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Zusammenfassung 

 

Malaria ist heute die am weitesten verbreitete und schwerwiegendste Tropenkrank-

heit der Welt. Da Plasmodien, die Erreger der Malaria immer häufiger Resistenzen 

gegen die gängigen chemotherapeutischen Behandlungsstrategien entwickeln, ist es 

nötig neue spezifische Angriffsziele für die Bekämpfung des Parasiten zu identifizie-

ren. Eines dieser potentiellen Angriffsziele stellt die de novo Vitamin B6-Synthese des 

Parasiten mit Hilfe der beiden Enzyme Pdx1 und Pdx2 dar.  

In dieser Arbeit wurden 27 Substanzen, die in einem Hochdurchsatztestverfahren mit 

über 250000 Substanzen als potentielle Inhibitoren der PLP-Synthase identifiziert 

wurden, erneut synthetisiert und auf ihre Wirksamkeit auf Pdx1, Pdx2 und die PLP-

Synthase hin evaluiert. Dabei wurde deutlich, dass es bei der erneuten Synthese eini-

ger Substanzen bei einem Hersteller zu Problemen kam und diese keine inhibitori-

sche Aktivität zeigten, während die gleichen Substanzen eines anderen Herstellers 

inhibierend wirkten. Weiterhin konnte gezeigt werden, dass 17 Substanzen, die im 

Enzymassay eine signifikante Inhibierung zeigten, ebenfalls einen deutlichen Einfluss 

auf das Wachstum von Plasmodium falciparum hatten. Diese Komponenten inhibier-

ten das Wachstum von Plasmodium falciparum deutlich mit IC50-Werten im Bereich 

von 0,4 µM bis 59 µM. Die inhibitorische Aktivität richtet sich hauptsächlich gegen 

Pdx2, da im Enzymassay deutlich stärkere Effekte auf Pdx2 als auf Pdx1 oder die PLP-

Synthase beobachtet wurden. Um einen Eindruck davon zu erhalten, ob die geteste-

ten Substanzen zytotoxisch sind, wurden Wachstumsversuche mit HepG2-Zellen 

durchgeführt. Diese zeigten, dass 4 der 17 aktiven Substanzen auch in hohen Kon-

zentrationen keinen messbaren Effekt auf das Wachstum der HepG2-Zellen hatten.  

Zusätzlich wurde Auranofin, ein Wirkstoff gegen rheumatoide Arthritis und ein be-

kannter Inhibitor der thiolabhängigen Redoxenzyme Thioredoxin-Gluthathion-

Reduktase (TGR) und Thioredoxin-Reduktase (TrxR) von Parasiten, auf seine Wirk-

samkeit gegen die Enzyme Pdx1 und Pdx2 hin untersucht, da diese, wie die Enzyme 

TrxR und TGR, an der Entgiftung von Sauerstoff-Radikalen beteiligt sind. Es konnte 

gezeigt werden, dass Auranofin die Pdx2-Aktivität im Enzymassay mit einem IC50-

Wert von 6,5 µM hemmt. Weiterhin wurde im Test mit Plasmodium falciparum ge-

zeigt, dass eine Pdx1- und Pdx2-überexprimierende Zelllinie über einen längeren 

Zeitraum resistenter gegen Auranofin ist, als die Kontrollzelllinie.  
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1. Einleitung 

 

1.1. Malaria - Geschichte und Verbreitung  

 

Malaria, auch Sumpffieber genannt, ist eine häufig auftretende und schwerwiegende 

Tropenkrankheit, die durch eine Infektion mit Protozoen, die durch Moskitos über-

tragen werden, verursacht wird. Die World Health Organization (WHO) schätzt die 

Zahl der Malariaerkrankungen im Jahr 2010 auf weltweit etwa 216 Millionen und die 

Zahl der Todesfälle durch Malaria im selben Jahr auf etwa 655000. Davon traten 91 % 

der Todesfälle in Afrika auf und 86 % der Todesfälle waren Kinder unter 5 Jahren. 

Insgesamt sind 106 Länder betroffen, darunter Nigeria, die Demokratische Republik 

Kongo, Burkina Faso, Mosambik, die Elfenbeinküste und Mali. Etwa 60 % der Todes-

fälle 2010 traten allein in diesen sechs Ländern auf [World Malaria Report, 2011]. 

Malaria war bereits in den frühen Hochkulturen bekannt und wurde in zahlreichen 

Schriften erwähnt. Die ältesten Beschreibungen finden sich im Nei Ching (Schrift der 

chinesischen Medizin um 2700 v. Chr.), auf mesopotamischen Tafeln (um 2000 v. 

Chr.) oder auch in den Aufzeichnungen Hippokrates (um 400 v. Chr.) [Bruce-Chwatt, 

1981; Cox, 2010]. Der Name Malaria leitet sich aus dem altitalienischen mal´aria ab 

und bedeutet schlechte Luft. Der Grund dafür liegt in der lange Zeit verbreiteten An-

nahme, dass die Krankheit über die Luft übertragen wird. Selbst nachdem der franzö-

sische Mediziner Charles Louis Alphonse Laveran (1845 - 1922) 1880 den Malariaer-

reger in Erythrozyten entdeckte [Bruce-Chwatt, 1981], blieb der Übertragungsme-

chanismus noch lange Zeit unklar. Erst 1897 wies der britische Mediziner Ronald 

Ross (1857 - 1932) den Zusammenhang zwischen Moskitos und Malariainfektionen 

nach [Manson, 1898; Manson, 1900]. 1897 entdeckten die amerikanischen Mediziner 

William George MacCullum (1874 - 1944) und Eugene Opie (1873 - 1971) die sexuel-

le Multiplikation der Parasiten [Cox, 2010] und 1947 wurden schließlich die Leber-

stadien der Parasiten entdeckt [Shortt und Garnham, 1948]. Schlussendlich konnte im 

Jahr 2002 das gesamte Genom von Plasmodium falciparum entschlüsselt werden 

[Gardner et al., 2002]. 
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Die geographische Verbreitung der Malaria entlang tropischer und subtropischer Ge-

biete entspricht der geographischen Verbreitung der Anopheles-Mücken. In diesen 

Gebieten ermöglichen die Umgebungsbedingungen eine gute Multiplikation des Vek-

tors, der Anopheles-Mücke, und damit ein erhöhtes Infektionsrisiko. In der Vergan-

genheit war Malaria auch in weiten Teilen Nordamerikas, Europas und in Teilen Nor-

dasiens endemisch. Doch durch die Trockenlegung von Sumpfgebieten konnte die 

Ausbreitung in diesen Gebieten gestoppt werden [Westheide & Rieger, 1996]. 

 

 

Abbildung 1:  Übersicht über die geographische Verbreitung der Malaria (©WHO 2012).  

