (s ) ergibt sich daraus folgende Formel:

Keat = Ac / (t »Eo) = (AE / £+d) / (t ~Eo)

Zur Durchfiihrung der Inhibitionsstudien mit HDQ und Compound B wurden die zu
untersuchenden Konzentrationen (bis 30 uM) als 20-fach konzentrierte Losungen erstellt. Die
daraus resultierende finale Konzentration von 5% DMSO (v/v) hatte keine Auswirkung auf
die Enzymaktivitdt. HDQ und Compound B wurden dem Gemisch aus Enzym und

Assaypuffer direkt, fir eine Préinkubationszeit von 20 s, zugefligt und die Enzymreaktion
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anschlielend durch die Substrat-Zugabe eingeleitet. Zur Berechnung der halbmaximal
inhibitorischen  Konzentration (ICsp) von HDQ und Compound B wurden
Dosis-Wirkungskurven fir das Wildtyp und das N302S Protein generiert. Dabei handelt es
sich um diejenige Konzentration eines Inhibitors, welche zu einer halomaximalen Hemmung
der Enzymaktivitat fihrt. Die Messung der Enzymaktivitét erfolgte in Gegenwart von 1 mM
DHO sowie 100 uM Qp und variierenden Inhibitorkonzentrationen von 0,01 pM bis 30 pM.
Die unter jeder der einzelnen Inhibitorkonzentrationen gemessene anfangliche
Reaktionsgeschwindigkeit (vi) wurde dabei relativ zu der Enzymaktivitat kalkuliert, welche
ohne Anwesenheit des Inhibitors gemessen wurde (vo). 1Cso-Werte wurden durch nichtlineare-
Regressionsanalysen mit GraphPad Prism ermittelt.

Die Ermittlung des Inhibitionstyp und der Inhibitionskonstante (K;) erfolgten in getrennten
Versuchsansatzen sowohl fiir DHO als auch Qp. Dabei wurde die Reaktionsgeschwindigkeit
der TJDHODH ohne Inhibitor und zusétzlich auch unter verschiedenen Konzentrationen von
Compound B gemessen. Die eingesetzten Inhibitorkonzentrationen richteten sich dabei nach
der Hélfte sowie dem 3-fachen des gemessenen Ky-Wertes. Inhibitionskinetiken wurden
daher flr den Wildtyp unter Anwesenheit von 0,25 uM und 1,5 uM Compound B sowie flr
das N302S Protein mit Konzentrationen von 0,8 uM und 4,8 uM durchgefiihrt. Die Erhebung
der Daten erfolgte gegentber variierenden Konzentrationen von DHO (15 bis 1000 uM) und
einer konstanten Konzentration von 100 uM Qp oder variierenden Konzentrationen von Qp (8
bis 300 pM) bei 1000 uM DHO. Der durch GraphPad Prism statistisch errechnete
Inhibitionstyp wurde durch die doppelt-reziproke Darstellung des Lineweaver-Burk-Plots

visuell bestétigt.

2.2.9 Expression eines CAT-ScDHODH Fusionskonstrukts in T. gondii

Die kodierende Sequenz des Saccharomyces cerevisiae DHODH Gens ural (bezeichnet als
Scdhodh) wurde vom Stamm RH2817 mit dem Primerpaar Avrll-ScDHODH und
ScDHODH-Ascl amplifiziert. Das PCR-Fragment wurde anschlieBend Ascl verdaut und an
den DHFR-TS 3'UTR ligiert. Das DHFR-TS 3’'UTR Fragment wurde durch die Primer
Ascl-3’dhfr und 3’dhfr-Notl aus dem ptubYFPYFP-sagCAT Vektor amplifiziert und vor der
Ligation mit Ascl verdaut. Nach einem Restriktionsverdau des Gesamtprodukts mit Avrll und
Notl wurde dieses schlieBlich in den Avrll/Notl verdauten ptubCAT-HSTK Vektor kloniert,
wodurch die HSTK-3’dhfr Region ersetzt wurde. Das finale Fusinskonstrukt
CAT-ScDHODH des ptubCAT-ScDHODH Vektors (Abb. 2.1) beginnt mit der kodierenden
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Sequenz der Chloramphenicol Acetyltransferase (cat), gefolgt von der vollstandigen
kodierenden Sequenz des Scdhodh Gens. DNA-Sequenzanalysen bestétigten die Kkorrekte
Sequenzabfolge. Zusammen mit 20 U Notl wurden insgesamt 30 pg des Notl-linearisierten
Plasmids durch Elektroporation in 10" RHAhxgprt Parasiten transfiziert. Die Selektion einer
stabil transfizierten Linie erfolgte mithilfe der in den Vektor integrierten
HXGPRT-Resistenzkassette mit MPA und Xanthin. Alle nachfolgenden Untersuchungen
wurden mit den Einzelklonen CAT-ScDHODH Klon 6 und CAT-ScDHODH Klon 7 sowie
dem Parentalstamm RHAhxgprt durchgefihrt.

Hindlll (3)

HXGPRT

Xhol (7990)

ptubCAT-ScDHODH

9959 bp
Bglll (2727)

CAT-ScDHODH
Avrll (3393)

3,DHFR-TS

Ascl (4344)

Notl (5098)

Abbildung 2.1: Schematischer Aufbau des ptubCAT-ScDHODH Vektors.

2.2.9.1 Zellulare Lokalisation und Quantifizierung des Expressionslevels

Die Immundetektion des CAT-ScDHODH Fusionsproteins (~ 60,7 kDa, errechnet aus der
Aminosauresequenz) erfolgte mit den unter 2.2.3.1 hergestellten Parasitenlysaten. Aliquots
der Lysate wurden durch SDS-PAGE (12%) elektrophoretisch aufgetrennt. Das
Fusionsprotein wurde, nach dem Transfer auf eine Nitrozellulosemembran, mithilfe des
anti-CAT Primérantikoérpers und HRP-konjugierten anti-Kaninchen 1gG Sekundarantikérpers
durch  Chemilumineszenz (ECL) detektiert und quantifiziert. Fir eine Parasiten-
Ladungskontrolle wurde die Membran gestrippt und mit einem Kaninchen anti-SAG1 Serum
und nachfolgend dem HRP-konjugiertem anti-Kaninchen 1gG Sekundar-AK inkubiert. Die
Analyse der Scdhodh Genexpression erfolgte durch quantitative RT-PCR mit den Primern

ScDHODH 1+ und ScDHODH 2- (Tabelle 2.4). Zur Lokalisierung des CAT-fusionierten
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ScDHODH mittels IFT wurden T. gondii infizierte HFF zundchst mit dem anti-CAT
Primarantikorper und anschlieBend mit dem Cy3-konjugierten anti-Kaninchen IgG
Sekundarantikorper inkubiert. Alle verwendeten AntikOrper-Verdinnungen sind in Tabelle
2.6 aufgefihrt.

2.2.9.2 CAT-ScDHODH Enzymaktivitat

Die Analyse der SCDHODH Aktivitat erfolgte, wie durch Patel et al. (2008) beschrieben, mit
DCIP und Fumarat. Insgesamt 20 ul des unter 2.2.3.1 hergestellten Parasitenlysats wurden
verwendet um die Enzymaktivitat bei RT in einem finalem VVolumen von 200 pl ( in DHODH
Assaypuffer) zu untersuchen Die innerhalb von einer Minute photometrisch bei 600 nm (¢ =
18.8 mM™ cm1) gemessene Reduktion von DCIP erfolgte dabei in Anwesenheit von 1 mM
DHO, 1 mM Fumarat und 60 uM DCIP. Die Inhibition der SCODHODH Aktivitat durch HDQ

und Compound B wurde unter Konzentrationen von jeweils 10 uM und 30 uM analysiert.

2.2.10 Bioinformatik

Genomische und cDNA Sequenzen sowie Proteinstrukturen wurden (ber die Toxoplasma
gondii Genom-Datenbank (ToxoDB) und dem ,National Center for Biotechnology
Information (NCBI)“ bezogen. Die in dieser Arbeit verwendeten Primer wurden mit Hilfe der
Primerdesign-Software ,,Primer3“ entworfen (www.bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0) und durch
Sigma-Aldrich synthetisiert. Multiple Sequenzalignments wurden mit ClustalW2 erstellt,
welches lber die EMBL-EBI Website (www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2) frei zugénglich

war.

55


http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2

Ergebnisse

3 Ergebnisse

Um diejenigen 1-Hydroxyquinolon Target(s) in T. gondii zu identifizieren, deren Hemmung
zu einer Inhibition des Parasitenwachstums fihrt, wurden die durch chemische Mutagenese
gewonnenen T. gondii Klone 3L-H11 und 3F-A6 sowohl phé&notypisch charakterisiert als
auch hinsichtlich ihrer resistenzdeterminierenden Faktoren genetisch analysiert.

3.1 Phéanotypische Charakterisierung 1-Hydroxyquinolon-resistenter Mutanten

3.1.1 3L-H11 und 3F-A6 Parasiten zeigen eine partielle 1-Hydroxyquinolon-Resistenz

Aus einem vorherigen Experiment der Arbeitsgruppe konnten, durch (ENU-induzierte)
chemische Mutagenese, zwei T. gondii Klone (3L-H11 und 3F-A6) isoliert werden, die sich
durch eine partielle Resistenz gegentber 1-Hydroxy-2-Dodecyl-4(1)quinolon (HDQ)
auszeichnen. Fir eine detaillierte Untersuchung der 1-Hydroxyquinolon-Sensitivitat wurden
beide Klone uber einen Zeitraum von 60 h mit 100 nM HDQ bzw. dem Derivat Compound B
behandelt und hinsichtlich ihrer Wachstumskinetik untersucht (Abb. 3.1). Als
Referenzstdimme dienten der Wildtyp RH Stamm sowie eine Uracil-Phosphoribosyl-
transferase (UPRT)-Deletionsmutante (RHAuprt), welche als Ausgangsstamm fur die
chemische Mutagenese verwendet wurde. Um erste Hinweise auf mogliche
Resistenzdeterminanten zu gewinnen, wurde die Parasitenreplikation zudem in Anwesenheit
von 100 nM Atovaquon, einem mitochondrialen Cytochrom-bc;-Komplex Inhibitor,
analysiert. Wie bereits in vorangegangenen Studien der Arbeitsgruppe gezeigt werden konnte,
wurden RHAuprt Parasiten nach einer Behandlung mit HDQ permanent inhibiert und wiesen
Uber den gesamten Untersuchungszeitraum hinweg jeweils nur einen Parasiten pro
parasitophorer Vakuole auf (Naujoks 2008; Sternisek 2009). Diese Hypersensitivitat konnte
auch fir Compound B beobachtet werden (Abb. 3.1). Im Gegensatz dazu zeichneten sich der
RH Stamm und die Mutanten 3L-H11 und 3F-A6 durch ein biphasisches Wachstumsbild aus.
Innerhalb der ersten 24 h einer Behandlung mit HDQ oder Compound B zeigten alle Parasiten
eine vergleichbare, sehr deutlich ausgepragte Inhibierungsphase. Im weiteren Verlauf
regenerierten sich die Parasiten jedoch und zeigten ein wiedereinsetzendes Wachstum. Diese
parasitostatische, jedoch nicht letale Wirkung der 1-Hydroxyquinolone wurde fir den RH
Stamm bereits durch Saleh et al. (2007) beschrieben. Wahrend sich der RH Stamm jedoch
stark verlangsamt replizierte, besalRen beide Mutanten ein deutliches Resistenzpotential und

zeigten bereits ab der 36. Stunde nach Infektion (p. i.) ein signifikant erhéhtes Wachstum.
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Nach 60 h p. i. besaBen 3L-H11 und 3F-A6 Parasiten eine um das rund 5-fache gesteigerte
Wachstumsrate und wiesen folglich eine sehr deutliche, jedoch partielle Resistenz gegenuber
HDQ und Compound B auf. Im Vergleich dazu erbrachte die Untersuchung der Sensitivitat
gegenuber Atovaquon ein vergleichbares Inhibitionsniveau fir RH, 3L-H11 und 3F-A6
Parasiten, wihrend die Mutante RHAuprt auch unter Anwesenheit dieses Quinon-Derivats
dauerhaft gehemmt wurde. Trotz der gesteigerten Toleranz gegentiber HDQ und Compound B
zeigten unbehandelte Wachstumskontrollen der Resistenzmutanten, im Vergleich zu den
Referenzstdmmen RH und RHAuprt, eine unverénderte Teilungsrate.
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Abbildung 3.1: Die T. gondii Klone 3L-H11 und 3F-A6 zeigen eine partielle 1-Hydroxyquinolon-Resistenz.
Wachstumskinetiken von 3L-H11 und 3F-A6 Parasiten wurden im Vergleich zum Wildtyp RH Stamm und
RHAuprt Parasiten unter Behandlung mit Compound B, HDQ und Atovaquon verglichen. Eine Analyse der
Replikationsrate erfolgte nach 24 h, 36 h, 48 h und 60 h p. i., wahrend eine unbehandelte Wachstumskontrolle
nach 18 h, 24 h und 30 h untersucht wurde. Konfluente HFF wurden dazu mit jeweils ~3x10* Parasiten infiziert
und mit einer Endkonzentration von 100 nM der einzelnen Compounds behandelt. Alle Proben wurden zu den
angegebenen Zeitpunkten fixiert und die durchschnittliche Anzahl intrazellulérer Parasiten durch Auszéhlung der
Parasiten von mindestens 100 zuféllig ausgewahlten parasitophoren Vakuolen bestimmt. Die Darstellung der
Ergebnisse erfolgt als Mittelwert (MW) + Standardabweichung des MW von Proben-Doppelbestimmungen eines

reprasentativen Experiments (n=2).
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3.1.2 Uprt komplementierte 3L-H11 Parasiten besitzen eine nochmals gesteigerte
Resistenz gegentiber 1-Hydroxyquinolonen

In den Untersuchungen von Sternisek (2009) konnte bereits eine negative Korrelation
zwischen der HDQ-Sensitivitat und dem uprt Expressionslevel nachgewiesen werden.
Wéhrend das Wachstum der uprt Knock-Out Mutante (RHAuprt) vollstandig inhibiert wurde,
zeigten uprt komplementierte Parasiten eine dem Wildtyp vergleichbare Sensitivitat
gegenuber HDQ. Da die ENU-induzierte Generierung der Resistenzmutanten 3L-H11 und
3F-A6 mit der RHAuprt Mutante erfolgte, wurde der Einfluss einer uprt Komplementierung
auf die Parasitenresistenz untersucht. Dafir wurde die 3L-H11 Mutante mit einem
uprt-Minigen transfiziert und mit Hilfe einer in das Plasmid integrierten Pyrimethamin-
Resistenzkassette selektioniert. Die Genexpression der stabil transfizierten Linie wurde
zunéchst mittels RT-PCR analysiert und unter Verwendung des Kkonstitutiv exprimierten
Tubulins, im Hinblick auf den RH Stamm, relativ quantifiziert. Dabei konnte eine rund
1,5-fache und damit vergleichbare Expressionsstarke ermittelt werden (Abb. 3.2 A). RHAuprt
und 3L-H11 Parasiten zeigten durch die Disruption des uprt Genlocus wie erwartet keine
Expression (Abb. 3.2 B).
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Abbildung 3.2: Uprt komplementierte 3L-H11 Parasiten zeigen eine vergleichbare, relative uprt mRNA
Expression wie der RH Stamm. (A) RH, RHAuprt, 3L-H11 Parasiten und die uprt komplementierte 3L-H11
Linie (3L-H11/uprt kompl.) wurden hinsichtlich der uprt mRNA-Expression untersucht. Daflir wurde 24 h p. .
Gesamt-RNA isoliert, revers transkribiert und gewonnene cDNA durch LightCycler Real-Time PCR analysiert.
Crossing Point (Cp) Werte wurden zur Quantifizierung herangezogen und durch die mRNA Expression von
B-Tubulin normalisiert. Die Genexpression der 3L-H11/uprt kompl. Mutante ist als x-fache Anderung der
Genexpression gegeniiber dem Wildtyp RH Stamm angegeben. Die Darstellung der Ergebnisse erfolgt als
Mittelwert (MW) + Standardabweichung des MW von Proben-Doppelbestimmungen eines représentativen
Experiments (n=2). (B) Eine Uberprifung der RT-PCR Produkte fiir B-Tubulin und UPRT erfolgte durch
Auftrennung in einem 1%-Agarosegel fur RH, RHAuprt, 3L-H11 und 3L-H11/uprt kompl. Parasiten.
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Um die funktionelle Bedeutung der uprt Komplementierung hinsichtlich der Resistenz
gegenuber 1-Hydroxyquinolonen und Atovaquon zu analysieren, wurde die Replikationsrate

der Parasiten Uber einen Zeitraum von 60 h analysiert (Abb. 3.3).
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Abbildung 3.3: Eine Komplementierung der 3L-H11 Mutante mit uprt fihrt zu einer gesteigerten
1-Hydroxyquinolon-Resistenz. Wachstumskinetiken von RHAuprt, 3L-H11 Parasiten und einer uprt
komplementierten 3L-H11 Linie, unter einer Behandlung mit Compound B, HDQ und Atovaquon. Eine Analyse
der Replikationsrate erfolgte nach 24 h, 36 h, 48 h und 60 h p. i, wahrend eine unbehandelte
Wachstumskontrolle nach 18 h, 24 h und 30 h untersucht wurde. Konfluente HFF wurden dazu mit jeweils
~3x10* Parasiten infiziert und mit einer Endkonzentration von 100 nM der jeweiligen Compounds behandelt.
Alle Proben wurden zu den angegebenen Zeitpunkten fixiert und die durchschnittliche Anzahl intrazellulérer
Parasiten durch Auszéhlung der Parasiten von mindestens 100 zuféllig ausgewahlten parasitophoren Vakuolen
bestimmt. Die Darstellung der Ergebnisse erfolgt als Mittelwert (MW) + Standardabweichung des MW von

Proben-Doppelbestimmungen eines reprasentativen Experiments (n=2).

Ahnlich der hypersensitiven RHAuprt und der 3L-H11 Mutante zeigten 3L-H11/uprt kompl.
Parasiten nach einer Behandlung mit Compound B oder HDQ bis 24 h p. i. eine starke
Wachstumshemmung. Im spateren Verlauf regenerierten sich auch diese Parasiten und wiesen
im Vergleich zur 3L-H11 Mutante bis circa 36 h p. i. keinen Unterschied hinsichtlich des
Wachstums auf. Bereits 48 h p. i. zeichnete sich die uprt komplementierte Linie jedoch durch

eine erhohte Resistenz aus und besal? 60 h nach einer Behandlung mit Compound B oder
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HDQ eine um das 2-fache gesteigerte Teilungsrate. Erstaunlicherweise konnten auch
bezuglich der Sensitivitat gegenliber Atovaquon signifikante Unterschiede festgestellt werden.
Obwohl das Wachstum der 3L-H11 und 3L-H11/uprt kompl. Parasiten bis 36 h p. i
gleichermal3en inhibiert wurde, konnte 48 h p. i. eine um das doppelte und 60 h p. i. eine um
das 3-fache gesteigerte Teilungsrate beobachtet werden. Im Vergleich dazu zeigten
unbehandelte Kontrollen keine VVeranderungen der Wachstumsrate.

3.1.3 Ein Mediumwechsel unter erneuter Zugabe von Compound B hat keinen Einfluss

auf die Replikationsrate der Parasiten

Die Entstehung von Wirkstoffresistenzen und der damit einhergehende Sensitivitats-Verlust
kdnnen vielféltige Ursachen haben, darunter auch Mechanismen die an der Detoxifikation
antimikrobieller Substanzen beteiligt sind. Um die Beteiligung einer metabolischen
Detoxifikation als Resistenzmechanismus zu untersuchen, wurde der Einfluss frischer
Compound B Zugabe auf das Parasitenwachstum analysiert. Dabei wurden RHAuprt, 3L-H11
und 3F-A6 Parasiten tber einen Zeitraum von 48 h kultiviert (Abb. 3.4).
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Abbildung 3.4: Die Zugabe von frischem Compound B hat keinen Einfluss auf die partielle
1-Hxdroxyquinolon-Resistenz von 3L-H11 und 3F-A6 Parasiten. Konfluente HFF wurden mit jeweils ~3x10*
RHAuprt, 3L-H11 sowie 3F-A6 Parasiten infiziert und fir insgesamt 48 h mit 100 nM Compound B behandelt
(ohne Mediumwechsel). Im Falle eines Mediumwechsels wurde das Medium nach 24 h vollstandig entfernt und
gegen neues, mit frischem Compound B versetztes Kulturmedium ausgetauscht. Die Zellen wurden im
Anschluss fiir weitere 24 h kultiviert. Die durchschnittliche Anzahl intrazelluldrer Parasiten wurde durch
Auszahlung der Parasiten von mindestens 100 zufallig ausgewéhlten parasitophoren Vakuolen bestimmt. Die
Darstellung der Ergebnisse erfolgt als Mittelwert (MW) * Standardabweichung des MW von Proben-

Doppelbestimmungen eines représentativen Experiments (n=2).
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Wahrend im Falle eines Mediumwechsels 24 h nach Infektion das gesamte Zellkulturmedium
abgesaugt und gegen neues, mit frischem Compound B versetztes Medium ausgetauscht
wurde, blieb das Medium in der Kontrollprobe Gber den gesamten Untersuchungszeitraum
unveréndert. Hinsichtlich des Parasitenwachstums lieRen sich jedoch keine Unterschiede
erkennen. Mit oder ohne Mediumwechsel blieb das 1-Hydroxyginolon-Resistenzniveau der
3L-H11 und 3F-A6 Parasiten erhalten und ist demnach scheinbar nicht das Ergebnis einer
gesteigerten Detoxifikationsrate.

3.1.4 Die Resistenzauspragung ist nicht an ein nachweisbares mitochondriales
Membranpotential (A¥r,) gebunden

Frihere Studien konnten bereits nachweisen, dass T. gondii Uber eine funktionelle
Atmungskette verfligt und dass das Tachyzoitenwachstum unmittelbar an eine ausreichende
ATP-Generierung durch die oxidative Phosphorylierung gebunden ist (Vercesi et al. 1998;
Lin et al. 2009). Zudem wurde durch unsere Arbeitsgruppe gezeigt, dass eine Behandlung des
RH Stamms mit HDQ zu einer Depolarisierung des inneren mitochondrialen
Membranpotentials (A¥,,) fuhrt (Lin et al. 2009). Fur beide Resistenzmutanten wurde mit
Hilfe von MitoTracker gefarbten Parasiten daher Gberprift, ob wahrend des Wachstums unter
1-Hydroxyquinolonen, ein mitochondriales Membranpotential nachgewiesen werden kann.
Unbehandelte Kontrollen der 3L-H11 und 3F-A6 Mutanten zeigten, ebenso wie der parentale
Stamm RHAuprt, in Gber 90% der untersuchten Parasiten ein ausgepragtes mitochondriales
Membranpotential. Dieses stellt sich unter dem Fluoreszenzmikroskop in einer deutlichen
Féarbung des singularen Mitochondriums von T. gondii dar (Abb. 3.5 A). Nach einer
Kultivierung mit Compound B fiir 48 h konnte jedoch fiir beide Resistenzmutanten, ebenso
wie fir die RHAuprt Mutante, bei circa 95% der Parasiten kein mitochondriales
Membranpotential mehr nachgewiesen werden (Abb. 3.5 B). Eine Behandlung mit
Compound B filhrt damit sowohl bei 3L-H11 als auch 3F-A6 Parasiten zu einem
Zusammenbruch des mitochondrialen Membranpotentials, das erstaunlicherweise auch nach
dem Wiedereinsetzen der Parasitenreplikation nicht regeneriert wird. Beide Klone sind
demnach in der Lage sich moderat zu replizieren, ohne das hierfir ein nachweisbares

Membranpotential notwendig ist.
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Abbildung 3.5: Die 1-Hydroxyquinolon-Resistenz der 3L-H11 und 3F-A6 Parasiten ist nicht an ein
nachweisbares mitochondriales Membranpotential (A¥m) gebunden. Fiir eine Detektion des A¥m wurden
konfluente HFF mit jeweils ~3x10* RHAuprt, 3L-H11 bzw. 3F-A6 Parasiten infiziert und fir (A) eine
unbehandelte Kontrolle 24 h p. i. und (B) nach einer Behandlung mit 100 nM Compound B fir 48 h mit
MitoTracker Red geférbt und fixiert. Die Bestimmung des prozentualen Anteils parasitophorer Vakuolen mit
Parasiten die ein nachweisbares AWm besaRBen, wurde durch Fluoreszenzmikroskopie von mindestens 100
zuféllig ausgewahlten Vakuolen ermittelt. Die Darstellung der Ergebnisse erfolgt als Mittelwert (MW) +
Standardabweichung des MW von Proben-Doppelbestimmungen eines reprasentativen Experiments (n=2).

Malistabsbalken = 10 pm.
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3.1.5 Untersuchung des Parasitenwachstums in Abhangigkeit glykolytischer

Energiegewinnung

Eine alternative Moglichkeit zur Kompensation des Energiedefizits aus der Atmungskette
stellt die ATP-Gewinnung aus der Glykolyse dar. Im Hinblick auf die Inhibierung der
Parasitenreplikation sowie der Resistenzauspragung gegenuber 1-Hydroxyquinolonen wurde
daher der Einfluss eines Glucosemangels néher untersucht.

3.1.5.1 Die Wachstums-Regeneration der Wildtyp Parasiten ist abhangig von Glucose

Obwohl sich eine Behandlung mit HDQ oder Compound B in den ersten 24 h stark
inhibierend auf das Wachstum des Wildtyp RH Stamms auswirkt, besitzen
1-Hydroxyquinolone nur eine parasitostatische Wirkung. Analysen der Wachstumskinetik zu
spateren Zeitpunkten sprechen aufgrund einer Regeneration des Wachstums fir eine Adaption
der Parasiten. Um die Rolle der Glykolyse bei einer moéglichen metabolischen Anpassung zu
untersuchen, wurden RH Parasiten daher in einem definiertem Medium mit Glutamin als

C-Quelle, jedoch einer stark erniedrigten Glucosekonzentration kultiviert.
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Abbildung 3.6: Eine Behandlung der RH Parasiten mit Compound B, fihrt bei gleichzeitiger Reduktion
der Glucosekonzentration zu einer vollstandigen Inhibierung der Wachstums-Regeneration. Konfluente
HFF wurden mit ~3x10* RH Parasiten infiziert und in Zellkulturmedium (mit dialysiertem FCS) mit 4 mM L-
Glutamin und 25 mM (£ 100%) bzw. 0,625 mM (& 2,5%) Glucose kultiviert. Eine Analyse der
Parasitenreplikation erfolgte nach Fixierung (A) einer unbehandelten Kontrolle nach 24 h p. i. und (B) einer
Behandlung mit 100 nM Compound fiir 48 h. Die durchschnittliche Anzahl intrazelluldrer Parasiten wurde durch
Auszahlung der Parasiten von mindestens 100 zufallig ausgewéhlten parasitophoren Vakuolen bestimmt. Die
Darstellung der Ergebnisse erfolgt als Mittelwert (MW) + Standardabweichung des MW von Proben-

Doppelbestimmungen eines représentativen Experiments (n=2).
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Unabhéngig von dem Glucoseanteil des Zellkulturmediums zeigten unbehandelte Kontrollen
sowohl bei 25 mM Glucose (2 100%) als auch bei 2,5% keine Unterschiede in der
Wachstumsrate (Abb. 3.6 A). Des Weiteren flihrte die reguldre Glucosekonzentration von
100% unter Compound B, wie bereits in Abschnitt 3.1.1 beschrieben, zu einem
wiedereinsetzenden Wachstum der Parasiten nach etwa 24 h. Eine Erniedrigung der
Konzentration auf nur 2,5% bewirkte unter der gleichzeitigen Zugabe von Compound B
jedoch eine drastische Veranderung der Teilungsrate. Bis einschlieRlich 72 h p. i. konnte ein

vollstandiger Replikationsstop der Parasiten beobachtet werden (Abb. 3.6 B).

Um die beobachtete Hemmung der Parasitenregeneration in einem weiteren Versuch zu
uberprifen, wurde die Replikationsféahigkeit der RH Parasiten im Vergleich zu einer TgGT1
Knock-Out Mutante des RH Stamms (Atggtl) analysiert. Atggtl Parasiten besitzen aufgrund
einer Deletion des Glucosetransporters TgGT1 keine Aktivitdt in der Glucoseaufnahme.
Infolge eines verstarkten Glutaminstoffwechsels zeigen die Atggtl Parasiten jedoch lediglich
eine ungefédhr 10%ige Reduktion der Verdopplungsrate und demnach nur einen moderaten
Wachstumsdefekt (Blume et al. 2009).
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Abbildung 3.7: Atggtl Parasiten zeigen im Vergleich zum Wildtyp RH Stamm unter einer Behandlung mit
Compound B, auch bei einer hohen Glucosekonzentration, eine vollstandige Wachstumsinhibierung.
Konfluente HFF wurden mit jeweils ~3x10* RH und Atggtl Parasiten infiziert und in Zellkulturmedium (mit
dialysiertem FCS) mit 4 mM L-Glutamin und 25 mM Glucose kultiviert. Eine Analyse der Parasitenreplikation
erfolgte nach Fixierung (A) einer unbehandelten Kontrolle nach 24 h p. i. und (B) einer Behandlung mit 100 nM
Compound fiir 48 h. Die durchschnittliche Anzahl intrazellulérer Parasiten wurde durch Auszéhlung der
Parasiten von mindestens 100 zuféllig ausgewahlten parasitophoren Vakuolen bestimmt. Die Darstellung der
Ergebnisse erfolgt als Mittelwert (MW) + Standardabweichung des MW von Proben-Doppelbestimmungen eines

reprasentativen Experiments (n=2).

64



Ergebnisse

In Ubereinstimmung mit den vorherigen Ergebnissen, wurde das Wachstum der Atggtl
Mutante nach einer Behandlung mit Compound B auch unter einer hohen
Glucosekonzentration von 25 mM bis 72 h p. i. vollstandig inhibiert (Abb. 3.7 B). Wahrend
Atggtl Parasiten im Vergleich zum RH Stamm unter Compound B einen vollstandigen
Replikationsstop zeigten, wurde in der unbehandelten Wachstumskontrolle lediglich der
beschriebene moderate Wachstumsdefekt ersichtlich (Abb. 3.7 A).

3.1.5.2 3L-H11 und 3F-A6 Parasiten zeigen nach einer Hemmung der Glykolyse eine
gesteigerte Compound B-Sensitivitat

Ebenso wie der RH Stamm zeigten die Resistenzmutanten nach einer Behandlung mit
1-Hydroxyquinolon-Derivaten erst nach etwa 24 h eine Regeneration des Wachstums,
wahrend sie im spateren Behandlungsverlauf eine deutliche Resistenz aufwiesen. Um den
Einfluss eines Glucosemangels auf die 1-Hydroxyquinolon-Resistenz zu untersuchen, wurden
die Parasiten in Medium mit einer konstanten Glutaminkonzentration, jedoch

unterschiedlichen Glukosekonzentrationen kultiviert.
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Abbildung 3.8: Unter einem Mangel an Glucose besitzen 3L-H11 und 3F-A6 Parasiten eine deutlich
gesteigerte Compound B-Sensitivitat. Konfluente HFF wurden mit jeweils ~3x10* RHAuprt, 3L-H11 und
3F-A6 Parasiten infiziert und im Falle einer (A) unbehandelten Kontrolle in Zellkulturmedium (mit dialysiertem
FCS) mit 4 mM L-Glutamin und 25 mM (£ 100%), 2,5 mM (2 10%) sowie 0,625 mM (£ 2,5%) Glucose
kultiviert und die Wachstumsrate nach 24 h p. i. bestimmt. (B) Fur eine Analyse der Parasitenreplikation nach
einer Behandlung mit 200 nM Compound fiir 48 h, wurden 3L-H11 und 3F-A6 Parasiten mit 4 mM L-Glutamin
und 25 mM (& 100%), 5 mM (2 20%), 2,5 mM (2 10%), 1,25 mM (& 5%) sowie 0,625 mM (2 2,5%) Glucose
kultiviert. Die durchschnittliche Anzahl intrazellulérer Parasiten wurde durch Auszéhlung der Parasiten von
mindestens 100 zuféllig ausgewahlten parasitophoren Vakuolen bestimmt. Die Darstellung der Ergebnisse
erfolgt als Mittelwert (MW) + Standardabweichung des MW von Proben-Doppelbestimmungen eines

reprasentativen Experiments (n=2).

65



Ergebnisse

Ebenso wie bei RH Parasiten nimmt der Glucoseanteil des Mediums keinen Einfluss auf das
Wachstum unbehandelter Kontrollen (Abb. 3.8 A). Beide Resistenzmutanten zeigten sowohl
bei 100%, 10% und 2,5% Glucose eine identische Replikationsrate. Wurden sie jedoch mit
Compound B behandelt, konnte eine deutliche Korrelation zwischen der
Glucosekonzentration und dem Resistenzniveau nachgewiesen werden (Abb. 3.8 B). Je
niedriger der Glucosegehalt war, umso sensitiver reagierten die Parasiten auf eine Behandlung
mit Compound B. Bei einer Konzentration von 2,5% Glucose zeigten die 3L-H11 und 3F-A6
Mutanten entsprechend dem Ausgangsstamm RHAuprt 48 h p.i. sogar eine vollstandige
Wachstumsinhibierung und damit, ebenso wie RH Parasiten, eine Hemmung der

Parasitenregeneration.

Bestatigt wurde diese wechselseitige Beziehung durch eine simultane Behandlung mit
Compound B und 2-Deoxy-D-Glucose (2-DOG). Dieser Antimetabolit inhibiert den ersten
Schritt der Glykolyse. Anstelle von Glucose wird 2-DOG durch die Hexokinase
phosphoryliert, kann anschlieRend jedoch nicht weiter metabolisiert werden und fiihrt damit

zu einer verminderten Glucoseverwertung.
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Abbildung 3.9: Eine Inhibierung der Glykolyse durch 2-DOG fiihrt zu einer Reduktion der partiellen
Compound B-Resistenz bei 3L-H11 und 3F-A6 Parasiten. Konfluente HFF wurden mit jeweils ~3x10*
RHAuprt, 3L-H11 und 3F-A6 Parasiten infiziert und im Falle einer unbehandelten Kontrolle (A) in
Zellkulturmedium (mit dialysiertem FCS) mit 4 mM L-Glutamin, 5 mM Glucose (2 20%) und 10 mM 2-DOG
kultiviert und die Wachstumsrate nach 24 h p. i. bestimmt. (B) Fur eine Analyse der Parasitenreplikation nach
einer Behandlung mit 100 nM Compound firr 48 h wurden 3L-H11 und 3F-A6 Parasiten mit 4 mM L-Glutamin,
5 mM Glukose (2 20%) und 10 mM 2-DOG kultiviert. Die durchschnittliche Anzahl intrazelluldrer Parasiten
wurde durch Auszéhlung der Parasiten von mindestens 100 zuféllig ausgewahlten parasitophoren Vakuolen
bestimmt. Die Darstellung der Ergebnisse erfolgt als Mittelwert (MW) £ Standardabweichung des MW von
Proben-Doppelbestimmungen eines représentativen Experiments (n=2).
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Auf unbehandelte RHAuprt, 3L-H11 und 3F-A6 Parasiten hatte eine Inhibierung der
Glykolyse durch 2-DOG keinen Einfluss. Eine Kultivierung der Parasiten ohne bzw. mit
2-DOG filhrte in beiden Féllen zu einer vergleichbaren Teilungsrate (Abb. 3.9 A). In
Anwesenheit von Compound B wurde die Parasitenreplikation jedoch stark beeintrachtigt. Im
Gegensatz zu einer alleinigen Behandlung mit Compound B, kam es bei gleichzeitiger Zugabe
von 2-DOG zu einer Reduktion des Wachstums der 3L-H11 und 3F-A6 Mutanten von nahezu
75% und damit einer deutlichen Zunahme der Compound B-Sensitivitat (Abb. 3.9 B).

Basierend auf den vorherigen Ergebnissen zeichnen sich sowohl RH, als auch 3L-H11 und
3F-A6 Parasiten nach einer Behandlung mit Compound B durch eine verstarkte metabolische
Abhangigkeit gegenuber Glucose aus. Trotz einer Kultivierung mit Glutamin zeigten RH
Parasiten ohne eine ausreichende Versorgung mit Glucose keine Wachstums-Regeneration.
Dariiber hinaus korrelierte die 1-Hydroxyquinolon-Resistenz der 3L-H11 und 3F-A6
Parasiten mit dem Glucosegehalt des Mediums. Bei sehr niedrigen Konzentrationen konnte,
ebenso wie bei dem RH Stamm, eine Inhibition der Parasitenregeneration beobachtet werden.
Ein metabolischer Wechsel von oxidativer Phosphorylierung zur Glykolyse scheint unter

diesem Aspekt von entscheidender Bedeutung zu sein.