Malaria ist vor allem in Afrika, Mittel- und Südamerika, Indien und Südostasien ver-

breitet. Europa, Australien und Nordamerika gelten als „Malaria-frei.“  

(●) Länder/Gebiete die von Malaria betroffen sind; (●) Länder/Gebiete die ein wieder 

auftreten der Malaria verhindern; ( ) Länder/Gebiete die nicht von Malaria betroffen 

sind 

 

 

1.2. Der Erreger der Malaria 

 

Einzellige Parasiten der Gattung Plasmodium infizieren eine Vielzahl von Wirbeltieren 

und sind verantwortlich für die verheerenden Auswirkungen der Malaria beim Men-

schen. Die Gattung umfasst über 100 verschiedene Arten, die neben Säugetieren auch 

Vögel und Reptilien infizieren [Alano, 2007].  
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Fünf Arten der Gattung Plasmodium sind humanpathogen. Dabei handelt es sich um 

Plasmodium falciparum, Plasmodium vivax, Plasmodium ovale, Plasmodium malariae 

und Plasmodium knowlesi [Greenwood und Targett, 2011]. Diese unterscheiden sich 

in ihrer Verbreitung, ihren Krankheitsverläufen und ihrer Virulenz.  

 

 

1.2.1. Systematische Einordnung  

 

Phylogenetisch werden Plasmodien folgendermaßen klassifiziert [Lucius und Loos-

Frank, 2008]: 

 

Domäne Eukaryoten 

Gruppe Alveolata 

Stamm Apikomplexa 

Ordnung Haemosporida 

Familie Plasmodiidae 

Gattung Plasmodium 

 

Plasmodien sind parasitische Protozoen (Einzeller). Der Begriff Protozoen beschreibt 

eine Gruppe eukaryotischer Lebewesen mit heterotropher oder autotropher Lebens-

weise. Weiterhin werden Plasmodien zur Gruppe der Alveolata gezählt. Bei den Alve-

olata liegen die Alveolen (flache Vakuolen) meist direkt unterhalb der Plasma-

membran. Plasmodien gehören zusammen mit anderen humanpathogenen obligaten 

Endoparasiten wie Toxoplasma gondii (Toxoplasmose) und Cryptosporidium parvum 

(Kryptosporidiose) zu den Apikomplexa [Belli et al., 2005]. Der Stamm der Api-

komplexa zeichnet sich durch den Apikalkomplex aus, in welchem sekretorische Or-

ganellen (Mikronemen und Rhopterien) liegen, die Proteine für die Invasion der 

Wirtszelle beinhalten. Ein weiteres typisches Organell der Apikomplexa ist der Api-

koplast, ein Chloroplasten-ähnliches Organell.  
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1.2.2. Lebenszyklus 

 

Der Lebenszyklus verläuft bei allen bekannten humanpathogenen Plasmodien ähn-

lich. Plasmodien zeigen einen haplo-homophasischen Generationswechsel, mit ge-

schlechtlicher Fortpflanzung (Gamogonie) und ungeschlechtlicher Fortpflanzung 

(Sporogonie und Schizogonie), sowie einem obligaten Wirtswechsel zwischen dem 

Mensch als Zwischenwirt und der Anopheles-Mücke als Endwirt (siehe Abbildung 2) 

[Mehlhorn & Piekarski, 2002].  

 

 

Abbildung 2: Schematische Darstellung des Lebenszyklus humanpathogener Plasmodien 

[Cooke & Hill, 2001].  

Durch den Stich einer infizierten Anopheles-Mücke gelangen Sporozoiten aus den 

Speicheldrüsen der Mücke in den menschlichen Blutkreislauf und in die Leber. In den 

Hepatozyten entwickeln sich Merozoiten, diese gelangen in den Blutkreislauf, wo sie 

Erythrozyten befallen und neue Merozoiten entstehen. Einige Merozoiten entwickeln 

sich zu männlichen und weiblichen Gametozyten. Sie zirkulieren im Blut und werden 

bei einem erneuten Stich einer Anopheles-Mücke von dieser aufgenommen. Im Darm 

der Mücke entsteht eine Zygote, die sich in die Darmwand einnistet, dort kommt es 

zur Sporogonie. Die neu entstandenen Sporozoiten gelangen in die Speicheldrüsen der 

Mücke und können von dort auf einen neuen Zwischenwirt übertragen werden.  
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Durch den Stich einer infizierten Anopheles-Mücke gelangen Sporozoiten aus den 

Speicheldrüsen der Mücke in den menschlichen Blutkreislauf. Die Sporozoiten wan-

dern zur Leber und befallen dort Hepatozyten, in denen die erste asexuelle Multipli-

kation, die sogenannte exoerythrozytäre Schizogonie, stattfindet. Pro Hepatozyt ent-

stehen bis zu 30000 Merozoiten, die durch die Ruptur der Zelle in die Blutbahn frei-

gesetzt werden [Good & Doolan, 1999], wo sie Erythrozyten befallen.  

In den Erythrozyten findet die zweite Phase der asexuellen Vermehrung, die soge-

nannte erythrozytäre Schizogonie statt. Bei dieser entwickelt sich der Parasit inner-

halb von 48 Stunden vom Ringstadium, dem jungen und alten Trophozoiten bis zum 

Schizonten (siehe Abbildung 3). Nach ca. 48 Stunden bricht die Blutzelle auf und es 

werden durchschnittlich 16 Merozoiten pro Zelle freigesetzt, die wiederum Erythro-

zyten befallen [Good & Doolan, 1999; Cox, 2010]. Aus einer der Schizogoniegenerati-

onen entwickeln sich schließlich männliche und weibliche Gametozyten, die im peri-

pheren Blut zirkulieren. Durch einen weiteren Stich der Anopheles-Mücke können 

diese aufgenommen werden, wodurch der Parasit in seinen Endwirt gelangt. Im Darm 

der Mücke entwickeln sich dann jeweils Mikro- und Makrogameten, durch deren Ver-

schmelzung die Ookinete (Zygote) entsteht. Nach der Einnistung zwischen Epithel- 

und Basalmembran des Darms der Mücke findet die Sporogonie statt. Durch diese 

werden Sporozoiten produziert. Die Sporozoiten gelangen in die Speicheldrüsen der 

Mücke und können erneut auf den Menschen übertragen werden [Westheide & Rie-

ger, 1996; Good & Doolan, 1999; Mehlhorn & Piekarski, 2002; Alano, 2007].  

 
 

 

     
 

Abbildung 3:  Blutstadien von Plasmodium falciparum. 

1 = nicht infizierter Erythrozyt; 2, 16 = Trophozoiten; 9 = Trophozoit im Ringstadium; 

21, 24 = Schizonten; 26 = ruptierter Schizont (Ausschnitt aus: Coatney G. R., Collins W. 

E., Warren M., Contacos P.G. (1971) The Primate Malarias. U.S. Department of Health, 

Education and Welfare, Bethesda) 
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1.3. Formen der Malaria 

 

Der klassische Verlauf einer Malariaerkrankung besteht aus dem periodischen Wech-

sel von Fieberanfällen und verschiedenen Begleiterscheinungen und Phasen ohne das 

Auftreten von Krankheitssymptomen. Zu Beginn der Erkrankung treten häufig nur 

Symptome wie Kopfschmerzen, Müdigkeit, Übelkeit, Muskelschmerzen, leichter 

Durchfall und leichte Erhöhung der Körpertemperatur auf. Malaria kann zu Multior-

ganversagen, Bewusstseinsstörungen, Krämpfen und in schweren Fällen bis zum Tod 

führen.  

 

Tabelle 1:  Charakteristik der Infektion mit verschiedenen humanpathogenen Plasmodien-

arten [Antinori, 2012].  