3.1.5.3 1-Hydroxyquinolon-sensitive und -resistente Parasiten zeigen keinen Unterschied

im Expressionsmuster glykolytischer Gene und des Glucosetransporters TgGT1

Quantitative RT-PCR Analysen sollten Aufschluss darlber geben, ob die erhéhte Resistenz
von 3L-H11 und 3F-A6 Parasiten mit Verdnderungen im Expressionsmuster glykolytischer
Gene einhergeht. Die Genexpression beider Mutanten wurde dabei durch das konstitutiv
exprimierte B-Tubulin normalisiert und im Vergleich zu RHAuprt Parasiten relativ
quantifiziert. Die Quantifizierung der Genexpression, auf mMRNA-Ebene, wurde flr
unbehandelte 24 h Kontrollen vorgenommen und des Weiteren nach einer Kultivierung der
Parasiten mit Compound B fir insgesamt 48 h. Weder fiir die unbehandelte Kontrolle (Abb.
3.10 A) noch nach einer Behandlung mit Compound B (Abb. 3.10 B) konnten Unterschiede
im mRNA Expressionsgehalt der Hexokinase (HK), Glucosephosphat-Isomerase (GPI) und
beider Isoformen der Triosephosphat-lsomerase (TPI I und TPI II), Phosphoglyceratkinase
(PGK I und PGK 1) und Pyruvatkinase (PK I und PK II) festgestellt werden.
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Abbildung 3.10: 3L-H11 und 3F-A6 Parasiten zeigen keine ausgepragten Verdnderungen im
Expressionsmuster glykolytischer Gene. 3L-H11 und 3F-A6 Parasiten wurden hinsichtlich der mRNA
Genexpression der Hexokinase (HK), Glucosephosphat-lsomerase (GPI), Triosephosphat-Isomerase (TPI | und
TPI 11), Phosphoglyceratkinase (PGK | und PGK II) und Pyruvatkinase (PK | und PK Il) untersucht. Dafur
wurde (A) bei unbehandelten Kontrollen 24 h p. i. und (B) nach einer Behandlung mit 200 nM Compound B fir
48 h, Gesamt-RNA isoliert, revers transkribiert und gewonnene cDNA durch LightCycler Real-Time PCR
analysiert. Crossing Point (Cp) Werte wurden zur Quantifizierung herangezogen und durch die mRNA
Expression von B-Tubulin normalisiert. Die Genexpression der 3L-H11 und 3F-A6 Mutanten ist als x-fache
Anderung der Genexpression gegeniiber der unbehandelten Kontrolle der parentalen RHAuprt Mutante
angegeben. Die Darstellung der Ergebnisse erfolgt als Mittelwert (MW) + Standardabweichung des MW von

Proben-Doppelbestimmungen eines représentativen Experiments (n=2).

Neben einer Untersuchung der glykolytischen Genexpression wurde weiterhin die
Expressionsstiarke des auf der Parasitenoberflache lokalisierten Glucosetransporters TgGT1
untersucht. Zwar wurde bereits ein weiterer, auf der Plasmamembran lokalisierter Transporter
beschrieben (TgST2), jedoch ist dieser nicht an einem Import von Glucose beteiligt (Blume et
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al. 2009). Eine Analyse der TgGT1 Expression konnte jedoch weder fur unbehandelte Proben,
noch nach einer Behandlung mit Compound B flr 48 h eine verdnderte mRNA Transkriptrate
nachweisen (Abb. 3.11).

I RHAuprt
3L-H11
= 3F-A6 d

Relative TgGT1 mRNA Expression

Unbehandelte Kontrolle Compound B

Abbildung 3.11: 3L-H11 und 3F-A6 Parasiten zeigen keine ausgeprégte Verénderung in der
Genexpression des Glucosetransporters TgGT1. 3L-H11 und 3F-A6 Parasiten wurden hinsichtlich der mMRNA
Expression des Glucosetransporters TgGT1 untersucht. Dafir wurde bei unbehandelten Kontrollen 24 h p. i. und
nach einer Behandlung mit 100 nM Compound B fiir 48 h, Gesamt-RNA isoliert, revers transkribiert und
gewonnene cDNA durch LightCycler Real-Time PCR analysiert. Crossing Point (Cp) Werte wurden zur
Quantifizierung herangezogen und durch die mRNA Expression von 3-Tubulin normalisiert. Die Genexpression
der 3L-H11 und 3F-A6 Mutanten ist als x-fache Anderung der Genexpression gegeniiber der unbehandelten
Kontrolle der parentalen RHAuprt Mutante angegeben. Die Darstellung der Ergebnisse erfolgt als Mittelwert
(MW) £ Standardabweichung des MW von Proben-Doppelbestimmungen eines reprasentativen Experiments
(n=2).
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3.2 ldentifizierung der T. gondii Dihydroorotat Dehydrogenase (TgDHODH) als

Targetprotein der 1-Hydroxyquinolone

3.2.1 Resistenzmutanten zeigen keine  Unterschiede im  Expressionsgehalt
mitochondrialer Dehydrogenasen

HDQ und Compound B weisen eine strukturelle Ahnlichkeit gegeniiber Ubiquinon auf. Im
Mittelpunkt der genetischen Identifizierung relevanter Zielstrukturen standen daher vor allem
Ubiquinon/Ubiquinol-interagierende  Enzyme  der  mitochondrialen ~ Atmungskette.
Entsprechend der Untersuchung der glykolytischen Genexpression wurden beide
Resistenzmutanten dabei zundchst hinsichtlich der mRNA Expression der sechs Ubiquinon-
reduzierenden mitochondrialen Dehydrogenasen untersucht. Darunter beide Isoformen der
alternativen Typ Il NADH Dehydrogenase (NDH2-1 und NDH2-1I) sowie die Succinat
Dehydrogenase (SDH), Malat:Quinon Oxidoreduktase (MQO), Glycerin-3-Phosphat
Dehydrogenase (G3PDH) und Dihydroorotat Dehydrogenase (DHODH). Eine
Normalisierung der Genexpression beider Mutanten erfolgte erneut mit B-Tubulin als
Referenzgen und wurde im Vergleich zu RHAuprt Parasiten relativ quantifiziert. Die
Quantifizierung der Genexpression, auf mRNA-Ebene, wurde dabei fir unbehandelte 24 h
Kontrollen vorgenommen und des Weiteren nach einer Kultivierung der Parasiten mit
Compound B fiir insgesamt 48 h. Dabei konnte weder flr die unbehandelte Kontrolle (Abb.
3.12 A) noch nach einer Kultivierung der Parasiten mit Compound B ein verdnderter mMRNA
Expressionsgehalt nachgewiesen werden (Abb. 3.12 B). Sowohl hoch-sensitive RHAuprt
Parasiten als auch beide Resistenzmutanten zeigten vergleichbare Expressionslevel aller
untersuchten mitochondrialen Dehydrogenasen, eine Uberexpression der Gene scheint

demnach nicht an der 1-Hydroxyquinolon-Resistenz beteiligt zu sein.
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Abbildung 3.12: 3L-H11 und 3F-A6 Parasiten zeigen keine ausgepragten Verdnderungen im
Expressionsmuster mitochondrialer Dehydrogenasen. 3L-H11 und 3F-A6 Parasiten wurden hinsichtlich der
MRNA Genexpression beider Isoformen der alternativen Typ Il NADH Dehydrogenase (NDH2-1 und NAH2-11),
der Succinat-Dehydrogenase (SDH), Malat:Quinon  Oxidoreduktase (MQQO), Glycerin-3-Phosphat
Dehydrogenase (G3PDH) und Dihydroorotat Dehydrogenase (DHODH) untersucht. Daflir wurde bei (A)
unbehandelten Kontrollen 24 h p. i. und (B) nach einer Behandlung mit 100 nM Compound B fiir 48 h, Gesamt-
RNA isoliert, revers transkribiert und gewonnene cDNA durch LightCycler Real-Time PCR analysiert. Crossing
Point (Cp) Werte wurden zur Quantifizierung herangezogen und durch die mRNA Expression von B-Tubulin
normalisiert. Die Genexpression der 3L-H11 und 3F-A6 Mutanten ist als x-fache Anderung der Genexpression
gegeniiber der unbehandelten Kontrolle der parentalen RHAuprt Mutante angegeben. Die Darstellung der
Ergebnisse erfolgt als Mittelwert (MW) + Standardabweichung des MW von Proben-Doppelbestimmungen eines

reprasentativen Experiments (n=2).
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3.2.2 DNA-Sequenzanalysen identifizieren eine einzelne Mutation der TgDHODH von
3L-H11 und 3F-A6 Parasiten

Genmodifikationen nehmen bei der Entstehung extrinsischer Resistenzen eine entscheidende
Rolle ein. Im Fokus vieler Studien stehen dabei vor allem resistenzassoziierte, nicht-
synonyme Punktmutationen. Um maogliche Resistenzmarker der 3L-H11 und 3F-A6 Parasiten
zu identifizieren, wurde daher die kodierende Sequenz aller Ubiquinon-reduzierenden
Dehydrogenasen sequenziert und auf Mutationen hin untersucht. Da eine an P. falciparum
durchgefuhrte Studie den Nachweis erbrachte, dass HDQ an die Quinon-Reduktionsseite (Q;)
des Cytochrom-bc;-Komplex bindet (Vallieres et al. 2012), wurde weiterhin auch die Sequenz
von Cytochrom b analysiert. Eine Uberpriifung der Gensequenzen erbrachte keine
Veranderungen in der Nukleotid-Abfolge der NDH2-1, NDH2-1l, SDH, MQO und G3PDH
sowie fur Cytochrom b. Interessanterweise konnte jedoch in der kodierenden Sequenz des
dhodh Gens (TGGT1_124080) eine einzelne Punktmutation fir Nukleotid 980 nachgewiesen
werden (Abb. 3.13). Wéhrend der RH Stamm und die uprt-Deletionsmutante RHAuprt ein
Adenin (A) aufweisen, besitzen 3L-H11 und 3F-A6 Parasiten an dieser Position ein Guanin
(G). In der Folge kommt es dadurch zu einer Aminosauresubstitution von Asparagin nach
Serin des Codons 302 (N302S).

915 10A1 7
RH TTCAACAGCAATGGCGCTGACTACGCTCAGACGCAGCTGGAA

RHAuprt TTCAACAGCAATGGCGCTGACTACGCTCAGACGCAGCTGGAA
3L-H11 TTCAGCAGCAATGGCGCTGACTACGCTCAGACGCAGCTGGAA
3F-A6 TTCAGCAGCAATGGCGCTGACTACGCTCAGACGCAGCTGGAA

hkhkkk khkkkkkhkhkkhkkhkkhkkhkhkhkhkhkhkhkkkkhkhhkkhkkhkkhkhkhkhkkkkkkxkx

Asparagin (AAC) — Serin (AGC)

Abbildung 3.13: 3L-H11 und 3F-A6 Parasiten zeigen eine Punktmutation in der kodierenden Sequenz der
TgDHODH, bei der es nachfolgend zu einer Aminosauresubstitution kommt. Ein Alignment der
kodierenden Nukleotidsequenz des dhodh Gens von RH, RHAuprt, 3L-H11 und 3F-A6 Parasiten identifizierte
eine einzelne Punktmutation des Nukleotids 980 von Adenin (A) nach Guanin (G), die zu einer

Aminosauresubstitution des Codons 302 von Asparagin nach Serin filhrt (N302S).

3.2.2.1 Punktmutation N302S lokalisiert in einem hoch-konserviertem Bereich der

kodierenden Sequenz

Ein Alignment von TgDHODH mit drei homologen Proteinen (Plasmodium falciparum,
Homo sapiens und Escherichia coli), deren 3D-Proteinstruktur bereits bekannt ist, sollte
Aufschluss Gber die strukturelle Position der N302S Mutation geben. Dabei zeigte sich, dass

das in Position 302 lokalisierte Asparagin (Asn302) der Wildtyp-TgDHODH innerhalb der
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Klasse 2 DHODHn hoch-konserviert ist und in einer Region lokalisiert, welche nicht an der
Bildung von Sekundérstrukturen beteiligt ist. Asn302 befindet sich jedoch in direkter
Nachbarschaft der ebenfalls konservierten Aminosduren Gly300 und Phe301, welche
Bestandteil des aktiven Zentrums fur Dihydroorotat (DHO) sind (Abb. 3.14 A und B). Des
Weiteren ergab die Analyse der modifizierten dhodh Gensequenz, dass der von Adenin nach
Guanin erfolgte Nukleotidaustausch zur Generierung einer Fnu4HI Restriktionsschnittstelle
fuhrt. Mittels Restriktionsfragment-Langenpolymorphismus Analysen (RFLP) wird es
dadurch moglich zwischen Wildtyp und mutiertem N302S Allel zu unterschieden (Abb. 3.14
C).

A

5}
N3025 /_A_\

22|32 32I|.7

Tgon PKPRLFRLYEDRSVINREG NGADYAQTQLEAFS
Pfal AKPRIFRDVESRSIINSCG MGCDKVTENLILFR
Hsap PRPRVFRLPEDQAVINRYG HGLSVVEHRLRARQ
Ecol DKPRLFRLVDAEGLINRMG LGVDNLVEN---VK

* * % ** * Kk k *
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Abbildung 3.14: Punktmutation N302S lokalisiert in einem hoch-konservierten Bereich von TgDHODH.
(A) Multiples Alignment der T. gondii DHODH Region von Aminosaure 282-317 mit DHODH Sequenzen von
P. falciparum (Pfal), H. sapiens (Hsap) und E. coli (Ecol). Eine einzelne Basen-Substitution in 3L-H11 und
3F-A6 Parasiten flhrt zu einer N302S Mutation. Asparagin (N) in Position 302 ist innerhalb der Klasse 2
DHODHN hoch konserviert und in einer Region lokalisiert, die nicht an der Bildung von Sekundérstrukturen
beteiligt ist. Konservierte Aminosduren sind mit einem Stern (*) markiert und Sekunddrstrukturen (mit o und
benannt) durch schwarze Balken hervorgehoben. (B) 3D-Proteinstruktur der DHODH von P. falciparum. Gelb
markiert sind das hoch-konservierte Asparagin (N) und das durch die Oxidation von DHO gebildete Orotat. (C)
Punktmutation N302S erlaubt eine Unterscheidung des Wildtyp und mutierten N302S Allels durch RFLP
Analysen. Eine 132 bp lange Region, die Codon 302 einschlieft, wurde mittels PCR von cDNA der Wildtyp und
mutierten N302S Parasiten amplifiziert und mit Fnu4HI verdaut. Wahrend das Wildtyp-Fragment unverdaut
bleibt, wird das N302S PCR-Fragment in zwei Produkte mit einer GréfRe von 103 und 29 bp geschnitten.
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3.2.3 Eine Expression des N302S-Allels vermittelt partielle Resistenz gegenuber

1-Hydroxyquinolonen

Um die Bedeutung der N302S Punktmutation n&her zu untersuchen, wurde das endogene
DHODH Wildtyp-Allel direkt am urspriinglichen Locus durch das N302S-Allel ersetzt
(,,Knock-In“-Strategie). Grundlage dieser Gen-Insertion ist eine einfache homologe
Rekombination zwischen dem Ziel-Locus und einem homologen DNA Fragment, welches die
jeweilige Modifikation enthdlt. T. gondii weist jedoch eine verstarkte Haufigkeit
nicht-homologer Rekombinationsprozesse auf, wodurch gezielte Genmodifikationen nur in
sehr zeitintensiven Prozessen erzeugt werden koénnen. Es konnte jedoch nachgewiesen
werden, dass RHAku80 Knock-Out Mutanten durch den Verlust nicht-homologer
DNA-Reparaturmechanismen eine hohe Effizienz homologer Rekombinationsereignisse
zeigen (Fox et al. 2009). Fur eine effektive Selektion resistenter Klone wurde zunéchst eine
Auprt-Deletionsmutante des RHAku80Ahxgprt Stamms hergestellt. RHAku80AhxgprtAuprt
Parasiten wurden anschlieRend mit einem Xbal-linearisiertem Targeting-Plasmid transfiziert.
Dieses enthielt eine N-terminal verkiirzte kodierende Sequenz des N302S-Allels, gefolgt von
dem 3¢ untranslatiertem Bereich (UTR) des Wildtyp-Gens sowie einer HXGPRT-
Resistenzkassette. Eine erfolgreiche Integration des Zielkonstrukts, mittels einer einfachen
homologen Rekombination, wirde dabei zu einem funktionellen N302S Allel fihren,
wéhrend der Uberbleibende Rest des Wildtyp-Gens aufgrund einer fehlenden Promoter-
Region und einem Startcodon nicht-funktionell ist (Abb. 3.15 A). Als Kontrolle wurde ein
gleichermalRen konstruierter Targeting-Vektor, welcher fur das Wildtyp-Allel (N302) kodiert,
in den dhodh Genlocus eingebracht. Durch MPA und Xanthin selektionierte, stabil
transfizierte Klone wurden anschlieRend mittels PCR-Analysen genomischer DNA untersucht
(Abb. 3.15 B). Die jeweiligen Primer-Paare wurden dabei so konstruiert, dass anhand ihrer
Bindung im Genom und der Lénge des amplifizierten PCR-Produktes eine eindeutige
Aussage zum Erfolg des Allelaustauschs getroffen werden konnte. Dabei zeigten N302S
Knock-In und N302 Knock-In Parasiten (Kontrolle) in Bezug auf Primerpaar 1+/2- eine
Bande von 631 bp, wahrend das PCR-Produkt der parentalen RHAKu80AhxgprtAuprt
Parasiten bei 1521 bp lag. Entsprechende Ergebnisse zeigten sich auch bei der Amplifizierung
mit Primerpaar 1+/3- (824 bp fir beide Knock-In Mutanten und 2829 bp fiir den parentalen
Stamm). Weiterhin konnte bezliglich des Primerpaars 4+/5- nur bei den Knock-In Parasiten
eine entsprechende Gelbande nachgewiesen werden. Zusatzlich wurde cDNA der N032S KI
Parasiten amplifiziert und durch DNA-Sequenzanalysen hinsichtlich der kodierenden Sequenz

des dhodh Gens Uberprift. Dabei bestatigte das Chromatogramm den Nukleotidaustausch von
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Adenin (A) nach Guanin (G) im Codon 302 und zeigte weiterhin keine Hinweise fur eine
simultane Expression des Wildtyp-Allels (Abb. 3.15 C).

A 1+ Xbal 2- 3- N302
> < <
WT Allel | 5UTR | Ex1 | 1 |Ex2| 2 Ex3 In3 |Ex4|| n4 §
ATG S302
pKS
Targeting Konstrukt 3'UTR
N302S dhodh HXGPRT
Codon7
Xbal N302 CAT
pKS
Targeting Konstrukt 3 UTR
N302 (Kontrolle) dnodn |  HXGPRT
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Abbildung 3.15: Generierung einer N302S Knock-In Mutante durch einen Allelaustausch. (A)
Schematische Darstellung des endogenen Wildtyp dhodh Locus, des N302S Targeting-Konstrukts, des N302
Kontrollvektors und dem resultierenden Knock-In Allel. Das N302S Targeting-Konstrukt enthalt ein N-terminal
verkirztes cDNA Fragment welches fiir das mutierte dhodh Gen mit einem Serin an Position 302 kodiert (S302),
wahrend Konstrukt N302 fir das Wildtyp-Allel mit einem Asparagin an dieser Position kodiert. Beide Produkte
wurden an die dhodh 3’UTR sowie an eine HXGPRT-Resistenzkassette ligiert, welche zur Selektion stabil
transfizierter RHAku80AhxgprtAuprt Parasiten verwendet wurde. Die erfolgreiche Integration des Xbal
linearisierten Targeting-Vektors, durch eine einfache homologe Rekombination, fuhrt dabei zu einem
funktionellen N302S oder N302 Knock-In Allel und einem nicht-funktionellen verkiirztem Wildtyp-Allel. Ex,
Exon; In, Intron; AS, Aminosédure. (B) Verifizierung des Genotyps. Die Primerpaare 1+/2-, 1+/3- und 4+/5-
wurden in PCR-Analysen genomischer DNA verwendet um zwischen dem parentalem Stamm
RHAku80AhxgprtAuprt (PAR) und den N302S Knock-In (N302S KI) sowie N302 Knock-In (N302 KI)
Parasiten zu unterscheiden. (C) Die Identitdt von Codon 302 der transfizierten Parasiten wurde durch
Sequenzierungen der dhodh cDNA analysiert. Das Chromatogramm von N302S Knock-In Parasiten

demonstriert die A-zu-G Mutation, welche zu einer Aminoséuresubstitution von Asparagin nach Serin fiihrt.
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Nach Bestétigung einer erfolgreichen Rekombination des endogenen Wildtyp-Allels wurde
die Wachstumskinetik des N302S exprimierenden Klons (N302S KI) in Gegenwart von
Compound B, HDQ und Atovaquon flr insgesamt 60 h untersucht (Abb. 3.16).
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Abbildung 3.16: Das N302S-Allel ist in der Lage eine partielle Resistenz gegeniiber 1-Hydroxyquinolonen
zu vermitteln. Wachstumskinetiken von dhodh N302S exprimierenden Knock-In Parasiten (N302S Kl), dhodh
N302 exprimierenden Knock-In Parasiten (N302 KI, Kontrolle) und parentalen RHAku80AhxgprtAuprt
Parasiten unter Behandlung mit Compound B, HDQ und Atovaquon. Eine Analyse der Replikationsrate erfolgte
nach 24 h, 36 h, 48 h und 60 h p. i., wahrend eine unbehandelte Wachstumskontrolle nach 18 h, 24 h und 30 h
untersucht wurde. Konfluente HFF wurden dazu mit jeweils ~3x10* Parasiten infiziert und mit einer
Endkonzentration von 100 nM der jeweiligen Compounds behandelt. Alle Proben wurden zu den angegebenen
Zeitpunkten fixiert und die durchschnittliche Anzahl intrazelluldrer Parasiten durch Auszahlung der Parasiten
von mindestens 100 zufallig ausgewahlten parasitophoren Vakuolen bestimmt. Die Darstellung der Ergebnisse
erfolgt als Mittelwert (MW) + Standardabweichung des MW von Proben-Doppelbestimmungen eines

reprasentativen Experiments (n=2).

Im Vergleich zum parentalen Ausgangsstamm, der unter einer Behandlung mit
1-Hydroxyquinolonen bis 60 h p. i. vollstandig inhibiert wurde, zeigten N302S Kl Parasiten
eine signifikant gesteigerte Resistenz gegeniiber Compound B und HDQ. Wahrend jedoch
eine Kultivierung der N302S KI Mutante mit HDQ sowie Compound B zu einer deutlich

erhdhten Replikationsrate fuhrte, bewirkte die Behandlung mit Atovaquon bei beiden eine
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vergleichbare, sehr starke Wachstumsinhibierung, was wiederum flr die Spezifitdt des
Resistenz-Phénotyps spricht. Im Gegensatz dazu wiesen die mit dem Kontroll-Vektor
transfizierten Parasiten (N302 KI), entsprechend dem Ausgangsstamm, eine unverénderte
Hypersensitivitdt gegenuber Compound B, HDQ und Atovaquon auf. Ausgehend von den
erzielten Ergebnissen konnte nachgewiesen werden, dass eine Expression des mutierten
N302S-Allels ausreichend ist um eine partielle Resistenz gegeniiber 1-Hydroxyquinolonen zu

vermittelt.

Trotz einer Mutation innerhalo des Tgdhodh Gens zeigte die unbehandelte
Wachstumskontrolle der N302S KI Parasiten keinen Wachstumsdefekt gegenuber dem
parentalen RHAku80AhxgprtAuprt Stamm sowie der N302 Kl Mutante (Abb. 3.16). Um
mogliche Beeintrachtigungen der Parasitenfitness Uber einen langeren Zeitraum zu
untersuchen, wurde die Teilungsrate der N302S KI und N302 KI Parasiten daher mit Hilfe
von Plaque-Assays, Uber mehrere Generationen hinweg untersucht. Doch auch 6 Tage p. i.
ergab eine Auswertung der durchschnittlichen Plaqueflache keine Unterschiede in der
Wachstumsrate der N302S KI Parasiten (Abb. 3.17).

110 4
100 -
90 A
80 -
70
60 -
50 -
40 -
30 -
20 -+
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N302.KI (Kontrolle)

Plaqueflache (%)

N302 Kl (Kontrolle) N302S Ki

Abbildung 3.17: N302S KI Parasiten zeigen in vitro keinen Wachstumsdefekt. Konfluente HFF wurden mit
jeweils 200 N302S KI bzw. N302 KI Parasiten infiziert und 6 Tage p. i. fixiert und mit Kristallviolett gefarbt.
Die durchschnittliche Flache von mindestens 50 zuféllig ausgewahlten Plagues wurde durch ImageJ berechnet
und hinsichtlich der N302S KI Parasiten (Kontrolle, 2100%) normalisiert. Die Darstellung der Ergebnisse
erfolgt als Mittelwert (MW) * Standardabweichung des MW eines représentativen Experiments (n=2).

3.2.4 Funktionelle Expression der TgDHODH in Escherichia coli

Durch eine schnelle Kultivierbarkeit und unkomplizierte Handhabung hat Escherichia coli
auch bei der Identifizierung von Wirkstoff-Targets groBe Bedeutsamkeit erlangt. In

Kooperation mit Martin Thiele (2012) wurde, durch eine funktionelle Expression der
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TgDHODH in E. coli, versucht ein Modellsystem zu schaffen, anhand dessen sich kinftig
1-Hydroxyquinolon-Derivate schnell und kostengunstig testen lassen.

3.2.4.1 Generierung multipler Fusionskonstrukte

Es wurden insgesamt sechs unterschiedliche TJDHODH Fusionskonstrukte hergestellt (Abb.
3.18) und auf ihre funktionelle Expression in E. coli getestet. Der N-terminale Anteil der E.
coli DHODH (EcDHODH) wurde dabei an eine N-terminal verkiirzte Sequenz der Wildtyp
TgDHODH fusioniert, welcher die mitochondriale Importsequenz fehlte.

A

| I
EcDHODH: MYYPFVRKALFQ--——-- LDPERAHEFTFQQOLRRITGTPFEALVRQKV
TgDHODH: DT.[I YSFYEPVTSVLFRYFSSGPLD PETAHGYTMELAKRGWLPVDYDREESAIl.

1 42

181 231

B

1: MYYEPVTSV 4: MYYEPVTSV-His-Tag (6X)
2: MYYPFVRKALFRYFSS 5: MYYPFVRKALFRYFSS-His-Tag (6X)
3: MYYPFVRKALFQLDPETAH 6: MYYPFVRKALFQLDPETAH-His-Tag (6X)

TgpHODHWT: N~ YIEN TgDHODH —c

TgDHODH Konstrukt 1.2,3: N—[ll  TgDHODH —c
EcDHODH

TgDHODH Konstrukt 4,5,6: N—. TgDHODH —His-Tag (6x)—C
EcDHODH

Abbildung 3.18: Schematische Darstellung der Konstruktion unterschiedlicher Fusionsvarianten der E.
coli DHODH (EcDHODH) und TgDHODH. (A) Alignment der Aminosauresequenz 181-231 der TgDHODH
und der Aminosauresequenz 1-42 der ECDOHODH. Der E. coli Anteil ist griin, der T. gondii Anteil schwarz und
homologe Aminosduren rot markiert. (B) Zur Generierung multipler Fusionskonstrukte wurde der N-terminale
Anteil der ECDHODH an eine N-terminal verkiirzte Sequenz der Wildtyp TgDHODH fusioniert, welcher die
mitochondriale Importsequenz (MIS) fehlte. Die Konstrukte 1-3 unterschieden sich hinsichtlich des ECDHODH
Anteils und der Anzahl homologer Aminosauren. Durch die zusatzliche Fusion eines C-terminalen His-Tags
wurden die Konstrukte 4-6 generiert.

Grundlage der Fusionsgenerierung war ein Proteinalignment der ECDHODH und TgDHODH
(Abb. 3.18 A). Der Fusionsbereich und die damit verbundene Lénge des bakteriellen Anteils
wurden durch das Auftreten homologer Aminosauren festgelegt. Hierbei wurden drei
Konstrukte konzipiert, die sich hinsichtlich des N-terminalen ECDOHODH Abschnitts und dem
Anteil homologer Aminosauresequenzen voneinander unterschieden. Fir eine spétere
Aufreinigung einzelner Fusionsproteine wurden die Konstrukte 1 bis 3 zudem in einer
zweiten Variante mit einem C-terminalem Histidin-Affinitatstag (His-Tag) versehen (Abb.
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3.18 B). Fir die anschlieende Exprimierung in E. coli wurden alle Konstrukte in den
pASK-IBA16 Vektor Kloniert und die Genexpression damit unter die Kontrolle eines
Anhydrotetracyclin (AnTc)-induzierbaren Promoters gestellt.

3.2.4.2 Komplementierung eines Uracil-auxotrophen E. coli Stamms durch TgDHODH

Die Uberpriifung einer funktionellen Expression der jeweiligen Fusionsvarianten erfolgte
durch Komplementationsversuche einer DHODH-Defizienzsmutante von E. coli (ATCC
12632). Durch die gestorte Pyrimidin-de-novo-Synthese beruht das Wachstum einzig auf dem
Pyrimidin Salvage Pathway, was zu einer Uracil-Auxotrophie dieser Bakterienstamms fuhrt.
Eine funktionelle Komplementation durch die AnTc-induzierbare TgDHODH wiirde diesen
Defekt in der Pyrimidin-Biosynthese jedoch aufheben. Zundchst wurde der Ausgangsstamm
(in separaten Versuchsansétzen) mit allen sechs Fusionskonstrukten transfomiert und durch
ein im pASK-IBA16 Vektor integriertes Ampicillin-Resistenzgen selektioniert. Die
anschlieende Analyse der Wachstumskontrollen zeigte, wie erwartet, ohne den Zusatz von
Uracil oder AnTc keine Bakterienvermehrung (Abb. 3.19). Im Vergleich dazu wurde durch
die Supplementation von Uracil bei allen Stdimmen ein sehr deutliches und vergleichbares
Zellwachstum beobachtet. Hierbei konnte nach 3,5 h eine optische Dichte (OD) zwischen 1,2
und 1,4 gemessen werden. Die Uberpriifung einer erfolgreichen Komplementation erfolgte
durch die Kultivierung der Bakterien mit M63-Minimalmedium, welches zur Induktion AnTc,
jedoch kein Uracil enthielt. Da die Tgdhodh-Genexpression erst durch die Zugabe von AnTc
induziert wurde, erfolgte eine Analyse der Zellteilung zusatzlich unter verschiedenen
AnTc-Konzentrationen (10, 50 und 200 ng/ml). Unter induzierten Bedingungen konnte fr
jeden Stamm ein bakterielles Wachstum und damit eine funktionelle Komplementierung
nachgewiesen werden (Abb. 3.19). Hinsichtlich der Wachstumskinetik ergaben sich jedoch
eindeutige Unterschiede zwischen den einzelnen Bakterienstdmmen, was auf funktionelle
Unterschiede zwischen den Fusionsvarianten hindeutet. Wahrend die Vermehrung bei Stamm
5 am schwéchsten war und nach 3,5 h lediglich eine OD von etwa 0,2 gemessen werden
konnte, zeigten Stamm 1, 2 und 6 eine vergleichbare Zellteilung (OD 0,3-0,4).
Demgegenuber wurde bei Stamm 3 (OD 0,8) und 4 (OD 0,9) das starkste Bakterienwachstum
beobachtet. Eine Untersuchung der eingesetzten AnTc-Konzentration zeigte keine
Unterschiede im Wachstum der Bakterien. Lediglich bei Stamm 4 lie sich ein moderater

Wachstumsvorteil bei 200 ng/ml AnTc nachweisen.
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Abbildung 3.19 Eine Expression der Tgdhodh-kodierenden Fusionskonstrukte 1-6 fiihrt zur funktionellen
Komplementierung einer Uracil-auxotrophen Mutante von E. coli. Zur Uberpriifung einer funktionellen
Expression der TgDHODH wurden alle sechs Stdmme mit einer Ausgangs-OD von 0,05 in
M63-Minimalmedium inokuliert und unter Zusatz von 10, 50 und 200 ng/ml Anhydrotetracyclin (AnTc) bei
37°C kultiviert. Die Messung des Bakterienwachstums erfolgte photometrisch bei 600 nm fir insgesamt 3,5 h.
Wachstumskontrollen ohne Uracil (w/o, Negativkontrolle) und mit 10 pg/ml Uracil (Positivkontrolle) wurden

zeitgleich mitgefihrt.

3.2.4.3 Sensitivitatstestung gegentiber Compound B

Mit der Generierung funktionell TJDHODH-exprimierender Bakterienstamme war moéglich
zu prufen, ob sich E. coli zum ,,drug-screening® von 1-Hydroxyquinolonen eignet. Dazu
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wurden alle sechs Stdmme unter induzierten Bedingungen (200 ng/ml AnTc) zusétzlich mit
Compound B kultiviert. Um mdgliche Unterschiede in der eingesetzten Konzentration zu
untersuchen, wurden die Bakterien jeweils mit 10 nM, 100 nM sowie 1 uM Compound B
behandelt. Als reprasentative Beispiele wurden in Abb. 3.20 die Wachstumskinetiken von

Stamm 3 und Stamm 4 graphisch dargestelit.
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Abbildung 3.20: Durch TgDHODH funktionell

Kultivierung mit Compound B keine Wachstumsinhibierung. M63-Minimalmedium wurde mit einer

komplementierte Bakterien zeigen unter einer

Ausgangs-OD von 0,05 der Stdmme 3 und 4 inokuliert und die Bakterien unter Zusatz von 200 ng/ml
Anhydrotetracyclin (AnTc) sowie 10 nM, 100 nM und 1 uM Compound B bei 37°C kultiviert. Die Messung des
Bakterienwachstum erfolgte photometrisch bei 600 nm fiir insgesamt 3,5 h. Wachstumskontrollen ohne Uracil
(w/o, Negativkontrolle), mit 10 pg/ml Uracil (Positivkontrolle) und 200 ng/ml AnTc (unbehandelte Kontrolle)

wurden zeitgleich mitgefuihrt.

Wie bereits gezeigt wurde, wiesen die Bakterien beider Stamme in Anwesenheit von Uracil
das starkste Wachstum auf, ohne Uracil jedoch eine vollstdndige Wachstumshemmung. Die
Behandlung der Bakterien mit Compound B fiihrte jedoch zu keiner Wachstumsinhibierung
der TgDHODH-exprimierenden Bakterien. Selbst unter einer fir T. gondii stark
parasitostatisch wirkenden Konzentration von 1 uM Compound B zeigten beide Stdmme ein
der unbehandelten Kontrolle vergleichbares Wachstum. Eine durch Compound B
unbeeinflusste Replikation zeigten auch alle anderen Stdmme (nicht dargestellt). Um in einem
weiteren Versuch die Wirkung von Compound B unter minimalen AnTc-Konzentrationen zu
untersuchen, wurde die Tgdhodh Expression von Stamm 3 und 4 mit jeweils 5 und 10 ng/ml
AnTc induziert. Doch auch unter diesen veranderten Induktionsbedingungen wirkte sich
Compound B nicht hemmend auf das Bakterienwachstum aus (nicht dargestellt). TgDHODH
exprimierende E. coli scheinen sich somit nicht als Testsystem fir 1-Hydroxyquinolone zu

eignen.
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3.2.5 Biochemische Charakterisierung der TgDHODH als 1-Hydroxyquinolon Target

Um die inhibitorische Wirkung der 1-Hydroxyquinolone gegeniiber TgDHODH durch
biochemische Analysen zu belegen und des Weiteren die enzymatischen Eigenschaften der
Wildtyp und der mutierten (N302S) DHODH vergleichend zu untersuchen, wurden beide
Allele in E. coli exprimiert und durch eine native Aufreinigung, elektrophoretisch und

enzymatisch aktive Proteine gewonnen.
3.2.5.1 Expression und Aufreinigung His-getaggter TgDHODH aus E. coli

3.25.1.1 C-terminaler His-Tag

Insgesamt drei der unter Punkt 3.2.4.1 beschriebenen TgDHODH-Fusionskonstrukte wurden
Daher die
Fusionsvarianten 4 und 6 in E. coli BL21-CodonPlus (DE3)-RP Bakterien zu exprimieren.

mit einem C-terminalen His-Tag generiert. wurde zundchst versucht
Nach erfolgter Transformation der Bakterien war es das Ziel von Vorversuchen zunéchst
optimale Expressionskonditionen zu definieren. Dafur wurden die Induktionsbedingungen
hinsichtlich der Temperatur und der Zeit variiert und die Bakterien nach einer Induktion mit
200 ng/ml AnTc fiir 3 h, 6 h und tiber Nacht (UN) sowie bei Temperatur von 30°C, 37°C und
bei Raumtemperatur (RT) kultiviert. Ein visueller Vergleich des exprimierten TgDHODH
Proteinlevels erfolgte durch SDS-PAGE und Western Blot Analysen mit einem anti-His
Antikdrper. Daflr wurden die unter den verschiedenen Induktionsbedingungen gewonnenen
Bakteriensuspensionen auf eine gemeinsame OD eingestellt, pelletiert und durch
Resuspension in SDS-Probenpuffer lysiert.
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Abbildung 3.21: Western Blot Analysen des TgDHODH Proteinlevels nach Expression der C-terminal
His-getaggten Fusionskonstrukte 4 und 6. Die Fusionskonstrukte 4 und 6 wurden in E. coli BL21-CodonPlus
(DE3)-RP Bakterien exprimiert und diese nach Induktion mit 200 ng/ml AnTc unter 37°C, 30°C und bei
Raumtemperatur (RT) fir 3 h, 6 h und dber Nacht (UN) kultiviert. Fir einen visuellen Vergleich der
Proteinmenge wurden die Bakteriensuspensionen auf eine gemeinsame OD eingestellt, pelletiert und durch
Resuspension in SDS-Probenpuffer lysiert. Das gesamte Bakterienlysat wurde anschlieBend durch SDS-PAGE
(12% Gel) aufgetrennt und das TgDHODH-Fusionsprotein (Konstrukt 4: 45,9 kDa; Konstrukt 6: 45, 3 kDa) mit
Hilfe eines anti-His Antikdrpers im Western Blot detektiert.
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Wie in Abb. 3.21 zu erkennen ist, konnte mit beiden Fusionskonstrukten eine deutliche
Proteinexpression nachgewiesen werden. Neben der zu erwartenden Proteinbande von etwa
45 kDa wurden jedoch multiple Banden mit einem kleineren Molekulargewicht detektiert.
Durch das Auftreten dieser zusétzlichen Proteinbanden wurde die Aufreinigung einer
C-terminal getaggten TgDHODH nicht weiter verfolgt.