 

Plasmodien Malariaform 
Inkubations- 

zeit   
Erythrozytärer Zyklus/ 

Fieberschübe 
Parasitämie 

P. falciparum Malaria tropica 5-7 Tage unregelmäßig bis 20 % 

P. ovale Malaria tertiana 6-8 Tage 48 Stunden ~ 2 % 

P. vivax Malaria tertiana 9 Tage 48 Stunden ~ 2 % 

P. malariae Malaria quartana 14-16 Tage 72 Stunden < 1 % 

P. knowlesi n. a. 8-9 Tage ~ 24 Stunden bis 20 % 

 

 

Typisch für Malaria sind periodisch auftretenden Fieberschübe, die durch die Freiset-

zung von Merozoiten während der erythrozytären Schizogonie bedingt sind (siehe 

Abbildung 2). Die klinischen Symptome, hohes Fieber, Anämie und Organversagen, 

treten erst nach der exoerythrozytären Schizogonie in der Leber auf. Die Inkubati-

onszeit beträgt, in Abhängigkeit der Parasitenart, zwischen 8 und 15 Tagen. Neben 

den verschiedenen Inkubationszeiten zeigen die einzelnen Plasmodienarten auch 

eine unterschiedliche Dauer des erythrozytären Zyklus (siehe Tabelle 1). Malaria tro-

pica zeigt unregelmäßige Fieberschübe, wohingegen bei Malaria tertiana und Malaria 

quartana nach 48 bzw. 72 Stunden charakteristische Fieberschübe beobachtet wer-

den können. Die Ursache liegt dabei in der nahezu synchronen Ruptur der infizierten 

Erythrozyten. Dabei werden sogenannte „Malaria-Toxine“ und Antigene freigesetzt, 

die die Freisetzung proinflammatorischer Zytokine in pathologischen Mengen her-

vorrufen [Clark et al., 2004].  
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Weiterhin unterscheiden sich die Parasitämien sehr stark, was auf die verschiedenen 

Präferenzen der Parasiten für bestimmte Erythrozyten zurückzuführen ist. Plasmodi-

um vivax und ovale befallen ausschließlich Retikulozyten (junge Erythrozyten), Plas-

modium malariae dagegen nur ausgereifte Erythrozyten [Antinori, 2012; Collins, 

2007; Collins, 2005]. Plasmodium falciparum und knowlesi zeigen keine solche Präfe-

renz und können daher höhere Parasitämien auslösen. 

Bei der Infektion mit Plasmodium falciparum verändert der Erreger die Zytoadhärenz 

der Wirtszelle, wodurch es zur Aggregation infizierter Erythrozyten untereinander 

und an Gefäßwände kommt. Dies führt zu Störungen der Durchblutung und schließ-

lich zu Gewebeschäden [Kaul et al., 1991; Cooke et al., 2001]. Durch die Ruptur der 

Erythrozyten kann es ebenfalls zu Symptomen einer Anämie, wie z. B. Kurzatmigkeit, 

kommen [Miller et al., 2002]. 

 

 

1.4. Therapie und Bekämpfungsmöglichkeiten 

 

Da es bisher noch nicht möglich war, einen Impfstoff gegen Malaria zu entwickeln, 

beruht die Malariatherapie ausschließlich auf chemotherapeutischer Behandlung der 

Patienten. Seit vielen Jahren wird Chloroquin eingesetzt [Fidock, 2004]. Chloroquin 

hemmt die Kristallisation von Häm zu Hämozoin, welches beim Abbau von Hämoglo-

bin durch Plasmodien entsteht. Häm wirkt toxisch auf den Parasiten und dessen Ak-

kumulation führt zum Absterben des Parasiten [Ursos & Roepe, 2002]. Durch jahre-

lange und häufig fehlerhafte Anwendung haben sich Chloroquin-resistente Parasiten 

verbreitet [Mehta & Das, 2006].  

Ein weiteres klassisches Mittel zur Behandlung von Malaria ist Artemisin [Enserink, 

2005]. Die genaue Wirkungsweise ist umstritten. Da Artemisin jedoch aus den Blät-

tern und Blüten des Einjährigen Beifuss (Artemisia annua) extrahiert werden muss 

und nur in Kombination mit anderen Wirkstoffen eine langfristige Heilung ermög-

licht,  ist es sehr teuer und wird in den meisten Malariaregionen nur selten eingesetzt 

[Fidock, 2004]. Weitere gängige Antimalariamittel sind Antifolate, z. B. Pyrimethamin. 

Diese wirken als Folat-Analoga hemmend auf die Nukleinsäuresynthese [Ferone, 

1969]. 
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Zur Prävention einer möglichen Ansteckung werden derzeit hauptsächlich Maßnah-

men zur Vektorkontrolle durchgeführt. So werden z. B. Insektizide oder Moskitonetze 

gegen die Anopheles-Mücke eingesetzt. 

Die Sequenzierung der Genome einiger humanpathogenen Plasmodien [Gardner et 

al., 2002; Carlton, 2008; Pain, 2008] sowie die Neu- und Weiterentwicklung von Me-

thoden zur genetischen Manipulation bieten die Möglichkeit der genaueren bioche-

mischen Analyse von plasmodialen Stoffwechselprozessen. Auf diese Weise können 

spezifische Angriffspunkte für Wirkstoffe (drug targets) identifiziert und die Wirkme-

chanismen bekannter Medikamente untersucht werden [Fidock, 2004]. 

Das Genom von Plasmodium falciparum enthält Gene die für Enzyme kodieren, die für 

die Synthese von Vitaminvorstufen wie Chorismat [Roberts et al., 1998; McConkey et 

al., 2004], sowie für die Synthese von Vitamin B1 [Wrenger et al., 2005], Vitamin B6 

[Cassera et al., 2004; Gengenbacher et al., 2006; Wrenger et al., 2005] und Vitamin B9 

[Hyde, 2005] benötigt werden. Da Menschen und Tiere Vitamine nicht selbst synthe-

tisieren können, sondern sie mit der Nahrung aufnehmen müssen, besitzen sie die 

dafür benötigten Enzyme nicht. Aus diesem Grund ist die de novo Synthese ein idealer 

Angriffspunkt für die Suche neuer Antimalaria-Wirkstoffe [Müller & Hyde, 2010]. 
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1.5. Vitamin B6 

 

1.5.1. Allgemein  

 

Unter dem Begriff Vitamin B6 werden die drei Vitamere Pyridoxamin (PM), Pyridoxal 

(PL) und Pyridoxin (PN), sowie deren Phosphatester Pyridoxamin-5-Phosphat (PMP), 

Pyridoxal-5-Phosphat (PLP) und Pyridoxin-5-Phosphat (PNP) zusammengefasst. Die 

drei genannten Vitamere unterscheiden sich lediglich durch verschiedene Substituen-

ten an der 4´-Position des Moleküls (siehe Abbildung 4) und können ineinander um-

gewandelt werden. Pyridoxamin-5-Phosphat und Pyridoxal-5-Phosphat sind die bio-

logisch aktiven Formen. PLP ist für seine katalytische Vielseitigkeit bekannt [Eliot & 

Kirsch, 2004]. Es wirkt als Cofaktor, der an verschiedenen biochemischen Reaktionen, 

einschließlich der Aminosäure-Biosynthese, dem Kohlenhydratstoffwechsel und der 

Modifikation vieler Amin-haltiger Verbindungen beteiligt ist [Mozzarelli & Bettati, 

2006].  