3.2.5.1.2 N-terminaler His-Tag

Zur Expression einer elektrophoretisch reinen TgDHODH wurde die N-terminal verkirzte
kodierende Sequenz sowohl des Wildtyp-Allels als auch des N302S-Allels in den pET-16b
Vektor kloniert und die N-terminal His-getaggten Konstrukte anschlieBend in
BL21-CodonPlus (DE3)-RP Bakterien exprimiert (Abb. 3.22 A).

A C
wT _ _ K wildt N302S
TgDHODH: N TgDHODH C 17'35" yp
130
¥glr3klt-]|gtDeH: NiH(iig‘?g* TgDHODH —C 100
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Abbildung 3.22: Expression und Aufreinigung von TgDHODH. (A) Eine N-terminal verkirzte Sequenz des
Wildtyp und des mutierten N302S dhodh Gens (Vall78-Asp592), denen jeweils die mitochondriale
Importsequenz (MIS) fehlte, wurden N-terminal an einen His-tag fusioniert und in E. coli BL21-CodonPlus
(DE3)-RP Bakterien exprimiert. (B) Analyse des Expressionslevels der N-terminal getaggten Wildtyp
TgDHODH mit (+) und ohne Zugabe (-) von IPTG durch Westen Blot Analysen mit einem anti-His Antikdrper.
(C) Die Reinheit der Wildtyp und der N302S TgDHODH wurden durch Coomassie-gefarbte 12%ige SDS-Gele

bestimmt.

Bereits ein erster Versuch zur Optimierung der Expressionsbedingungen bestétigte dabei in
Western Blot Analysen eine singuldre Bande des Zielproteins von etwa 47 kDa (nicht
dargestellt). Es konnte weiterhin gezeigt werden, dass auch ohne Induktion mit Isopropyl-p-
D-thiogalactopyranosid (IPTG) eine ausreichend hohe DHODH Expression erzielt wurde
(Abb. 3.22 B). Die Reinheit der unter nativen Bedingungen gewonnenen rekombinanten

Proteine wurde elektrophoretisch (SDS-PAGE) mit nachfolgender Coomassie-Farbung
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bestimmt (Abb. 3.22 C). Probemessungen mit denen unter 2.2.8.2 beschriebenen Methoden
bestatigten die enzymatische Aktivitat der Wildtyp und N302S TgDHODH (nicht dargestellt)
und ermoglichten somit eine enzymkinetische Analyse von DHODH als potentielle
Zielstruktur der 1-Hydroxyquinolone.

3.2.5.2 Die Aktivitat von TgDHODH wird direkt durch 1-Hydroxyquinolone inhibiert

Um einen ersten Einblick in die Inhibitionseigenschaften von HDQ und Compound B zu
erhalten, erfolgte zundchst eine Bestimmung der [Cso-Werte. Sowohl HDQ als auch
Compound B inhibierten die Wildtyp TgDHODH sehr effektiv und wiesen 1Csp-Werte von
jeweils 554 nM und 534 nM auf (Tabelle 3.1). TgDHODH wird demnach durch
1-Hydroxyquinolone direkt inhibiert. Dartber hinaus zeigte die N302S DHODH mit
ICso-Werten von jeweils 1635 uM und 1627 uM eine rund 3-fach erhdhte 1Cso gegeniiber
HDQ und Compound B, was sich graphisch in einer Verschiebung der Dosis-Wirkungskurve
zur rechten Seite darstellte (Abb. 3.23).
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Abbildung 3.23: 1-Hydroxyquinolone sind wirkungsvolle Inhibitoren der Wildtyp TgDHODH Aktivitat,
zeigen jedoch einen Effektivitatsverlust gegeniiber der N302S DHODH. Dosis-Wirkungskurven wurden fir
die Wildtyp (WT) und die N302S DHODH generiert. Eine Bestimmung der mittleren inhibitorischen
Konzentration (ICsp) von (A) HDQ und (B) Compound B erfolgte in Anwesenheit von 1 mM DHO und 100 uM
Qp mit variierenden Inhibitorkonzentrationen von 0,01 uM bis 30 pM. 1Cs-Werte wurden durch nichtlineare-
Regressionsanalysen ermittelt. Die unter jeder der einzelnen Inhibitorkonzentrationen gemessene anfangliche
Reaktionsgeschwindigkeit (v; y-Achse) wurde dabei relativ zu der Enzymaktivitat kalkuliert, welche ohne
Anwesenheit des Inhibitors gemessen wurde (Vo) und gegeniber der Inhibitorkonzentration (angegeben in M)
auf der x-Achse (logarithmische Skalierung) aufgetragen. Jeder Datenpunkt ist als Mittelwert

(MW) + Standardfehler des Mittelwertes eines représentativen Experiments (n=2) angegeben.
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Tabelle 3.1: Kinetische Parameter aufgereinigter Wildtyp und N302S TgDHODH und
Inhibitionskinetiken von HDQ und Compound B

Kinetische Parameter Inhibitionskinetiken
Kwm Kwm Keat Keat/ K Keat/ K 1Csp 1Csg Ki*® Ki?
DHO Qo st DHO Qo HDQ Comp. B DHO Qb
UM UM M's! M's! nM nM nM nM

WT 76+5 37+3 86+4 11x10° 23x10° 554+24 534 + 52 418+30 17421

N302S 265+11 15+2 38+1 14x10° 25x10° 1635+170 1627 +83 1565+109 333+43

Alle Werte der Tabelle sind als Mittelwert (MW) + Standardabweichung des MW angegeben.

# Ki Werte wurden fiir Compound B berechnet.

3.2.5.3 Compound B ist fur Qp ein kompetitiver, fir DHO ein unkompetitiver Inhibitor

Die Bestimmung des Hemmtyps sowie der Inhibitionskonstante K; erfolgte fir Compound B
anhand von Inhibitionskinetiken. Neben einer unbehandelten Kontrolle wurden zuséatzlich
zwei Konzentration von Compound B (0,25 und 1,5 pM flr den Wildtyp sowie 0,8 und 4,8
MM fir die N302S Mutante) eingesetzt und die TJDHODH Aktivitat unter der Verwendung
variabler Konzentrationen von Dihydroorotat (DHO) bzw. Decylubiquinon (Qp) ermittelt. Da
DHODH (ber zwei gesonderte Bindungsstellen verfiigt und sowohl mit DHO als auch Qp
interagiert, wurden inhibitionskinetische Untersuchungen fur beide Substrate durchgefihrt.
Fir DHO ergab sich dabei ein unkompetitiver Inhibitionstyp. Bei der unkompetitiven
Hemmung wird neben einer Verringerung der apparenten Maximalgeschwindigkeit (V max, app)
auch eine Abnahme der apparenten Michaelis-Menten-Konstante (Kw, app) beobachtet. In der
doppelt-reziproken Darstellung des Lineweaver-Burk-Plots zeigte sich die Reduktion beider
Parameter in der Zunahme von 1/Vmax und 1/Ky mit steigender Inhibitorkonzentration, was
sich graphisch als eine Serie paralleler Linien darstellte (Abb. 3.24 A und B). Hinsichtlich
der Inhibitionskonstante K; ergab sich fiir den Wildtyp eine Konzentration von 418 nM,
wéhrend die N302S TgDHODH mit 1565 nM einen rund 4-fach gesteigerten Wert zeigte
(Tabelle 3.1). Aus der inhibitionskinetischen Analyse ging weiterhin hervor, dass Compound
B ein kompetitiver Inhibitor fir Qp ist. Bei dieser Form der Hemmung kann unter hohen
Substratkonzentrationen ein unveranderter Wert flir Vmax, app beobachtet werden, jedoch
nimmt die Kw, app In Anwesenheit des Inhibitors zu. In dem doppelt-reziproken Lineweaver-
Burk-Plot stellte sich dies in einem gemeinsamen Ordinatenschnittpunkt aller Geraden bei
1/Vmax dar, waéhrend sich der Schnittpunkt der Gerade mit der x-Achse bei steigender
Inhibitorkonzentration nach rechts verschob (Abb. 3.24 C und D). Des Weiteren ergaben sich
fir den Inhibitionsparameter K; Werte von 174 nM fir die Wildtyp TgDHODH und 333 nM

fur das mutierte Protein.
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Abbildung 3.24: Inhibitionskinetiken zeigen, dass Compound B ein unkompetitiver Inhibitor fir DHO
und ein kompetitiver Inhibitor flir Qp ist. Doppelt-reziproke Auftragung der anféanglichen
Reaktionsgeschwindigkeit (v) als Funktion der DHO Konzentration (bei 100 uM Qp) und als Funktion der Qp
Konzentration (bei 1000 uM DHO) der Wildtyp DHODH (A und C) und der N302S DHODH (B und D). Die
Inhibitionskinetiken wurden flr eine unbehandelte Kontrolle und in der Anwesenheit von 0,25 uM und 1,5 uM
Compound B fir die Wildtyp DHODH sowie 0,8 uM und 4,8 uM Compound B fiir die N302S DHODH
ermittelt. Die doppelt-reziproke Darstellung steht in Ubereinstimmung mit dem Wirken von Compound B als ein

unkompetitiver Inhibitor fur DHO und ein kompetitiver Inhibitor fiir Qp.

3.2.5.4 Mutation N302S fuhrt zu einer Reduktion der Kkatalytischen Effizienz
gegenuiber DHO

Neben einer Analyse der Inhibitionseigenschaften von HDQ und Compound B wurde geprift,
ob sich hinsichtlich der Michaelis-Menten-Konstante (Ky) fir Qp und DHO sowie der
Wechselzahl kg, weitere Unterschiede zwischen dem Wildtyp und der N302S TgDHODH
nachweisen lassen (Abb. 3.25). Fur den Wildtyp ergaben sich dabei Ky-Werte von 76 puM fir
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DHO und 37 puM fir Qp. Zusammen mit einem key-Wert von 86 s konnten somit
vergleichbare Werte, wie sie durch Hortua Triana et al. (2012) beschrieben wurden,
nachgewiesen werden. Interessanterweise wies die N302S TgDHODH einen verminderten
Kw-Wert von 15 puM fir Qp auf. Im Gegensatz dazu ergaben sich fir DHO ein deutlich
erhohter Ky-Wert von 265 uM sowie eine Reduktion der Wechselzahl von 50% auf 38 s™.
Durch eine genauere Betrachtung dieser Parameter konnte in Bezug auf die katalytische
Effizienz (kc/Km) der N302S DHODH gegentber Qp keine Veranderung festgestellt werden,
jedoch ergab sich fir DHO eine ungeféhr 8-fache Reduktion der ke./Kwm (Tabelle 3.1).
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Abbildung 3.25: Die N302S TgDHODH zeigt einen verminderten Ky-Wert fir Qp, jedoch einen
gesteigerten Ky-Wert fir DHO. (A) Die anfangliche Reaktionsgeschwindigkeit (v in uM/min) der Wildtyp
DHODH (Quadrate) und der N302S DHODH (Dreiecke) wurde gegen die DHO Konzentration bei konstanter
Qp von 100 puM aufgetragen. Die Konzentration von DHO wurde dabei Uber einen Bereich von 0-1000 uM
variiert. (B) Die anféngliche Reaktionsgeschwindigkeit (v in pM/min) der Wildtyp DHODH (Quadrate) und der
N302S DHODH (Dreiecke) wurde gegen die Qp Konzentration bei konstanter DHO von 1000 uM aufgetragen.
Die Konzentration von Qp wurde dabei tber einen Bereich von 0-300 uM variiert. Die Bestimmung der Ky-
Werte erfolgte mittels einer Anpassung der Daten an die Michalis-Menten-Gleichung durch Verwendung nicht-
linearer Regressionsanalysen. Die Darstellung der Ky-Werte erfolgt als Mittelwert (MW) + Standardabweichung

des MW von Proben-Doppelbestimmungen eines reprasentativen Experiments (n=2).
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3.2.6 Saccharomyces cerevisiae DHODH (ScDHODH) exprimierende T. gondii zeigen
eine partielle 1-Hydroxyquinolon-Resistenz

Die TgDHODH nimmt neben einer Schlisselrolle in der Pyrimidin-de-novo-Synthese eine
wichtige strukturelle Funktion in der mitochondrialen Elektronentransportkette (ETC) ein.
Waéhrend DHODH die einzige Redoxreaktion der Pyrimidin-de-novo-Synthese katalysiert und
DHO dabei zu Orotat oxidiert, werden die daraus gewonnenen Elektronen tber Ubiquinon
direkt in die ETC eingespeist. Ausgehend von den bisherigen Ergebnissen konnte bereits
gezeigt werden, dass TgDHODH ein direktes Target der 1-Hydroxyquinolone ist. Unklar ist
jedoch ob die beobachtete Wachstumsinhibierung der Parasiten nach einer Behandlung mit
HDQ oder Compound B auf die Hemmung der Pyrimidin-de novo-Synthese oder auf eine
mogliche Funktionsbeeintréchtigung der ETC zuriickzufuhren ist. Zur Unterscheidung beider
Maoglichkeiten wurde die DHODH von Saccharomyces cerevisiae (SCDHODH) in T. gondii
exprimiert. Dieses im Zytosol lokalisierte Protein zahlt zur Klasse 1 der DHODHn und ist
aufgrund seiner Fumarat-reduzierenden Eigenschaft (Nagy et al. 1992) Ubiquinon-
unabhéngig (Abb. 3.26). Eine heterologe und funktionelle Expression der SCDHODH in T.
gondii wirde dabei zu einer Entkopplung der Pyrimidin-de-novo-Synthese wvon der
mitochondrialen Atmungskette fuhren, wie es bereits bei P. falciparum beschrieben wurde
(Painter et al. 2007).

Pyrimidin-de- . N
novo-Synthese T.gondii S. cerevisiae
QH2 Succinat
. . | Dihydroorotat |
Komplex Il Mitochondrium Zytosol
TgDHODH l ScDHODH
Klasse2 Klasse 1
Q Fumarat
— Ubichinon (Q)
unabhéngig

Abbildung 3.26: Schematische Darstellung der durch die zytosolische ScDHODH (Klasse 1) und
mitochondriale TgDHODH (Klasse 2) katalysierten enzymatischen Reaktion.
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Ein erster Versuch zur Expression des Scdhodh Gens in RHAuprt Parasiten erfolgte mit Hilfe
eines Transfektionsplasmids, bei dem die kodierende Sequenz des Scdhodh Gens unter der
Kontrolle eines Tubulin-Promoters exprimiert wurde. Eine zusétzlich in den Vektor
eingebrachte Chloramphenicol Acetyltransferase (CAT)-Resistenzkassette diente dabei der
Generierung stabil transfizierter Parasiten. RT-PCR Analysen von zwei Einzelklonen
(ScDHODH Kilon 1 und Klon 2) konnten zwar eine erfolgreiche Transkription nachweisen,
jedoch war es nicht mdglich die Funktionalitdt der SCDHODH in Enzym-Aktivitatsassays
nachzuweisen (nicht dargestellt).

Unter der Annahme einer modglichen, inkorrekten zellularen Lokalisation des Proteins und um
die zytosolische Exprimierung zu gewadhrleisten, wurde die ScCDHODH daher in einem
weiteren Versuch mittels eines CAT-Fusionsproteins exprimiert. Dazu wurde das hinter einen
Tubulin-Promoter klonierte CAT-ScDHODH Fusionskonstrukt in den RHAhxgprt Stamm
transfiziert und stabile Klone mittels einer vorhandenen HXGPRT-Resistenzkassette
selektioniert. Zur Durchfiihrung weiterer Versuche wurden zwei Einzelklone (Klon 6 und
Klon 7) ausgewahlt. Die Bestimmung der zelluldren Lokalisation des CAT-ScDHODH
Fusionsproteins wurde in Immunfluoreszenztests mit einem anti-CAT Antik6rper
durchgefuhrt. Neben der erwarteten zytosolischen Expression lieBen sich dabei erste
Unterschiede im Expressionslevel des Proteins vermuten. Trotz einer hdheren Belichtungszeit
zeigte Klon 6 im Vergleich zu Klon 7 eine schwéachere Fluoreszenzintensitat (Abb. 3.27 A).
Die anschlieende Immundetektion des Fusionsproteins mittels Western Blot Analysen
erfolgte mit Parasitenlysaten der beiden transgenen Klone sowie (als Kontrolle) des
parentalen Ausgangsstamms RHAhxgprt. Eine Inkubation der Parasitenlysate mit dem anti-
CAT Antikorper bestatigte die Proteinexpression ausschlieBlich fur CAT-ScDHODH
exprimierende Klone. Durch semi-quantitative Analysen der Bandenintensitat, mittels einer
densitometrischen Auswertung, konnte zudem eine rund 3-fach gesteigerte Proteinmenge flr
Klon 7 nachgewiesen werden (Abb. 3.27 B). Der Nachweis des Oberflachen Antigens 1
(SAG1) diente dabei der Normalisierung und als Parasiten-Ladungskontrolle. RT-PCR
Analysen bestétigten weiterhin eine um das 9-fach héhere mRNA Expression des Scdhodh
Gens flr Klon 7, wobei die Genexpression beider Mutanten durch das konstitutiv exprimierte
B-Tubulin normalisiert wurde (Abb. 3.27 C).
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Abbildung 3.27: CAT-ScDHODH exprimierende Klone von T. gondii bestédtigen eine zytosolische
Lokalisation des Fusionsproteins, unterscheiden sich jedoch hinsichtlich der Gen- und Proteinexpression.
(A) Nachweis der zytosolischen Lokalisation des CAT-ScDHODH Fusionsproteins in intrazellularen Parasiten
durch indirekte Immunfluoreszenztests mit einem anti-CAT Antikdrper. MaRstabsbalken = 10 um. (B)
Bestimmung des CAT-ScDHODH Proteinlevels durch Western Blot Analysen von Parasitenlysaten mit einem
anti-CAT Antikorper. Die Immundetektion des Oberflachen-Antigens 1 (SAG1) der gestrippten
Nitrozellulosemembran wurde als Parasiten-Ladungskontrolle verwendet. Die densitometrische Quantifizierung
des Proteinlevels erfolgte durch das Programm Multi Gauge V.3.1, relative Werte sind dabei unterhalb der
jeweiligen Banden angegeben. (C) CAT-ScDHODH exprimierende Klone 6 und 7 wurden hinsichtlich der
MRNA Genexpression untersucht. Daflir wurde 24 h p. i. Gesamt-RNA isoliert, revers transkribiert und
gewonnene cDNA durch LightCycler Real-Time PCR analysiert. Crossing Point (Cp) Werte wurden zur
Quantifizierung herangezogen und durch die mRNA Expression von B-Tubulin normalisiert. Die ScCDHODH
Genexpression von Klon 7 ist als x-fache Anderung der Genexpression gegeniiber Klon 6 angegeben. Die
Darstellung der Ergebnisse erfolgt als Mittelwert (MW) + Standardabweichung des MW von Proben-
Doppelbestimmungen eines repréasentativen Experiments (n=2). (D) Die Uberpriifung der RT-PCR Produkte fiir
B-Tubulin und ScCDHODH erfolgte durch Auftrennung in einem 1%-Agarosegel.