Es existieren mindestens 140 verschiedene PLP-abhängige Enzyme und etwa 1,5 % 

der Gene eines typischen Prokaryoten codieren für Enzyme, die PLP-abhängig sind 

[Percudani & Peracchi, 2003]. 

Aufgrund seiner zahlreichen Funktionen ist Vitamin B6 für alle Organismen essentiell. 

Viele Mikroorganismen und Pflanzen sind zur de novo Biosynthese fähig. Menschen, 

Tiere und einige hochspezialisierte obligate Pathogene dagegen nehmen Vitamin B6 

mit der Nahrung auf [Wetzel et al., 2004]. Alle Organismen sind dazu in der Lage die 

verschiedenen Vitamere sehr effizient ineinander und in ihre phosphorylierten Deri-

vate zu konvertieren [Lam & Winkler, 1992]. Bei Menschen und Tieren werden die 

drei Vitamere PM, PN und PL, nach der Aufnahme mit der Nahrung, im Dünndarm 

resorbiert und in die Leber transportiert. Dort werden sie durch die Pyridoxalkinase 

(PdxK) phosphoryliert. PMP und PNP werden anschließend durch die Pyrido-

xinphosphat-Oxidase zu PLP umgewandelt (siehe Abbildung 4). Dieser Vorgang ist 

auch unter der Bezeichnung salvage pathway bekannt. 
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Abbildung 4:  Übersicht über die drei Derivate des 5-Hydroxymethyl-3-Pyridinols und deren 

korrespondierende Phosphatester.  

Die drei Vitamere Pyridoxamin (PM), Pyridoxal (PL) und Pyridoxin (PN) werden 

durch Pyridoxalkinasen (PdxK) phosphoryliert. Es entstehen die drei Phosphatester 

Pyridoxamin-5-Phosphat (PMP), Pyridoxal-5-Phosphat (PLP) und Pyridoxin-5-

Phosphat (PNP). PMP und PNP werden durch eine Oxidase in PLP überführt. 

 

 

Plasmodium falciparum ist in der Lage Vitamin B6 de novo zu synthetisieren. Neben 

den Enzymen für die de novo Synthese besitzt Plasmodium falciparum eine PdxK, die 

die nicht phosphorylierten Vitamere PL, PM und PN phosphorylieren kann [Wrenger 

et al., 2005; Müller et al., 2009]. Ob Plasmodium falciparum die Vitamere aufnimmt 

und phosphoryliert und seinen PLP-Bedarf auf diese Weise decken kann, ist bisher 

noch nicht eindeutig geklärt. In den Erythrocyten von Säugetieren ist eine große 

Menge an Vitamin B6 vorhanden [Fonda & Harker, 1982], dieses ist jedoch fest an Se-

rumalbumin und Hämoglobin gebunden [Friedrich, 1988]. Weiterhin konnte in Ge-

nomanalysen kein spezifischer Transporter für die Aufnahme der Vitamere in den 

Parasiten identifiziert werden [Gengenbacher et al., 2006]. Aus diesen Gründen ist es 

möglich, dass die Vitamere im Erythrocyten für die PdxK nicht zur Verfügung stehen 

und die de novo Synthese des Vitamin B6 für das Überleben des Parasiten essentiell 

ist. 
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1.5.2. De novo Vitamin B6-Biosynthese  

 

Neben dem salvage pathway sind derzeit zwei unabhängige Reaktionswege für die de 

novo Biosynthese von PLP bekannt [Wetzel et al., 2004]. Dabei handelt es sich um den 

DOXP-(1-Deoxy-D-Xylulose-5-Phosphat)-abhängigen und den DOXP-unabhängigen 

Weg. 

Der DOXP-abhängige Weg, oder auch E. coli-like pathway, wurde umfangreich für E. 

coli beschrieben [Dempsey, 1971]. Dieser Syntheseweg ist nur bei Proteobakterien zu 

finden. Als Ausgangsstoffe dienen D-Erythrose-4-Phosphat, Glutamat, Pyruvat und 

Glycerinaldehyd-3-Phosphat (G3P) (siehe Abbildung 5). Aus diesen Substraten wer-

den in mehreren aufeinander folgenden Schritten durch die Enzyme Erythrose-4-

Phosphat-Dehydrogenase (GapA), eine weitere Dehydrogenase (PdxB), eine Transa-

minase (PdxF) und DOXP die Intermediate 4-Phosphohydryl-L-Threonin und Deoxy-

D-Xylulose-5-Phosphat synthetisiert. Die Pyridoxin-5-Phosphat-Synthasen PdxA und 

PdxJ bilden aus diesen Intermediaten Pyridoxin-5-phosphat [Yang et al., 1998; Wetzel 

et al., 2004; Fitzpatrick, et al., 2007]. 

 

 

Abbildung 5:  Der DOXP- abhängige Vitamin B6-Synthesesweg, der z. B. bei E. coli zu finden ist 

[Raschle et al., 2005]. 

In mehreren Einzelschritten wird Pyridoxin-5-phosphat aus D-Erythrose-4-Phosphat, 

Glutamat, Pyruvat und Glycerinaldehyd-3-Phosphat synthetisiert und anschließend in 

die aktive Form, PLP, umgewandelt. 
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Der DOXP-unabhängige Weg, oder auch Ribose-5-Phosphat (R5P)-dependent 

pathway, wurde zuerst für Cercospora nicotianae identifiziert [Ehrenshaft et al., 

1999]. Dieser Syntheseweg kommt bei zahlreichen Pflanzen, Pilzen, bei den meisten 

Eubakterien und bei Plasmodien vor [Osmani et al., 1999; Ehrenshaft and Daub, 

2001; Raschle et al., 2005; Wrenger et al., 2005]. 

Als Substrate für die PLP-Synthese dienen hier Glycerinaldehyd-3-Phophat, Ribose-5-

Phosphat und Glutamin [Burns et al., 2005]. Am DOXP-unabhängigen Syntheseweg 

sind lediglich 2 Enzyme, Pdx1 und Pdx2, beteiligt (siehe Abbildung 6).  

Pdx2 fungiert als Glutaminase der Klasse I mit der charakteristischen katalytischen 

Aminosäurenfolge Glu-His-Cys Es hydrolysiert Glutamin zu Glutamat. Anschließend 

wird die Amidgruppe durch einen Substrattunnel zur Pdx1-Untereinheit transpor-

tiert [Strohmeier et al., 2006; Hanes et al., 2008b; Müller et al., 2008]. Pdx1 syntheti-

siert aus G3P, R5P und Ammonium Pyridoxal-5-Phosphat [Ehrenshaft et al., 1999].  

 

 

Abbildung 6:  Übersicht über die PLP-Synthese im DOXP-unabhängigen Weg bei Plasmodium 

falciparum [Müller et al., 2008]. 

Die Enzyme PfPdx1 und PfPdx2 lagern sich zu einem Komplex (PLP-Synthase) zu-

sammen. Pdx2 spaltet Glutamin zu Glutamat und Ammonium, dieses gelangt über ei-

nen Substrattunnel zum PfPdx1-Molekül. Dieses synthetisiert aus den Substraten R5P, 

G3P und Ammonium Vitamin B6. 
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Während Pdx1 auch ohne Pdx2 aktiv ist, wenn Ammonium vorhanden ist, zeigt Pdx2 

ohne die Bindung an mindestens ein Pdx1-Molekül keine Aktivität [Gengenbacher et 

al., 2006; Derrer et al., 2010]. Die Bindung von Pdx2 an Pdx1 ist transient [Flicker et 

al., 2007], das bedeutet, dass sich Pdx2 nach erfolgter Glutaminasereaktion wieder 

vom Pdx1-Molekül ablöst und inaktiv vorliegt. 

 

 

1.5.3. PLP-Synthase von Plasmodium falciparum 

 

Die beiden an der PLP-Synthese beteiligten Enzyme, Pdx1 und Pdx2, bilden zusam-

men die PLP-Synthase. Die PLP-Synthase besteht aus 12 Pdx1- und 12 Pdx2-

Untereinheiten. Das Zusammenlagern von Pdx1- und Pdx2-Molekülen und somit die 

Formierung der PLP-Synthase folgt einem festen Kurs [Müller et al., 2008]. Jeweils 6 

Pdx1-Moleküle bilden einen hexameren Ring. Die beiden Ringe lagern sich „kronenar-

tig“ zusammen und an jede Pdx1-Untereinheit bindet eine Pdx2-Untereinheit [Müller 

et al., 2008]. Die Pdx2-Moleküle liegen als Monomere vor und sind untereinander 

nicht verbunden, wohingegen die Pdx1-Moleküle miteinander verknüpft sind und so 

die vorliegende dodekamere Struktur aus bilden [Müller et al., 2008]. Müller et al. 

(2008) konnten zeigen, dass die Aminosäuren R85, H88 und E91 an der Ausbildung 

des Komplexes beteiligt sind und Mutationen an diesen Stellen zu Aktivitätsverlust 

des Komplexes und zum Verlust der Bindungsaffinität der Pdx1-Moleküle unterein-

ander führen.  

Strohmeier et al. (2006) konnten die an der Bindung von Pdx1 und Pdx2 beteiligten 

Aminosäuren bei anhand der Kristallstruktur der PLP-Synthase von Bacillus subtilis 

identifizieren. Die Aminosäuren R8 und T6 der Pdx1-Untereinheit interagieren über 

ihre polaren Seitenketten mit dem E117 der Pdx2-Untereinheit. Weiterhin bildet K18 

(Pdx1) eine Salzbrücke mit E15 (Pdx2) [Strohmeier et al., 2006]. 

Die PfPdx2-Struktur konnte 2012 von Guédez et al. analysiert werden, die Struktur 

des PfPdx1 liegt bisher noch nicht vor. In Abbildung 7 ist die 3D-Struktur der  plas-

modialen PLP-Synthase dargestellt, dabei sind die PfPdx2-Untereinheiten in rot und 

die PbPdx1-Untereinheiten in blau dargestellt. 
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Abbildung 7:  Röntgenkristallstruktur des plasmodialen PLP-Synthase [Dissertation Guédez 

Rodríguez, 2011]. 

Es wurden die Pdx1-Struktur von Plasmodium berghei (blau) und die Pdx2-Struktur 

von Plasmodium falciparum (rot) komplexiert (PDB-ID: 4ADS). Dabei bilden 12 Pdx1-

Moleküle eine dodekamere Struktur. An jede Pdx1-Untereinheit bindet anschließend 

ein Pdx2-Molekül. Es sind die Ansicht von „oben“ (oben links) und die Seitenansicht 

(unten links) dargestellt, sowie rechts jeweils ein Pdx1/Pdx2-Heterodimer. 

 

 

Es ist bekannt, dass Acivicin [Gengenbacher et al., 2006] die Glutaminaseaktivität des 

Pdx2 inhibiert. Weiterhin konnten Reeksting et al. (2012) kürzlich drei Substanzen 

identifizieren, die die Aktivität des PfPdx1 inhibieren. Dabei handelt es sich um D-

Erythrose-4-Phosphat (E4P), D-Erythronhydrazid (EHz) und 4-Phospho-D-

Erythronhydrazid (4PEHz). Der azyklische Phosphozucker E4P ist ein Analog des R5P 

und inhibiert PfPdx1 sehr spezifisch mit einem IC50 von 3,7 mM auf das aufgereinigte 

PfPdx1-Molekül. Es besetzt vermutlich die R5P-Bindungstelle im PfPdx1-Molekül, 

verhindert die Bindung des R5P und hemmt somit die PLP-Produktion.  
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Ein anderer möglicher Wirkmechanismus betrifft die Bindung von G3P und führt zur 

Unterdrückung des Ringschlusses am Ende der PLP-Bildung. 4PEHz und EHz sind 

Hydrazid-Analoga des E4P. Sie inhibieren PfPdx1 ebenfalls, indem sie die R5P-

Bindungsstelle besetzen. Dabei ist das nicht phosphorylierte EHz ca. 12-mal schwä-

cher, als das phosphorylierte 4PEHz, das einen IC50 von 43 µM auf das aufgereinigte 

PfPdx1 und einen IC50-Wert von 10,4 µM auf Plasmodium falciparum zeigt. 

 

 

1.5.4. Die Rolle von Pdx1 und Pdx2 bei der plasmodialen Reaktion auf oxida-

tiven Stress 

 

Neben der generell bekannten Rolle des PLP als Cofaktor, konnte eine weitere Bedeu-

tung als Antioxidant für Plasmodium falciparum identifiziert werden [Knöckel et al., 

2012]. Durch die Entstehung von reaktiven Sauerstoffspezies (ROS), welcher wäh-

rend des Verdaus von Hämoglobin oder durch die Immunabwehr des Wirtsorganis-

mus entstehen [Sherman, 1977; Ehrenshaft et al., 1999; Freinbichler et al., 2011], 

wird auf den Parasiten oxidativer Stress ausgeübt [Knöckel et al., 2012]. ROS sind 

Peroxide und freie Radikale, wie z. B. Wasserstoffperoxid (H2O2), Hydroylradikale 

(•OH) und Superoxid (O2-) oder Singulett-Sauerstoff (1O2). Oxidativer Stress führt u. a. 

zu Beschädigungen der DNA, zur Oxidation von Fettsäuren in Lipiden und Aminosäu-

ren in Proteinen, sowie zur Inaktivierung von Enzymen durch die Oxidation ihrer Co-

faktoren.  

Zur Abwehr von oxidativem Stress, stehen verschiedene Enzyme, wie die Enzyme 

Thioredoxin-Gluthathion-Reduktase (TGR) und Thioredoxin-Reduktase (TrxR) 

[Krnajski et al., 2002] und die Superoxid-Dismutase (SOD) zur Verfügung. Weiterhin 

schützen Antioxidantien wie Vitamin C, Vitamin E und Vitamin B6 vor oxidativen 

Stress [Ehrenshaft et al., 1999; Stocker et al., 2003]. Knöckel et al. (2012) konnten 

zeigen, dass die Expression von PfPdx1 und PfPdx2 als Reaktion auf oxidativem Stress 

hochreguliert wird, weiterhin führt die Zusammenlagerung von PfPdx1 und PfPdx2 

zur PLP-Synthase zu einer erhöhten Toleranz des Parasiten gegen Singulett-

Sauerstoff [Knöckel et al., 2012]. 