Fur beide Klone konnte durch Enzymaktivitatstests eine Funktionalitat des CAT-ScDHODH
Fusionsproteins nachgewiesen werden (Abb. 3.28). Im Gegensatz zu den parentalen
RHAhxgprt Parasiten zeigten Klon 6 und Klon 7, unter der Zugabe von Fumarat, eine
deutliche Reduktion des finalen Elektronenakzeptors DCIP. Inhibitionsversuche mit HDQ

und Compound B zeigten weiterhin, dass die Enzymaktivitdt der Ubiquinon-unabhdngigen
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ScDHODH, wie erwartet, trotz sehr hoher Konzentrationen von HDQ und Compound B (10
und 30 uM) unbeeinflusst blieb.
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Abbildung 3.28: Compound B und HDQ haben keinen Einfluss auf die Enzymaktivitéat des
CAT-ScDHODH Fusionsproteins. Parasitenlysate der CAT-ScDHODH exprimierenden Klone 6 und 7 wurden
hinsichtlich ihrer ScDHODH-Aktivitdt im Vergleich zum parentalen RHAhxgprt Stamm untersucht. Die
Reduktion von DCIP innerhalb einer Minute wurde dabei photometrisch bei 600 nm mit 1 mM DHO, 1 mM
Fumarat und 60 uM DCIP gemessen. Der Einfluss von Compound B und HDQ auf die SCDHODH Aktivitét
wurde unter Konzentrationen von jeweils 30 UM und 10 uM analysiert. Die Darstellung der Ergebnisse erfolgt

als Mittelwert (MW) + Standardabweichung des MW von Proben-Doppelbestimmungen.

Fir eine genauere Untersuchung der 1-Hydroquinolon-Sensitivitat wurde die Replikationsrate

beider Klone nach einer Behandlung mit Compound B und HDQ analysiert.

Compound B HDQ Unbehandelte Kontrolle
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Abbildung 3.29: CAT-ScDHODH exprimierende Parasiten zeigen eine partielle Resistenz gegeniber
1-Hydroxyquinolonen. Replikationsraten CAT-ScDHODH exprimierender Parasiten (Klon 6 und Klon 7),
sowie des parentalen RHAhxgprt Stamms wurden 48 h nach einer Behandlung mit 100 nM Compound B und
HDQ bestimmt, wéahrend unbehandelte Wachstumskontrollen 24 h p. i. analysiert wurden. Konfluente HFF
wurden dazu mit jeweils ~3x10* Parasiten infiziert und die durchschnittliche Anzahl intrazellularer Parasiten
durch Auszéhlung der Parasiten von mindestens 100 zufallig ausgewahlten parasitophoren Vakuolen bestimmt.
Die Darstellung der Ergebnisse erfolgt als Mittelwert (MW) + Standardabweichung des MW von Proben-
Doppelbestimmungen eines représentativen Experiments (n=2).
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Wahrend die unbehandelte 24 h Kontrolle keine Unterschiede in der Parasitenreplikation
zeigte, besaBen Klon 6 und Klon 7 im Vergleich zum parentalen Ausgangsstamm RHAhxgprt
eine partielle Resistenz gegentiber HDQ und Compound B (Abb. 3.29). In Ubereinstimmung
mit dem gesteigertem CAT-ScDHODH Expressionslevel zeichnete sich Klon 7, 48 h nach
einer Behandlung mit 1-Hydroxyquinolonen, im Vergleich zu Klon 6 zudem durch ein
deutlich erhdhtes Wachstum aus. Klon 7 zeigt damit eine der uprt komplementierten 3L-H11
Linie (3L-H11/uprt kompl.) vergleichbare Resistenz gegeniber HDQ und Compound B
(Abb. 3.2). Zusammenfassend deutet der Resistenzphanotyp der CAT-ScDHODH
exprimierenden Parasiten darauf hin, dass die Inhibition der Pyrimidin-de-novo-Synthese

mafRgeblich zu dem Inhibitionspotential der 1-Hydroxyquinolone beitragt.
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4 Diskussion

4.1 TgDHODH als Zielstruktur der 1-Hydroxyquinolone

Ein stetig zunehmendes und global bedeutsames Problem in der chemotherapeutischen
Bekdmpfung humanpathogener Mikroorganismen ist das Auftreten von Resistenzen. Doch
auch schwere Arzneimittelunvertréglichkeiten sowie Rezidive stellen eine nicht zu
vernachlassigende Herausforderung dar. Unter den Parasiten geht dabei vor allem Gefahr von
der Gruppe der Apicomplexa aus. Dieses Phylum umfasst zahlreiche humanpathogene Arten,
zu denen neben Vertretern der Gattung Plasmodium auch Toxoplasma gondii z&hlt. Eines der
groRten Hindernisse bei der Behandlung von Malaria ist die besorgniserregende und mitunter
rasante Resistenzentwicklung gegeniiber in groBem Malstab eingesetzter Medikamente
(Travassos and Laufer 2009). So sind heute weitverbreitete Resistenzen gegeniiber
Chloroquin (White 1992), Atovaquon (Srivastava et al. 1999; Korsinczky et al. 2000) sowie
Pyrimethamin und Sulfadoxin (Sibley et al. 2001) bekannt. Doch auch gegeniiber neuer
Therapeutika wie Artemisinin und seiner Derivate wurden bereits erste Resistenzfélle
gemeldet (Phyo et al. 2012; Miotto et al. 2013). Wahrend bisher noch keine
Medikamentenresistenzen bei der Therapie einer bestehen Toxoplasmose beschrieben
wurden, flhren teils sehr schwerwiegende Nebenwirkungen und Reaktivierungen einer
bestehenden Infektion, vor allem bei AIDS-Patienten, nicht selten zum Behandlungsversagen
(Leport et al. 1988; Porter and Sande 1992; Rothova et al. 1993; Aspinall et al. 2002).

Um eine fortbestehende, effektive und gut vertragliche Therapie zu gewéhrleisten, ist es daher
entscheidend neue antiparasitdre Wirkstoffe zu identifizieren und ihre Wirkungsweise im
Detail zu verstehen. Mit der Suche nach neuen Wirkstoffen wurden kirzlich
1-Hydroxyquinolone, wie 1-Hydroxy-2-Dodecyl-4(1)quinolon (HDQ) und das Derivat
Compound B beschrieben, welche das Wachstum von T. gondii und P. falciparum hdchst
effektiv im nanomolaren Bereich hemmen (Saleh et al. 2007; Bajohr et al. 2010). Durch
Inhibitionskinetiken konnte bereits nachgewiesen werden, dass HDQ die TgNDH2-1 von T.
gondii hemmt, jedoch zeigten ndh2-1 Knock-Out Mutanten nur eine geringfigig reduzierte
Wachstumsrate (Lin et al. 2011). Da die wachstumshemmende Wirkung von HDQ wesentlich
starker ist als der inhibitorische Effekt einer ndh2 Deletion, deutete alles darauf hin, dass
zusétzliche Target(s) existieren, deren Hemmung zu einer Inhibition des Parasitenwachstums

fihrt. Aufgrund einer strukturellen Ahnlichkeit von HDQ und Compound B gegeniiber
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Ubiquinon, wurden Ubiquinon-reduzierende Dehydrogenasen der mitochondrialen
Atmungskette als mogliche Zielstrukturen definiert.

In dieser Arbeit konnte anhand von Resistenzmutanten gezeigt werden, dass die
Dihydroorotat Dehydrogenase von T. gondii (TgDHODH) eine wesentliche Zielstruktur der
1-Hydroxyquinolone darstellt. Erste Hinweise der T9gDHODH-Inhibition ergaben sich durch
den Nachweis einer einzelnen Punktmutation in der kodierenden Sequenz der DHODH bei
3L-H11 und 3F-A6 Parasiten. Durch einen Austausch von Adenin nach Guanin in Codon 302
kommt es nachfolgend zu einer Aminoséuresubstitution von Asparagin nach Serin (N302S).
Die Mutation einer einzelnen Aminosdure innerhalb eines Targetproteins ist oftmals
ausreichend, um eine Arzneimittelresistenz zu verleihen (Hopkins 2008). Dennoch kann nicht
ausgeschlossen werden, dass Resistenzmutanten die durch Behandlung mit einem Mutagen
und mehrerer Runden strenger Selektion generiert wurden, multiple Mechanismen bendtigen
um sich gegen teils sehr hohe Wirkstoffdosen durchsetzen zu kénnen (Borst 1991). Um die
Bedeutung der N302S Mutation daher n&her zu untersuchen, wurde das endogene
Wildtyp-Allel direkt am urspriinglichen Genlocus mittels homologer Rekombination durch
das N302S-Allel ausgetauscht. Dabei konnte nachgewiesen werden, dass die Expression des
mutierten N302S-Allels zu einer partiellen Resistenz der Parasiten gegeniiber HDQ und
Compound B flihrte und die N302S Mutation damit ausreichend ist, den Resistenz-Phanotyp
gegenuber 1-Hydroxyquinolonen zu vermitteln. HDQ und Compound B reihen sich damit in
eine ganze Serie beschriebener Inhibitoren von DHODH ein. So bildet die Hemmung der
humanen DHODH durch das Immunsuppressivum Leflunomid die Grundlage einer effektiven
Behandlung der rheumatoiden Arthritis (Fox 1998; Miceli-Richard and Dougados 2003).
Leflunomid wird zudem als potentieller Kandidat fir eine Behandlung von Psoriasis und des
multiplen Myeloms angesehen (Baumann et al. 2009; Boyd 2012). Des Weiteren wurde durch
die Hemmung der DHODH von Bakterien, Pilzen, Viren und Parasiten bereits eine
Wachstumsinhibierung der Mikroorganismen beschrieben (Hurt et al. 2006; Hoffmann et al.
2011; Vyas and Ghate 2011).

Die Identifizierung der TJDHODH als Zielstruktur von 1-Hydroxyquinolonen wurde durch
biochemische Analysen mit aufgereinigten, rekombinanten Enzym bestatigt. Mit 1Cso-Werten
von jeweils 534 nM und 554 nM wirken Compound B und HDQ demnach als affine
Inhibitoren der TJDHODH. In dieser Arbeit konnte mit Hilfe von Inhibitionskinetiken gezeigt
werden, dass Compound B Dihydroorotat (DHO) unkompetitiv hemmt und demnach nur mit

dem bereits gebildeten Enzym-Substrat-Komplex interagieren kann. Aus den Kinetischen
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Daten ging weiterhin hervor, dass Compound B als kompetitiver Inhibitor wvon
Decylubiquinon (Qp) wirkt und damit als Antagonist von Qp um die Bindungsstelle von
DHODH konkurriert. Der Wirkungsmechanismus einer kompetitiven Hemmung gegentber
Qp steht in Ubereinstimmung mit der hier beobachteten 1-Hydroxyquinolon-Resistenz von
Parasiten, welche mit der Klasse 1 DHODH von Saccharomyces cerevisiae (SCDHODH)
transfiziert wurden. Unter der Verwendung von Fumarat als Elektronenakzeptor verfiigt die
ScDHODH (ber eine natirliche Resistenz gegenliber Hemmstoffen, welche als kompetitive
Inhibitoren von Ubiquinon wirken, darunter auch Compound B und HDQ. Obwohl die N302S
Mutation und die ScDHODH-Expression Resistenz gegenuber 1-Hydroxyquinolonen
vermitteln, ist diese nur partiell. Eine vollstdndige Resistenz kann in diesem Zusammenhang
jedoch nicht erwartet werden, da zuvor bereits nachgewiesen wurde, dass HDQ die
TgNDH2-I inhibiert (Lin et al. 2008) und einen starken ATP-Mangel induziert (Lin et al.
2009).

Frihere Studien der Arbeitsgruppe konnten einen synergistischen Effekt zwischen HDQ und
Atovaquon feststellen (Saleh et al. 2007), welcher auf unterschiedliche Angriffsziele beider
Inhibitoren gegeniiber dem Ubiquinon/Ubiquinol-Zyklus zuriickgefiihrt wurde. Wahrend
Atovaquon  durch  Bindung an die  Ubiquinol-Oxidationsseite ~ (Q,)  den
Cytochrom-bci-Komplex der Parasiten inhibiert (Araujo et al. 1991; Fry and Pudney 1992;
Kessl et al. 2003), wurde flir HDQ eine Inhibierung der Reduktion von Ubiquinon postuliert.
Eine erste Bestatigung dafur ergab sich durch den Nachweis der Ubiquinon-reduzierenden
TgNDH2-1 als Zielstruktur von HDQ (Lin et al. 2008). Trotz ihrer Resistenz gegentiber HDQ
und Compound B, wurden 3L-H11, 3F-A6 und N302S KI Parasiten gleichermaRen wie
Wildtyp Parasiten durch Atovaquon inhibiert. Die Identifizierung von TgDHODH als
Targetstruktur der 1-Hydroxyquinolone und die Tatsache, dass Atovaquon nur einen geringen
Effekt auf TJDHODH austibt (Hortua Triana et al. 2012), unterstiitzen die Annahme, dass
beide Atmungsketteninhibitoren durch unterschiedliche Wirkungsorte des Parasiten agieren.
Entsprechend konnten Vallieres et al. (2012) aufzeigen, dass HDQ im Gegensatz zu
Atovaquon an die Quinon-Reduktionsseite (Q;) des Cytochrom-bc;-Komplex von P.
falciparum bindet und folglich sowohl das Wachstum von Kontrollstimmen als auch

Atovaquon-resistenten Parasiten hemmt.

Um  1-Hydroxyquinolon-Derivate  zukinftig  schnell ~ und  6konomisch  als
TgDHODH-Inhibitoren testen zu kénnen, wurde TgDHODH funktionell in E. coli exprimiert.

Gram-negative Bakterien wie E. coli zeichnen sich ebenso wie Eukaryoten durch die
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Expression einer Klasse 2 DHODH aus (Rowland et al. 2000), welche mit der
zytoplasmatischen Membran des Bakteriums assoziiert ist (Norager et al. 2002; Couto et al.
2008). Ein direkter Nachweis der Funktionalitdt der TgDHODH-Fusionsproteine wurde
dadurch bestatigt, dass die E. coli DHODH-Deletionsmutante (ATCC 12632) durch die
Expression der rekombinanten Gene auch ohne Anwesenheit von Uracil wachsen konnte.
Demnach scheint fir die Funktionalitit von TgDHODH keine Assoziation mit der
mitochondrialen Membran notwendig zu sein, sondern eine Bindung des Proteins mit der
zellularen Membran von E. coli ausreichend. Die anschlieBende Inkubation mit Compound B
zeigte jedoch eine unbeeinflusste Replikationsrate der Bakterien. TgDHODH-exprimierende
E. coli scheinen sich somit nicht als Testsystem fiir 1-Hydroxyquinolone zu eignen. Uber die
Grunde kann nur spekuliert werden. Es ist jedoch vorstellbar, dass aufgrund einer
eingeschrankten Aufnahme nur eine geringe intrazelluldre Konzentration von Compound B
erreicht oder dieses durch Effluxmechanismen wieder aus der Zelle heraus transportiert

wurde.

4.1.1 1-Hydroxyquinolone als ,,Multi-Target” Inhibitoren

Mit der ldentifizierung von TgDHODH als Zielstruktur, hat HDQ bei T. gondii demnach
mehrere Zielstrukturen, was zudem auch fir P. falciparum nachgewiesen werden konnte. So
wurde gezeigt, dass HDQ an die Quinon-Reduktionsseite (Q;) des Cytochrom-bc;-Komplex
von P. falciparum bindet und dass nanomolare Konzentrationen von HDQ ebenso die
Aktivitat der alternativen NADH Dehydrogenase von P. falciparum (PfNDH2) inhibieren
(Vallieres et al. 2012). Dartiber hinaus konnten Dong et al. (2009) belegen, dass HDQ mit
einem ICs-Wert von 4 puM ein moderater Inhibitor der DHODH von P. falciparum
(PfDHODH) ist. Obwohl ausgehend von den inhibitionskinetischen Daten dieser Arbeit
bedeutend geringere 1Cso-Werte flir HDQ nachgewiesen wurden (554 nM), ist ein direkter
Vergleich beider Studien nur sehr schwer, da neben der Art des Elektronenakzeptoren (Qp vs.
Coenzym Qo) auch unterschiedliche Substratkonzentrationen eingesetzt wurden. Zwar ist der
Inhibitionstyp von HDQ gegenuber PFDHODH nicht bekannt, eine nahere Untersuchung ware
dennoch interessant, da die Sequenz der Ubiquinon-bindenden, N-terminalen Doméane der
Klasse 2 Enzyme hoch variabel ist und flr die Spezies-spezifische Inhibierung von DHODH

verantwortlich gemacht wird (Hurt et al. 2006).

HDQ weist demnach die Fahigkeit auf, mehr als nur ein Enzym zu inhibieren und kann somit

als Wirkstoff mit einer ausgepréagten Polypharmakologie angesehen werden. Im Vergleich zu
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einer Inhibierung einzelner Targets gilt der Einsatz solcher ,,Multitarget-Drugs®, welche
gleichzeitig mehrere Zielstrukturen eines Pathogens erfassen, als vielversprechende Strategie
bei der Einddmmung von Resistenzentwicklungen (Hopkins et al. 2011; Bottegoni et al.
2012).