Auranofin, eine organische Goldverbindung, die seit über 25 Jahren zur Behandlung 

rheumatoider Arthritis eingesetzt wird, ist ein bekannter Inhibitor der parasitären 

thiolabhängigen Redoxenzyme, TrxR und TGR [Sannella et al., 2008].  
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In den letzten Jahren wurden zahlreiche Studien durchgeführt, die zeigten, dass Au-

ranofin eine starke antiparasitäre Wirkung, auf u. a. Plasmodium falciparum, Schistos-

oma mansoni, Leishmania infantum und Entamoeba histolytica hat [Kuntz et al., 2007; 

Sannella et al., 2008; Angelucci et al., 2009; Ilari et al., 2011; Debnath et al., 2012]. 

Sannella et al. (2008) vermuteten, das die antiparasitäre Wirkung von Auranofin bei 

Plasmodium falciparum auf der Existenz zweier unabhängiger inhibitorischer Wirk-

mechanismen beruht. Bisher konnte jedoch neben der Inhibierung der Enzyme TrxR 

und TGR kein weiteres molekulares Zielmolekül entdeckt werden.  
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1.6. Zielsetzung der Arbeit  

 

Malaria ist die am weitesten verbreitete Tropenkrankheit, von der über 100 Länder 

weltweit und damit ca. 40 % der Weltbevölkerung betroffen sind [World Malaria Re-

port 2011]. Bisher wurde die Erkrankung größtenteils chemotherapeutisch, z. B. 

durch den Einsatz von Chloroquin, Artemisin und Antifolaten behandelt [Ferone, 

1969; Fidock, 2004; Enserink, 2005]. Jedoch entwickeln sich in den letzten Jahren 

vermehrt Resistenzen gegen die bekannten Wirkstoffe [Mehta & Das, 2006; Ekland et 

al., 2007; Müller & Hyde, 2010]. Aus diesem Grund ist es notwendig, sowohl neue 

Wirkstoffe, als auch neue Angriffspunkte in Plasmodien zu identifizieren.  

Ein solcher Angriffspunkt für neue Antimalariawirkstoffe stellt die Vitamin B6-

Synthese dar [Wrenger et al., 2005; Müller & Hyde, 2010]. Während Plasmodium fal-

ciparum, der Erreger der Malaria tropica, in der Lage ist Vitamin B6 de novo zu synthe-

tisieren [Wrenger et al., 2005], ist der Mensch auf die Aufnahme von Vitamin B6 mit 

der Nahrung angewiesen. Da der Mensch die für die de novo Synthese benötigten En-

zyme Pdx1 und Pdx2 nicht besitzt, ist es nicht zu erwarten, dass eine Inhibierung die-

ser Parasiten-spezifischen Enzyme den menschlichen Metabolismus beeinträchtigt.  

In der vorliegenden Arbeit wurden 27 Substanzen getestet, die in einem Hochdurch-

satz-Verfahren (HTS) eine inhibitorische Wirkung auf PfPdx2 gezeigt hatten. In drei 

verschiedenen in vitro Assays sollte untersucht werden, ob die neu synthetisierten 

Substanzen die Aktivität von PfPdx1 oder PfPdx2, oder die Komplexbildung der bei-

den Enzyme beeinträchtigen. Zudem sollte in einem Zytotoxizitätsassay die Wirk-

samkeit der Substanzen auf die humane Hepatom-Zelllinie HepG2 analysiert und die 

spezifische Wachstumshemmung auf Plasmodien bestätigt werden.  
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2. Material und Methoden  

 

2.1. Materialien  

 

2.1.1. Verbrauchsmaterialien  

 

Biozym Scientific GmbH Pipettenspitzen 1000 µl  

Safe Seal-Tips Premium, 20-200 µl 

Brand UV-Küvette micro 

EG&G Wallac Filtermat A 

Filterkassette 

Probenbeutel 

Eppendorf Safe-Lock Tubes 0,5 ml , 1,5 ml, 2,0 ml 

Greiner bio-one Zellkulturflaschen 

Invitrogen Gelgießkassette für SDS-PAGE 

Kimtech Science Brand 

 

PFE Puder-freie Latex-Handschuhe 

Puder-freie Nitril-Handschuhe 

LLG Labware halbmikro Küvette, PS 

Nunc 

 

Kryo-Röhrchen 

Petrischalen Ø 60 mm oder 92 mm 

TC 96-Well-Mikrotiterplatte 

PEQLAP 

 

peqGold Safe Guard Filter Tips, 0,1-10 µl 

peqGold Safe Guard Filter Tips, 50-1250 µl 

Perkin Elmer Probenbeutel für Micro Beta 

Sarstedt 

 

Falconröhrchen 50 ml, 15 ml 

Gewebekulturflaschen für adhärente Zellen 

(75 cm2) 

Pipettenspitzen 10 µl, 200 µl 

Serologische Pipette, 10 ml, 25 ml, 5 ml 

TPP Zellkulturflaschen 150 ml 
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2.1.2. Laborausstattung  

 

Angelontoni Industrie -80 °C Platinum 370 Tiefkühltruhe 

BeckmanCoulter Avanti J-26 XP Zentrifuge 

Bio-TEK Uvikon 933, Double Beam  Photometer  

Brand Transferpipette 8/-12 electronic 10-200 µl Multi-

pipette 

Branson Sonifier 250 

Carl Zeiss Axioskop 20 Mikroskop 

Clean Air Technik B. V. Clean Air Sterilwerkbank 

Denver Instrument Scaltec SBA Waage 

Dynex Magellan Biosciences MRXe Mikrotiterplatten-Absorptions-Lesegerät 

Eppendorf 

 

Zentrifuge 5415D und 5424 

Pipetten 

Thermomixer 5436 

GFL 

 

3033 Inkubator 

1092 Wasserbad mit Schüttler 

Gilson 

 

pipetman P10N, P100N Pipette 

pipetman P1000, P200, P10 Pipette 

Hanna instruments pH 211 Microprocessor pH-Meter 

Heidolph MR Hei-Standard Heizplatte, mit Magnetrührer 

Unimax 1010 Plattformschüttler 

Heraeus Instruments/  

Heraeus Sepatech 

Hera Safe Sterilwerkbank  

Megafuge 1.0R 

Minifuge RF 

Hettich Zentrifugen Mikro 200 

Hitachi MR-6450 Mikrowelle 

IBS Integra Bioscience Pipetboyacu Pipettierhilfe 

Inotech     IH 110 Cell Harvester 

Janke & Kunkel IKA  

Labortechnik 

Vibrofix VF1 Electronic Vortex 

Leitz DIAVERT Inverses Mikroskop 

Liebherr Premium Kühlschrank, 
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 -20 °C Comfort Tiefkühlschrank 

memmert electronic ICP 600 Inkubator , 

U10 Heizschrank 

Millipore Reinstwassersystem 

NUAIRE -80 °C Tiefkühlschrank 

Sartorius Extend Waage 

Scotsman AF100 Eismaschine 

Stuart heat-stir CB162 Heizplatte, mit Magnetrührer 

Systec V10 Autoklav 

The Baker Company Steril GARD III Advance Sterilwerkbank 

Wallac Filterpapiere für 3H-Hypoxanthin-Einbautest  

 

 

2.1.3. Chemikalien 

 

AppliChem Dimethylsulfoxid (DMSO) 

L-Glutamin (für die Zellkultur) 

Natriumpyruvat (für die Zellkultur) 

Penicillin-Streptomycin (100x) (für die Zellkultur) 

RPMI 1640-Hepes Medium 

Biomol Ethylendiamintetraessigsäure (EDTA), 

FLUKA Lysozym  

Gibco Albumax 

2,5 % Trypsin (10x) 

Hartmann Analytik [8- 3H]Hypoxanthin 

Institut für Bioanalytik (IBA) D-Desthiobiotin-Lösung (10x Puffer E) 

Strep-Tactin® Sepharose® 50% suspension 

Merck 37% Salzsäure (HCl) 

Pyridoxal-5-Phosphat (PLP) 

Ammoniumpersulfat (APS) 

N`,N`,N`,N`-Tetramethyldiamin (TEMED) 

Coomassie Brilliant Blue G-250 

Kaliumchlorid (KCl) 
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Kaliumdihydrogenphosphat (KH2PO4) 

Natriumhydrogenphosphat (Na2HPO4) 

Natriumdihydrogenphosphat-Dihydrat (NaH2PO4 

· 2 H2O) 

Giemsa Azur-Eosin-Methylenblaulösung 

PAA DMEM mit Glucose, ohne L-Glutamin 

Fetales Kälberserum (FBS) 

MEM nicht-essentielle Aminosäuren (100x) 

Roche Zell-Proliferations-Reagenz WST-1 

Roth 40% Acrylamid-Lösung  

Ethanol 70%, 100 % 

Tris  

Ammoniumchlorid (NH4Cl) 

Glycin 

Natriumchlorid (NaCl) 

Albumin Fraktion V (BSA) 

Polyoxyethylensorbitanmonolaurat (Tween 20) 

Dimethylsulfoxid 99,99% (DMSO) 

SERVA Coomassie Brilliant Blue R-250 

Natriumdodecylsulfat (SDS) 

Sigma-Aldrich 

 

2-(4-Hydroxyphenylazo)Benzoesäure (HABA) 

3-Acetylpyridin-Adenin-Dinucleotid (APAD) 

Blasticidin S Deaminase (BSD) 

Chloroquin 

DL-Glycerinaldehyd-3-Phosphat   

D-Ribose 5-phosphat 

L-Glutamatdehydrogenase   

L-Glutamat 

L-Glutamin 

Bromwasserstoff (HBr) 

Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF) 

Sorbitol 

Wallac Betaplate Scint Szintillationslösung 
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2.1.4. Verwendete Inhibitoren 

 

In Kooperation mit der Firma European ScreeningPort (Hamburg) wurden im Hoch-

durchsatzverfahren (high throughput screen, HTS) mehr als 250000 Substanzen als 

mögliche Inhibitoren der Vitamin B6-Synthese von Plasmodium falciparum getestet. 

Bei dem durchgeführten HT-Assay handelte es sich um ein auf Fluoreszenz basieren-

des Pdx2-Aktivitätsassay unter Verwendung von Meerrettichperoxidase (HRP), Glu-

tamatoxidase und Amplex-Red. 

Die im HTS-Verfahren identifizierten inhibitorischen Komponenten wurden von ver-

schiedenen Firmen für weitere Tests erneut synthetisiert. Die hier verwendete Rei-

henfolge der Nummerierung entspricht der Reihenfolge der im Testverfahren nach-

gewiesenen Potenz der Inhibierung. Wobei Nummer 1 im Hochdurchsatztestverfah-

ren die stärkste Inhibierung der PLP-Synthase zeigte. Bei den Komponenten der Fir-

ma Evotec handelt es sich um die Originalsubstanzen aus dem Hochdurchsatztest. 

Diese haben eine identische Struktur zu den Komponenten 1 bis 10 der Firma Oxeltis. 

Ebenso sind die Komponenten 14-M und 14-O strukturidentisch. Die Komponenten 1 

bis 10 und 14 dienen daher als Qualitätskontrollen. 

Die Strukturen der verwendeten Substanzen sind patentrechtlich geschützt. Aus die-

sem Grund kann in dieser Arbeit nicht näher auf die Strukturen eingegangen werden. 

 

Evotec Komponenten E1-E10 

Molport Komponenten 14-M - 16, 18 - 20, 22, 23, 27 

Oxeltis Komponenten 1-14-O, 17, 21, 24 - 26 

Sigma-Aldrich Auranofin  

 

 

2.1.5. Zelllinien 

 

ATCC HepG2 

Wellcome Trust, Dundee 3D7 

BNI  3D7-PfPdx1-Strep/PfPdx2-Myc-BSD-WR 

3D7-pARL-BSD-WR 
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2.1.6. Puffer, Medien, Lösungen 

 

2.1.6.1. Zellkulturmedien  

 

Medium für HepG2-Zellen 

 

Modifiziertes DMEM-

Medium (500 ml) 

500 ml DMEM ohne L-Glutamin (high glucose)  

1% (v/v) MEM NEAA (100x) 

1% (v/v) Penicillin/Streptomycin (100x) 

10 % (v/v) Fetales Kälberserum (FBS)  

100 mM Natriumpyruvat 

200 mM L-Glutamin (für die Zellkultur) 

 

 

Medium für Plasmodium falciparum 

 

RPMI-Medium (500 ml) 1,59 % (w/v) RPMI + Hepes (A1538 9010) 

0,5 % (w/v) Albumax 

1 % (w/v) NaHPO4  

2 % (w/v) D-Glucose  

27,2 mg/l Hypoxanthin 

20 mg/l Gentamycin (pH 7,4) 

 

 

2.1.6.2. Proteinaufreinigung  

 

PMSF 0,1 M PMSF in Isopropanol 

Puffer W 100 mM Tris/HCl, 150 mM NaCl, pH 8 

Puffer E 100 mM Tris/HCl, 150 mM NaCl, 1 mM EDTA, 2,5 mM 

Desthiobiotin, pH 8 

Puffer R 100 mM Tris, 150 mM NaCl, 1 mM HABA, pH 8 (mit 

HCl) 
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2.1.6.3. Bradford-Assay 

 

Bradford-Reagenz 0,01 % (w/v) Coomassie Brilliant Blue G-250, 4,7 % 

Ethanol (v/v), 8,5 % (v/v) H3PO4 

 

 

2.1.6.4. SDS-Gelelektrophorese 

 

Ammoniumpersulfat (APS) 10 % (w/v) in dH2O 

Coomassie-Entfärbelösung 20 % (v/v) Ethanol, 10 % (v/v) Eisessig in dH2O 

Coomassie-Färbelösung 1 g Coomassie Brillant Blue R-250, 100 ml Essigsäure, 

450 ml 100 % (v/v) Methanol, ad 1 l dH2O 

Elektrophoresepuffer 0,1 % SDS (w/v), 192 mM Glycin. 25 mM Tris 

Sammelgelpuffer 0,5 M Tris/HCl in 100 ml dH2O, pH 6,7 

SDS-Probenpuffer (4x) 50 mM Tris-HCl (pH 6,8), 2 % (w/v) SDS, 10 % (v/v) 

Glycerin, 10 % (v/v) DTT, 0,02 % (w/v) Bromphenol-

blau 

Trenngelpuffer 1,5 M Tris/HCl in 100 ml dH2O, pH 8,9 

 