4.2 Die Inhibierung von TgDHODH induziert eine Hemmung der

de-novo-Pyrimidinsynthese

Dihydroorotat Dehydrogenasen konnen durch Sequenzhomologien in zwei grofRe Klassen
unterteilt werden, die sich hinsichtlich der zellularen Lokalisation und des verwendeten
Elektronenakzeptors unterscheiden (Bjornberg et al. 1997; Rowland et al. 1997). Klasse 2
DHODHnN, wie sie auch bei T. gondii und P. falciparum auftreten, bilden aufgrund ihrer
Ubiquinon-reduzierenden Eigenschaft im Gegensatz zu den Klasse 1 Enzymen ein Bindeglied
zwischen der mitochondrialen Elektronentransportkette (ETC) und der
Pyrimidin-de-novo-Synthese. Als Flavoenzym katalysiert DHODH im vierten und
geschwindigkeitslimitierenden Schritt der Pyrimidin-de-novo-Synthese die Oxidation von
Dihydroorotat zu Orotat (Patel et al. 2008). Aufgrund der Generierung von Nukleotiden wird
die Inhibierung des de-novo-Synthesewegs und damit auch von DHODH, sei es direkt oder
indirekt, als vielversprechendes Target bei der Bekdmpfung der Apicomplexa, vor allem von
Plasmodien angesehen (Gero and O'Sullivan 1990; Hyde 2007). Wahrend die ETC eine
zentrale Funktion im oxidativen Energiestoffwechsel vieler eukaryotischer Zellen einnimmt,
darunter auch T. gondii, zeichnet sich das erythrozytére Stadium von Plasmodium in erster
Linie durch eine glykolytische Energiegewinnung aus (Jacobasch et al. 1990; Gardner et al.
2002; Biagini et al. 2006). Dennoch weist die Sensitivitat gegenuber Inhibitoren der ETC
daraufhin, dass diese unverzichtbar fir den Parasiten ist (Mather and Vaidya 2008). Die
Mehrzahl aller Organismen ist in der Lage Pyrimidine nicht nur UGber den
de-novo-Syntheseweg zu generieren, sondern weiterhin Pyrimidine auch tber einen Salvage
Pathway zu verwerten. Dem Genom von Plasmodium fehlen jedoch wichtige Komponenten
des Salvage Pathways (Patel et al. 2008), weshalb der Parasit zum Uberleben auf eine
de-novo-Biosynthese angewiesen ist (Hyde 2007; Davies et al. 2009; Phillips and Rathod
2010; Rodrigues et al. 2010). Tatséchlich konnte fir Plasmodium gezeigt werden, dass die
wachstumsinhibierende Wirkung von Atovaquon auf einem Verlust der Regeneration von
Ubiquinon als Elektronenakzeptor basiert. Aufgrund der Abhéngigkeit von DHODH
Elektronen auf Ubiquinon zu Gbertragen, flhrt die Inhibierung des Cytochrom-bc;-Komplex

zu einer indirekten Hemmung der Pyrimidinsynthese (Painter et al. 2007). In
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Ubereinstimmung mit dieser indirekten Inhibierung des de-novo-Synthesewegs kommt es im
Anschluss einer Behandlung mit Atovaquon sowohl zu einem Konzentrationsanstieg von
Carbamoylaspartat als auch Dihydroorotat und einer Reduktion von UTP, CTP und dTTP
(Hammond et al. 1985; Seymour et al. 1997; Biagini et al. 2012). Dartber hinaus wurden
kirzlich zwei Triazolopyrimidin-Derivate (Compound 37 und 38) beschrieben, welche
PfDHODH und DHODH von P. vivax mit nanomolaren Konzentrationen hemmen, im in vivo
Mausmodell hohe Wirksamkeit nachweisen und in vitro inhibitorische Aktivitat selbst
gegenuber Chloroquin-, Pyrimethamin- und Atovaquon-resistenten Stammen besitzen
(Coteron et al. 2011).

Die endogene, in der inneren Mitochondrienmembran lokalisierte DHODH von T. gondii ist
aufgrund der Verwendung von Ubiquinon als Elektronenakzeptor funktionell mit der
mitochondrialen Atmungskette verbunden. Daher kann nicht differenziert werden, ob die
Wachstumsinhibierung ~ der  1-Hxdroxyquinolone  auf eine  Hemmung  der
Pyrimidin-de-novo-Synthese oder auf eine mdgliche Funktionsbeeintrachtigung von DHODH
innerhalb der ETC zurlickzufihren ist. Zur Entkopplung des de-novo-Synthesewegs von der
Atmungskette wurde daher die Dihydroorotat Dehydrogenase von S. cerevisiae (SCDHODH)
in HDQ-sensitiven Parasiten exprimiert. Diese im Zytosol lokalisierte Klasse 1 DHODH ist
aufgrund der Fumarat-reduzierenden Eigenschaft (Nagy et al. 1992) Ubiquinon-unabhéngig.
Anhand der beobachteten 1-Hydroxyquinolon-Resistenz der transgenen Parasiten konnte
bestatigt werden, dass die Inhibition der Pyrimidin-de-novo-Synthese maRgeblich zu dem
Inhibitionspotential der 1-Hydroxyquinolone beitragt. Enzymkinetiken mit Parasitenlysaten
der ScDHODH-exprimierenden Klone bestétigten weiterhin eine Unempfindlichkeit der
ScDHODH gegenuber HDQ und Compound B, denn trotz sehr hoher Konzentrationen blieb
die Enzymaktivitdt der ScDHODH unbeeinflusst. Aufgrund der ScDHODH-bedingten
zytosolischen Umgehung der Pyrimidinsynthese sind die Parasiten trotz einer Inhibierung der
endogenen TgDHODH in der Lage sich zu replizieren. Infolgedessen kann davon
ausgegangen werden, dass der Wirkmechanismus der 1-Hydroxyquinolone aus einer
Kombination der zuvor beschriebenen Inhibierung der oxidativen Phosphorylierung (Lin et al.

2009) und einer Hemmung der de-novo-Pyrimidinsynthese besteht.

Angesichts der Pyrimidinsynthese nimmt T. gondii innerhalb der Apicomplexa jedoch eine
gesonderte Rolle ein und verfligt, im Gegensatz zu Plasmodium, zusétzlich Gber einen
Pyrimidin Salvage Pathway. Basierend auf einer Uracil-Phosphoribosyltransferase (UPRT)

wird Uracil dabei in UMP umgewandelt, aus welchem alle weiteren Pyrimidin-Nukleotide
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synthetisiert werden kdnnen (Pfefferkorn and Pfefferkorn 1977; lltzsch 1993; Carter et al.
1997). Jedoch ist dieser Stoffwechselweg nicht essentiell fur den Parasiten, denn uprt
Knock-Out Mutanten zeigen in vitro keinen Wachstumsdefekt (Donald and Roos 1995). Da
ein Verlust der UPRT-Funktion keinen Einfluss auf das Tachyzoitenwachstum hat, wurde
zunéchst angenommen, dass die de-novo-Synthese flr die Parasitenreplikation zwingend
notwendig ist. Tatséchlich flhrte die Deletion der Carbamoylphosphat Synthetase Il (CPSII)
zu einer vollstdndigen Inhibierung der Parasitenreplikation. Unter der Zugabe von Uracil
konnte in Zellkulturen jedoch ein dem Wildtyp vergleichbares Wachstum festgestellt werden.
Eine Uberprifung der Virulenz zeigte dennoch, dass die Uracil-auxotrophe Mutante in
immunkompetenten (BALB/c) sowie immundefizienten (IFN-y Knock-Out) Mausen
vollstandig avirulent ist. Der Salvage Pathway von T. gondii ist demnach nicht in der Lage
genugend Pyrimidine tber die Wirtszelle wiederzuverwerten (Fox and Bzik 2002). Obwohl
der de-novo-Syntheseweg flir den Parasiten in vitro nicht essentiell ist, konnte das Tgdhodh
Gen, selbst unter Anwesenheit von Uracil nicht deletiert werden (Hortua Triana et al. 2012).
Mitsamt der Tatsache, dass die Generierung von CPSII (Fox and Bzik 2002) und Orotidin-5'-
Monophosphat-Decarboxylase (Fox and Bzik 2010) Knock-Out Mutanten moglich war,
scheint TJDHODH demnach aus bisher noch ungeklarten Griinden auch in vitro fir den

Parasiten unerlasslich zu sein (Hortua Triana et al. 2012).

Eine direkte Inhibierung der Pyrimidin-de-novo-Synthese durch 1-Hydroxyquinolone wird
auch dadurch bestitigt, dass die RHAuprt Knock-Out Mutante eine gesteigerte Sensitivitat
gegenuber 1-Hydroxyquinolonen aufzeigte. Durch die Deletion des uprt Gens basiert die flr
den Parasiten unerlassliche Pyrimidinsynthese allein auf dem de-novo-Weg. Des Weiteren
konnte durch eine Hemmung des de-novo-Synthesewegs erklart werden, warum eine
Komplementierung der 3L-H11 Mutante mit dem uprt Gen zu einer nochmals gesteigerten
Resistenz fuhrte. Neben einer gegeniber 1-Hydroxyquinolonen resistenten TgDHODH,
waéren die Parasiten durch UPRT imstande den Pyrimidinspeicher zusétzlich Gber den Salvage
Pathway zu versorgen. Eine durch den Salvage Pathway verstarkte Pyrimidinsynthese kénnte
ebenso erklaren, warum die 3L-H11/uprt kompl. Mutante auch eine verstarkte Resistenz
gegenuber Atovaquon zeigte. Hinsichtlich dieses Aspektes ist es jedoch fraglich, warum eine
Supplementierung mit Uracil die Parasitenreplikation HDQ-behandelter Tachyzoiten von T.
gondii nicht zu retten vermag (Lin et al. 2009). Dennoch bestarken friihere Daten der
Arbeitsgruppe eine Korrelation zwischen der uprt-Expression und der Sensitivitat gegentber
HDQ. Wahrend die RHAuprt Knock-Out Mutante, wie bereits beschrieben, eine

Hypersensitivitdt aufwies, zeigten uprt komplementierte Parasiten eine dem RH Wildtyp
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Stamm vergleichbare Wachstumsinhibierung und uprt-uberexprimierende Parasiten daruber
hinaus eine deutlich verminderte Sensitivitat gegenliber HDQ (Sternisek 2009).

4.3 Einflisse der N302S Mutation auf enzymkinetische Parameter von
TgDHODH

Anhand der biochemischen Analyse der N302S TgDHODH konnte nachgewiesen werden,
dass ein Aminosdureaustausch von Asparagin (Asn) nach Serin (Ser) an Position 302 die
Sensitivitat gegenuber 1-Hyroxyquinolonen verminderte und zu einer 3-fachen Steigerung der
ICso fiir Compound B (1627 uM) und HDQ (1635 uM) fiihrte. In Ubereinstimmung mit den
erhéhten 1Cso-Werten, bewirkte die N302S Mutation gegentiber Compound B einen 2-fach
erhéhten Ki-Wert fir Qp und einen 4-fach erhohten Ki’-Wert fir DHO. Interessanterweise
zeigte die N302S DHODH eine 50%ige Reduktion des Ku-Wertes fiir Qp. Wahrend im
Gegensatz dazu, der Ky-Wert fir DHO rund 3-fach erhdht und die Wechselzahl gegentiber
dem Wildtyp-Enzym um 50% erniedrigt war. Infolgedessen kam es insgesamt zu einer
8-fachen Reduktion der katalytischen Effizienz der N302S DHODH.

Das zentrale strukturelle Element der DHODH aller Klassen besteht aus einer
a/B-Barrel-Doméne. Dieses Strukturmotiv setzt sich aus insgesamt acht parallelen
B-Faltblatt-Strukturen zusammen, welche wiederum von acht a-Helices umrundet werden.
Diese Doméne beinhaltet sowohl die Bindestelle fur FMN als auch die aktive Seite fir
Dihydroorotat (DHO) und wird am unteren und oberen Ende durch zwei antiparallele
B-Faltblatter bedeckt. Zusatzlich bildet der weitgehend hydrophobe N-terminale Anteil der
Klasse 2 Enzyme eine zweite Domane, welche sich aus zwei a-Helices zusammensetzt. Diese
lokalisiert oberhalb der katalytischen C-terminalen Domane in der Nahe der FMN Bindestelle
und ist fur die Membranassoziation von DHODH verantwortlich (Norager et al. 2002; Hurt et
al. 2006). Beide a-Helices bilden zusammen einen hydrophoben Trichter, dessen Ende an der
FMN Bindestelle lokalisiert und welcher als mogliche Eintrittsstelle fir Ubiquinon angesehen
wird (Munier-Lehmann et al. 2013). Aufgrund der Tatsache, dass jedoch keine strukturellen
Informationen tber Ubiquinon-gebundene DHODHnN vorliegen, verbleibt die Lokalisierung

der Ubiquinon-Bindungsstelle weitgehend ungeklart (Malmquist et al. 2008).

Dem mutierten Asn302 sind zwei hoch-konservierte Aminoséauren vorangestellt (Phe301 und
Gly300), die struktureller Bestandteil des aktiven Zentrums sind und mit Orotat interagieren
(Liu et al. 2000; Norager et al. 2002; Deng et al. 2009). Die N302S Mutation beeintrachtigt

daher moglicherweise die optimale Positionsausrichtung von Phe301 und Gly300 und kdnnte
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damit den erhohten Ky-Wert fir DHO und die Abnahme der Wechselzahl erklaren. Die
Auswirkung der N302S Mutation auf die Reduktion des Ky-Wertes fir Qp ist weniger
deutlich. Entsprechend der Wirkung als kompetitive Inhibitoren von Ubiquinon konnten
Rontgenstrukturanalysen von Inhibitoren der humanen und E. coli DHODH nachweisen, dass
diese in dem aus beiden a-Helices gebildeten Trichter der N-terminalen Domane binden (Liu
et al. 2000; Norager et al. 2002). Asn302 ist jedoch weder Teil dieser Ubiquinon-bindenden
Struktur noch liegt diese Aminosdure in direkter Umgebung des Trichters. Daten
zielgerichteter Mutationen der PfDHODH sprechen jedoch dafir, dass einige Inhibitoren,
welche Ubiquinon kompetitiv hemmen, an einer anderen Stelle binden als Ubiquinon selbst
(Malmquist et al. 2008). lhre inhibierende Wirkungsweise wird dadurch erklart, dass sie eine
Konformation des Enzyms stabilisieren, welche unfahig ist Ubiquinon zu binden oder
alternativ den Elektronenfluss von FMN zu Ubiquinon blockieren. Entsprechend dieser
Vermutung konnte sich auch die Bindungsstelle der 1-Hydroxyquinolone von der Ubiquinon-
Bindestelle der TgDHODH unterscheiden. Sollten sich jedoch beide Bindungsstellen
uberlagern, tbt die N302S Mutation mdglicherweise weitreichende Effekte auf die Bindung
von Ubiquinon aus. Fir eine endgultige Bestimmung sind jedoch Réntgenstrukturanalysen
der TgDHODH notwendig.

4.3.1 Mutation N302S wirkt sich auf die katalytische Fitness von TgDHODH aus

Asn302 ist Teil einer hoch-konservierten Region von DHODH und nur wenige Organismen
zeigen Polymorphismen an dieser Position. Das Fehlen von Sequenzvarianten aller Klasse 2
DHODH-exprimierenden Organismen deutet demnach auf einen selektiven Druck hin,
Asparagin an dieser Position zu erhalten. Ausgehend von den wachstumskinetischen Daten
dieser Arbeit zeigten Tachyzoiten, welche anstelle der Wildtyp DHODH das N302S-Allel
exprimieren keine nachweisbare Abnahme der Replikationsrate. Auch Plaque-Assays, durch
welche Wachstumsunterschiede tber mehrere Generationen hinweg relativ sensitiv erfasst
werden kdnnen, erbrachten keine signifikanten Abweichungen in der Teilungsrate der
Parasiten. Dennoch lassen sich mit beiden Methoden Wachstumsdefekte von 1 bis 2% nicht
ausschlieBen. Das Resistenzmutationen mit einem solchen Fitness-Defekt der Parasiten
einhergehen konnen, konnte bereits durch Fohl et al. (2003) gezeigt werden. Um
Auswirkungen einer Pyrimethamin-Resistenz auf die Parasitenfitness zu untersuchen, wurden
in P. falciparum definierte, Resistenz-vermittelnde Mutation der DHFR-TS entsprechend in T.
gondii exprimiert. Fur einen direkten Vergleich der Replikationsrate und eines mdglichen
Selektionsvorteils wurden dazu in Konkurrenzversuchen Gewebekulturen und Mause mit

101



Diskussion

einem Gemisch (1:1) aus Wildtyp-Parasiten und der jeweiligen Resistenzmutante infiziert und
das Wachstum (ber einen Zeitraum von insgesamt 36 Tagen untersucht. Dabei konnte unter
anderem fur die im Labor isolierte Mutante Arg59+Ser223 ein Wachstumsdefekt von >2.8%
pro Generation, in vitro sowie in vivo, nachgewiesen werden. Entsprechend der
Autorenmeinung konnte dies erklaren, warum das hochgradig Pyrimethamin-resistente Allel
bei Feldisolaten noch nicht nachgewiesen wurde. Parasiten die diese Mutation tragen, wirden
in Abwesenheit eines kontinuierlichen Selektionsdrucks sehr schnell aus der Population
verloren gehen. Mdglicherweise spielt die in dieser Arbeit beobachtete, mit der N302S
Mutation einhergehende Abnahme der katalytischen Leistungsféahigkeit des Enzyms eine
entscheidende Rolle Asparagin zu erhalten. Tatsachlich zeigen die analog in T. gondii
exprimierten Allele der haufig beobachteten Pyrimethamin-resistenten Feldisolate von
Plasmodium vergleichbare Kc-Werte wie der Wildtyp. Dagegen weist Mutation Ser233 einen
deutlich verminderten Kc-Wert auf, wodurch die Diskrepanz zwischen Resistenz und
kinetischer Fitness zu hoch erscheint und damit als mdgliche Ursache fur eine Isolation

ausschlieBlich unter Laborbedingungen angesehen wird (Reynolds and Roos 1998).

4.4 Metabolische Anpassung 1-Hydroxyquinolon-behandelter Parasiten

Obwohl Konzentrationen von 100 nM HDQ bzw. Compound B das Parasitenwachstum in den
ersten 24 Stunden nahezu vollistandig inhibieren, ist diese Hemmkonzentration fiir T. gondii
nicht letal (Saleh et al. 2007). Ebenso wie der RH Stamm zeigten die in dieser Arbeit
untersuchten Resistenzmutanten im spateren Verlauf der Untersuchung eine Regeneration des
Wachstums. Doch wahrend RH Parasiten sich nur verlangsamt replizierten, erholten sich
3L-H11 und 3F-A6 Parasiten sehr viel schneller von der anfanglichen Inhibition und besal3en
eine deutliche Resistenz gegenuiber 1-Hydroxyquinolonen. Frihere Studien konnten bereits
nachweisen, dass das Tachyzoitenwachstum des RH Stamms unmittelbar an eine
ausreichende ATP-Generierung durch die oxidative Phosphorylierung gebunden ist, eine
Behandlung mit HDQ jedoch zu einem Zusammenbruch des mitochondrialen
Membranpotentials (A%¥r,) und damit einer Inhibierung dieses Stoffwechselwegs flhrt (Lin et
al. 2009). Die ursprungliche Vermutung, dass die HDQ-Resistenz der 3L-H11 und 3F-A6
Parasiten mit einer Repolarisierung des A¥y, einhergeht, konnte durch MitoTracker-gefarbte
Parasiten widerlegt werden. Beide Resistenzmutanten sind unter der Wirkung von HDQ und
Compound B demnach in der Lage, sich trotz eines fehlenden Membranpotentials moderat zu
replizieren. Interessanterweise zeigten sowohl 3L-H11 und 3F-A6 Parasiten als auch der RH

Stamm, nach einer Behandlung mit Compound B eine verstérkte metabolische Abhangigkeit
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gegenuber Glucose. Ein verminderter Glucosegehalt des Zellkulturmediums sowie eine
Hemmung der Glykolyse durch 2-DOG resultierten in einer gesteigerten Sensitivitat der
Parasiten gegentber 1-Hydroxyquinolonen. Unter einer minimalen Glucosekonzentration
wurde die Regeneration des Wachstums sowohl beider Mutanten als auch der RH Parasiten
vollstdndig inhibiert. Dartber hinaus zeigten Atggtl Parasiten eine Hypersensitivitat
gegenuber Compound B. Im Gegensatz zum RH Wildtyp-Stamm ist diese Mutante, durch
eine Deletion des Glucosetransporters TgGT1, nicht in der Lage die im Medium enthaltene
Glucose aufzunehmen und zu verwerten (Blume et al. 2009). Es konnte zwar gezeigt werden,
dass intrazelluldre Atggtl Parasiten Glutamin als alternative C-Quelle metabolisieren kénnen
und damit ihren Energie- und Kohlenstoffbedarf erhalten (Blume et al. 2009). Das durch die
Glutaminolyse produzierte a-Ketoglutarat bendtigt fur die Umsetzung durch den TCA-Zyklus
und der damit einhergehenden Produktion von ATP jedoch eine aktive oxidative
Phosphorylierung (Polonais and Soldati-Favre 2010). Ein Mangel an Glucose, als
bioenergetisches Substrat, kann demnach auch nicht durch Glutamin kompensiert werden.
Zusammenfassend deuten die Ergebnisse darauf hin, dass eine Stoffwechselanpassung von
oxidativer Phosphorylierung zur Glykolyse stattfindet, welche fiir die Regeneration des
Parasitenwachstums nach einer Behandlung mit 1-Hydroxyquinolonen von entscheidender

Bedeutung ist.

Obligat intrazelluldre Parasiten werden im Laufe ihrer recht komplexen Lebenszyklen, durch
den Wechsel zwischen verschiedenen Wirten, Organsystemen sowie extrazellularem und
intrazellularem Milieu, mit variierenden Lebensbedingungen konfrontiert (Pomel et al. 2008).
Fur das Uberleben des Parasiten ist es daher entscheidend seine Kohlenstoffquelle und andere
essentielle Nahrstoffe von der Wirtszelle zu beziehen (MacRae et al. 2012) und den
Energiestoffwechsel an die jeweiligen Bedingungen anzupassen (Ginger 2006).
Expressionsanalysen von P. falciparum deuten beispielsweise auf einen metabolischen
Wechsel von einer glykolytischen Energiegewinnung der asexuellen erythrozytaren Phase des
Parasiten zur oxidativen Phosphorylierung in Gametozyten hin (Daily et al. 2007; Polonais
and Soldati-Favre 2010). Hino et al. (2012) konnten weiterhin zeigen, dass trotz einer
Deletion der Flavoprotein-Untereinheit (SDHA) der mitochondrialen Succinat Dehydrogenase
(Komplex I1), erythrozytare Parasiten von P. berghei in der Maus ein normales Wachstum
zeigen. Jedoch wird die Entstehung des Ookinets dieser Pbsdha(-) Parasiten innerhalb der
Micke erheblich beeintrachtigt und die Parasitentransmission durch eine gescheiterte
Oocysten-Bildung blockiert. Demnach scheinen sich Plasmodien dem glucosearmen Milieu

des Vektors durch einen Wechsel hin zur oxidativen Phosphorylierung anzupassen. Die
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Féahigkeit einer Stoffwechselanpassung wurde auch fur T. gondii beschrieben. Intrazellulére
Tachyzoiten sind zum Erhalt der ATP-Homoostase an eine funktionelle oxidative
Phosphorylierung gebunden, denn eine Behandlung mit Oligomycin (einem ATP-Synthase
Inhibitor) und HDQ fihrte zu einer Reduktion der parasitaren ATP-Menge von etwa 70%
(Lin 2009). Im Vergleich dazu blieb die Motilitdt extrazellularer Parasiten von einer
Inhibierung der oxidativen Phosphorylierung weitgehend unbeeinflusst (Pomel et al. 2008),
wahrend eine Behandlung mit 2-DOG zu einer drastischen Abnahme des ATP-Gehalts und
der Invasionsfahigkeit der Parasiten fuhrte (Lin et al. 2011b). Die Mehrheit der fir die
Motilitat extrazellularer Parasiten bendtigten Energie wird demnach aus der glykolytischen
Aktivitat gewonnen (Pomel et al. 2008; Lin et al. 2009; Lin et al. 2011b). Dies wird auch
dadurch unterstrichen, dass glykolytische Enzyme mit dem Egress aus der Wirtszelle aus dem
Zytoplasma der Parasiten zur Pellicula verlagert werden und erst nach Invasion in eine neue

Zelle in die zytoplasmatische Verteilung zurtickkehren (Pomel et al. 2008).

Im Zuge der in dieser Arbeit gewonnenen Ergebnisse ergibt sich fir 1-Hydroxyquinolon-
sensitive  und  —resistente  Parasiten folgendes Adaptationsmodell (Abb. 4.1):
1-Hydroxyquinolone, wie HDQ und Compound B sind in der Lage die Replikation von T.
gondii héchst effektiv zu hemmen (Saleh et al. 2007; Bajohr et al. 2010). Dabei besitzen sie in
den ersten 24 Stunden der Behandlung die starkste antiparasitare Wirkung und fiihren sowohl
bei sensitiven RH und RHAuprt Parasiten aber auch bei Mutanten mit einer partiellen
Resistenz (3L-H11, 3F-A6 und 3L-H11l/uprt kompl) zu einer deutlich ausgepragten
Wachstumshemmung. In dieser Anfangsphase fiihren nanomolare Konzentrationen von HDQ
innerhalb von Minuten zu einem Zusammenbruch des mitochondrialen Membranpotentials
(A¥y) und durch eine Inhibition der oxidativen Phosphorylierung zu einem drastischen
Verlust des intrazellularen ATP-Gehalts (Lin et al. 2009). Dennoch besitzen
1-Hydroxyquinolone nur eine parasitostatische Wirkung (Saleh et al. 2007; Bajohr et al.
2010), denn mit Ausnahme der RHAuprt Deletionsmutante zeigten alle Parasiten 24 nach
einer Behandlung ein wiedereinsetzendes Wachstum. Eine Repolarisierung des AW, als
mdgliche Ursache der Regenerationsfahigkeit scheint jedoch nicht in Frage zu kommen, denn
die Resistenzmutanten zeigten noch 48 Stunden nach einer Behandlung mit Compound B eine
Depolarisierung des AW, Die Parasiten sind demnach in der Lage sich moderat zu
replizieren, ohne das hierfur ein A%, notwendig ware. Dagegen zeigten sowohl sensitive als
auch resistente Parasiten bei niedrigen Glucosekonzentrationen keine Regeneration des

Wachstums, sondern eine vollstandige Inhibierung der Parasitenreplikation. Es kann folglich

104



Diskussion

davon ausgegangen werden, dass die Parasiten zur Kompensation des Energiedefizits aus der
Atmungskette ihren Stoffwechsel von oxidativer Phosphorylierung hin zur Glykolyse
anpassen und sich so von der inhibitorischen Wirkung der 1-Hydroxyquinolone erholen. Doch
trotz einer metabolischen Adaption und Regeneration der Parasiten zeigt der RH Stamm im
Vergleich zu den Resistenzmutanten eine deutlich verlangsamte Replikation, das Wachstum
der RHAuprt Parasiten wird dariiber hinaus permanent inhibiert.

21 1 e 3L-H11/uprt kompl.
3L-H11 DHODH: Resistent
18 | 3E-A6 Pyrimidin Salvage Pathway: Vorhanden
=—RH
QL 15 | e=——RHAuprt
o
=}
X
g
° 12 4
? Metabolische Anpassung DHODH: Resistent
% 9 - durch (verstarkte) Glykolyse Pyrimidin Salvage Pathway: Nicht vorhanden
©
I
a
- \
DHODH: Sensitiv
39 Pyrimidin Salvage Pathway: Vorhanden
—_— DHODH: Sensitiv
0 w w ‘ Pyrimidin Salvage Pathway: Nicht vorhanden
24h 36 h 48h 60 h

Abbildung 4.1: Adaptationsmodell 1-Hydroxyquinolon-sensitiver Parasiten (RHAuprt und RH) und von
Parasiten mit einer partiellen 1-Hydroxyquinolon-Resistenz (3F-A6, 3L-H11 und 3L-H11/uprt kompl.).

Neben der Hemmung des Energiemetabolismus lassen sich die verschiedenen
Wachstumskinetiken der untersuchten Parasiten durch einen weiteren Wirkmechanismus der
1-Hydroxyquinolone erklaren. In dieser Arbeit konnte sehr deutlich gezeigt werden, dass
1-Hydroxyquinolone,  durch  eine direkte Hemmung der TgDHODH, die
Pyrimidin-de-novo-Synthese von T. gondii inhibieren. RHAuprt Parasiten sind aufgrund der
Unterbrechung des Salvage Pathway darauf angewiesen Pyrimidine allein durch den
de-novo-Weg zu generieren. Folglich kann davon ausgegangen werden, dass die gesteigerte
Sensitivitat gegenliber 1-Hydroxyquinolonen darauf beruht, dass HDQ und Compound B
durch eine Hemmung von DHODH die Pyrimidinsynthese der Parasiten inhibieren. RH
Parasiten besitzen zwar gleichermaBen wie die RHAuprt Knock-Out Mutante eine
1-Hydroxyquinolon-sensitive DHODH, sie konnen ihren Pyrimidinspeicher jedoch (ber den
Salvage Pathway versorgen und sich damit (wenn auch deutlich verlangsamt) replizieren.
3L-H11, 3F-A6 und 3L-H11/uprt kompl. Parasiten weisen aufgrund der N302S Mutation in

der kodierenden Sequenz der DHODH eine 1-Hydroxyquinolon-resistente DHODH auf und
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sind daher in der Lage Pyrimidine auch weiterhin Uber den de-novo-Syntheseweg
herzustellen. Des Weiteren fiihrt eine Komplementierung der 3L-H11 Mutante mit dem uprt
Gen zu einer nochmals gesteigerten Teilungsrate, denn neben der de-novo-Biosynthese sind
sie imstande Pyrimidine zusétzlich tber den Salvage Pathway zu synthetisieren.
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5 Zusammenfassung

1-Hydroxyquinolone wurden kirzlich als effektive Inhibitoren der Toxoplasma gondii
Replikation beschrieben. Dabei konnte bereits gezeigt werden, dass 1-Hydroxyquinolone, wie
HDQ und Compound B, die Aktivitat der alternativen NADH Dehydrogenase und somit die
Atmungskette von T. gondii inhibieren. Die phénotypische Charakterisierung von ndh2-I
Knock-Out Mutanten deutete jedoch darauf hin, dass die wachstumshemmende Wirkung der
1-Hydroxyquinolone auf einer Inhibition zusétzlicher Target(s) basiert.

Im Rahmen dieser Arbeit konnte die Dihydroorotat Dehydrogenase von T. gondii
(TgDHODH), welche den vierten Schritt der Pyrimidin-de-novo-Synthese katalysiert, als neue
Zielstruktur der 1-Hydroxyquinolone identifiziert werden. Durch T. gondii Mutanten, die eine
partielle Resistenz gegenuber diesen Wirkstoffen aufweisen, wurde das Genexpressionsprofil
und die kodierende Sequenz aller  Ubiquinon-reduzierenden  mitochondrialen
Dehydrogenasen, welche als relevante Angriffsziele der 1-Hydroxyquinolone gelten,
analysiert. Wahrend sich aus der quantitativen RT-PCR Analyse keine signifikanten
Unterschiede im mRNA Expressionsgehalt der Enzyme zeigten, konnte mit Hilfe von
DNA-Sequenzierungen eine einzelne Punktmutation im Codon 302 der kodierenden Sequenz
der TgDHODH nachgewiesen werden. In Folge dieser Mutation kommt es in der Nahe der
Dihydroorotat-Bindungsstelle zu einer Aminosauresubstitution des konservierten Asparagins
durch Serin. Durch einen Austausch des dhodh Wildtyp-Allels mit dem N302S-Allel, mit
Hilfe einer ,,Knock-In“ Strategie, konnte nachgewiesen werden, dass die Expression des
N302S-Allels ausreichend ist, um den partiellen Resistenz-Phénotyp zu vermitteln.
Enzymkinetiken der in E. coli exprimierten und aufgereinigten Wildtyp und N302S
TgDHODH konnten weiterhin zeigen, dass die Aktivitat des Wildtyp Proteins durch
nanomolare Konzentrationen der 1-Hydroxyquinolone inhibiert wird, wahrend die 1Cso-Werte
der N302S Mutante signifikant erhdht waren. Aus den inhibitionskinetischen Analysen ging
zudem hervor, dass 1-Hydroxyquinolone als kompetitive Inhibitoren des Elektronenakzeptors

Qb wirken, wéhrend sich fur Dihydroorotat ein unkompetitiver Inhibitionstyp ergab.

TgDHODH ist in der inneren mitochondrialen Membran lokalisiert und stellt aufgrund des
Elektronentransfers von Dihydroorotat auf Ubiquinon ein funktionelles Bindeglied zwischen
der mitochondrialen Atmungskette und der Pyrimidin-de-novo-Synthese dar. Zur

Unterscheidung, ob die  wachstumshemmende Wirkung der nachgewiesenen
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DHODH-Inhibition auf einem Wegfall der Elektroneneinspeisung in die Atmungskette
beruht, oder auf einer Inhibierung der de-novo-Pyrimidinsynthese, wurden beide
Stoffwechselwege durch die Expression der Ubiquinon-unabhéngigen Saccharomyces
cerevisiae DHODH (ScDHODH) voneinander entkoppelt. Die heterologe Expression der
1-Hydroxyquinolon-unempfindlichen ScDHODH in T. gondii sollte dabei, auch unter
Anwesenheit von HDQ oder Compound B, zu einer Wiederherstellung der
de-novo-Pyrimidinsynthese fuhren. Mit dem Nachweis einer deutlich erhdhten Resistenz
dieser transgenen Parasiten gegenuber HDQ und Compound B konnte gezeigt werden, dass
die Inhibition der Pyrimidin-de-novo-Synthese mafigeblich zu dem Inhibitionspotential der
1-Hydroxyquinolone beitragt. Somit werden durch 1-Hydroxyquinolone zwei wichtige
Stoffwechselwege direkt inhibiert: die oxidative Phosphorylierung und die
Pyrimidin-de-novo-Synthese.

1-Hydroxyquinolon-behandelte Parasiten zeichnen sich hinsichtlich der Wachstumskinetik
durch ein biphasisches Bild aus. Unabhangig von der Sensitivitit oder Resistenz gegeniiber
1-Hydroxyquinolonen charakterisiert sich die anfangliche Phase (~ O bis 24 Stunden) durch
eine nahezu volistandige Wachstumsinhibierung. In der nachfolgenden Behandlungsdauer
zeigen die Resistenzmutanten und zu einem deutlich geringeren Ausmal} auch Wildtyp
Parasiten ein wiedereinsetzendes Wachstum. Die Regenerationsfahigkeit ist dabei nicht an ein
nachweisbares mitochondriales Membranpotential gebunden, jedoch weisen die Parasiten eine
verstarkte metabolische Abhangigkeit gegentiber Glucose auf. So konnte gezeigt werden, dass
die Regeneration des Parasitenwachstums durch einen verminderten Glucosegehalt des
Zellkulturmediums sowie die Behandlung mit einem Glykolyseinhibitor verhindert wird.
Demnach scheint die Behandlung von T. gondii mit HDQ oder Compound B einen
metabolischen Wechsel von oxidativer Phosphorylierung zur Glykolyse zu induzieren, durch
welchen das aus der 1-Hydroxyquinolon-Behandlung resultierende Energiedefizit teilweise

kompensiert werden kann.
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6 Summary

1-hydroxyquinolones were recently described as effective inhibitors of Toxoplasma gondii
replication. These compounds (e.g. HDQ and compound B) were previously shown to inhibit
the alternative NADH dehydrogenase (NADH2-1) activity and thus the respiratory chain of T.
gondii. However, the phenotype of ndh2-1 knock-out mutants suggested the presence of
additional target(s).

In this study, the fourth enzyme of de novo pyrimidine biosynthesis, the T. gondii
dihydroorotate dehydrogenase (TgDHODH), was identified as a novel 1-hydroxyquinolone
target. T. gondii mutants with a partial resistance phenotype towards 1-hydroxyquinolones
were used to analyze the expression profile and the coding sequence of all
ubiquinone-reducing mitochondrial dehydrogenases, which are the likely targets of
1-hydroxyquinolones. Quantitative RT-PCR analysis revealed no significant differences in the
MRNA expression level of these enzymes. However, DNA-sequencing identified a single
point mutation in codon 302 of the TJDHODH coding sequence that changes a conserved
asparagine into serine in the vicinity of the dihydroorotate binding site. This mutation is
sufficient to confer the partial drug resistance phenotype, as shown by replacement of the wild
type allele with the N302S allele, using a “knock-in” strategy. Enzyme kinetics of E. coli
expressed and purified wild type and N302S TgDHODH revealed an inhibition of the wild
type enzyme activity by nanomolar concentrations of 1-hydroxyquinolones, while the 1Csqs
for the N302S mutant were significantly increased. Furthermore, inhibition Kinetics
demonstrated that 1-hydroxyquinolones act as competitive inhibitors for the electron acceptor

Qp, but as uncompetitive inhibitors for dihydroorotate.

TgDHODH s localized in the inner mitochondrial membrane, and is linking the pyrimidine
de novo pathway to the mitochondrial respiratory chain by transferring electrons from
dihydroorotate to ubiquinone. To distinguish whether the lack of TgDHODH-mediated
electron transfer or the inhibition of de novo pyrimidine biosynthesis is responsible for growth
inhibition, both pathways were uncoupled by expression of the ubiquinone independent
Saccharomyces cerevisiae DHODH (ScDHODH). Heterologous expression of the
1-hydroxyquinolone-insensitive SCDHODH in T. gondii should lead to a restoration of de
novo pyrimidine biosynthesis in the presence of HDQ and compound B. These parasites

showed a strongly increased resistance towards 1-hydroxyquinolones, demonstrating that
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inhibition of pyrimidine de novo synthesis significantly contributes to the growth inhibitory
potential of 1-hydroxyquinolones in T. gondii. 1-hydroxyquinolones thus directly inhibit two

important metabolic pathways: oxidative phosphorylation and pyrimidine de novo synthesis.

The growth Kinetics of drug treated parasites is characterized by a biphasic pattern, with an
initial phase (~ 0 to 24 hours) in which the parasites - independent of their resistance or
sensitivity to 1-hydroxyquinolones - show an almost complete growth inhibition. In the later
phase of treatment, drug-resistant mutants - and to a much lower extent also wild type
parasites - start replicating again. This growth recovery is occurring in the absence of a
detectable mitochondrial membrane potential. However, parasites possess a strong
dependency on glucose metabolism. A decrease of glucose in the tissue culture medium, and a
treatment with a glycolytic inhibitor both prevented the growth recovery. Thus,
1-hydroxyquinolone treatment seems to induce a metabolic shift from oxidative

phosphorylation towards glycolysis, which can partly restore the energy production.
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