 

2.1.6.5. Bestimmung der Enzymaktivität  

 

Acetylpyridin-Adenin-

Dinukleotid (APAD) 

50 mM in dH2O 

Ammoniumchlorid 100 mM in dH2O 

Glutamin 100 mM in dH2O 

Glycerinaldehyd-3-Phosphat 50 mM in 1 M dH2O 

HTS-Komponenten Jeweils 4 mM in DMSO 

Puffer W 100 mM Tris, 150 mM NaCl, pH 8,0 

Reaktionspuffer 1 50 mM Tris/HCl, pH 8 

Reaktionspuffer 2 50 mM Tris/HCl, 1 mM EDTA, pH 8 

Ribose-5-Phosphat 50 mM in dH2O 
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2.1.6.6. HepG2-Kulturführung 

 

Trypsin-EDTA-Lösung  0,25 % Trypsin, 0,53 mM EDTA in dH2O 

Einfriermedium  90 % FBS, 10 % DMSO 

 

 

2.1.6.7. Kulturführung Plasmodien 

 

Giemsa-Färbelösung 10x Giemsa Azur-Eosin-Methylenblaulösung 1:10 in 

dH2O 

HT-PBS  16 mM Na2HPO4 ∙ 2 H2O, 4 mM NaH2PO4 ∙ 2 H2O, 126 

mM NaCl, pH 7,2 

Sorbitol 5 %, bzw. 27 %  (w/v) in HT-PBS 

Glycerin 30 % (w/v) Glycerin in HT-PBS 

Blasticidin S 1 mg/ml in 50 % Ethanol 

WR99210 Stammlösung (20 mM): WR99210 in 1 ml DMSO 

Arbeitslösung (5 µM): Stammlösung 1:4000 in RPMI 

1640-Medium 

 

 

2.1.6.8. H3-Hypoxanthin-Einbautests  

 

[8- 3H]Hypoxanthin Stocklösung: 1 mCi/ml in dH2O 

Arbeitslösung: 1 µCi/ml in dH2O 

Chloroquin Stocklösung: 20 µM in DMSO 
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2.2 Methoden 

 

2.2.1 Proteinaufreinigung über einen Strep-Tag  

 

Die zur Verfügung gestellten plasmodialen Enzyme Pdx1 und Pdx2 wurden rekombi-

nant in E. coli BLR DE3 exprimiert. Die Kulturen wurden abzentrifugiert und die Pel-

lets wurden für die spätere Aufreinigung mittels Strep-Tag in 20 ml Puffer W re-

suspendiert und eingefroren. 

Das bei -20 °C gelagerte Bakterienpellet wurde im Wasserbad aufgetaut, mit einer 

Spatelspitze Lysozym versetzt und für 10 Minuten, rollend, bei Raumtemperatur in-

kubiert. Lysozym hydrolysiert die β(1-4)-glykosidischen Bindungen zwischen N-

Acetylmuraminsäureresten im Peptidoglykan der bakteriellen Zellwand. Anschlie-

ßend wurde Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF, 0,1 M) im Verhältnis 1:1000 zuge-

geben, um zu verhindern, dass die vorliegenden Proteine durch Proteasen abgebaut 

werden. Um die Zellen aufzuschließen, wurden sie für 10 Minuten bei 40 kHz mit Ult-

raschall behandelt. Um der starken Wärmeentwicklung entgegenzuwirken, geschah 

dies auf Eis. Danach wurde das Zelllysat für 50 Minuten bei 50000 x g zentrifugiert. 

Die im Überstand vorliegenden Proteine wurden anschließend in ein Falconröhrchen 

überführt.  

Die aufzureinigenden Proteine PfPdx1 und PfPdx2 wurden zuvor mit einem Strep-Tag 

markiert [Müller et al., 2008]. Die Strep-Tag-Aufreinigung erfolgte mit Hilfe einer 

Step-Tactin-Sepharose-Matrix (IBA). 2 - 3 ml dieser Matrix wurden in eine Leersäule 

gegeben und mit Puffer W äquilibriert. Anschließend wurde der Zentrifugations-

überstand 3-mal auf die Säule aufgetragen. Die mit einem Strep-Tag markierten Pro-

teine werden an der Matrix immobilisiert und durch einen Waschschritt mit 3 Säu-

lenvolumen (CV) Puffer W wurden zelleigene Proteine ohne Strep-Tag von der Säule 

gewaschen. Die Elution der über den Strep-Tag an das Säulenmaterial gebundenen 

Proteine erfolgte mit 2 ml Puffer E, die mehrmals über die Säule gegeben wurden. 

Dieser enthält Desthiobiotin, welches mit den Strep-markierten Proteinen um die 

Bindungsstellen der Strep-Tactin-Matrix konkurriert, wodurch die Proteine von der 

Matrix verdrängt werden und im Eluat gelöst vorliegen. Der Fluss über die Säule ist 

durch Gravitation bedingt.  
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Zum Schluss wurde das Säulenmaterial mit 1 CV HABA-Puffer regeneriert, wodurch 

Desthiobiotin verdrängt wird und mit 3 CV Puffer W gewaschen. Für die Proteinquan-

tifizierung wurde ein Bradford-Assay durchgeführt.  

 

 

2.2.2 Protein-Quantifizierung nach Bradford (1976)  

 

Für die Konzentrationsbestimmung des aufgereinigten Proteins wurde ein Bradford-

Assay durchgeführt. Der Nachweis beruht auf der Komplexbildung des Triphenyl-

methanfarbstoff Coomassie-Brillant-Blau G-250 mit kationischen und unpolaren Sei-

tenketten von Proteinen. Durch die Komplexbildung verschiebt sich das Absorpti-

onsmaximum des Farbstoffs von 465 nm zu 595 nm [Bradford, 1976]. 

Im Assay wurden 5 µl Eluat mit 95 µl Puffer E und 1000 µl Bradford-Reagenz ge-

mischt. Die Absorption wurde photometrisch bei 595 nm gegen einen Leerwert aus 

100 µl Puffer E und 1000 µl Bradford-Reagenz bestimmt. Die Gesamtproteinmenge 

konnte dann anhand der Steigung einer Regressionsgeraden (siehe Abbildung 8) be-

rechnet werden. 
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Abbildung 8:   Regressionsgerade zur Protein-Quantifizierung mittels Bradford-Assay. 

Für die Erstellung der Geraden wurden Proteinmengen im Bereich zwischen 1 und 10 

µg Rinderserumalbumin (BSA) wie oben beschrieben mit Puffer und Bradford-

Reagenz versetzt. Anschließend wurde die Absorption bei 595 nm bestimmt.  Die Ge-

radengleichung lautet y = 0,05276x und R2 beträgt 0,9921.  
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2.2.3 SDS-Gelelektrophorese  

 

Da die Bestimmung der Proteinkonzentration nach Bradford (1976) lediglich die 

Quantifizierung der Gesamtproteinmenge ermöglicht, wurde der Erfolg der Protein-

aufreinigung zusätzlich mittels Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektro-

phorese (SDS-PAGE) überprüft. Diese Methode beruht auf der Trennung verschiede-

ner Moleküle anhand ihrer Massen in einem elektrischen Feld [Laemmli, 1970].  

Es wurde mit einem 10 %igen Trenngel und einem 5 %igen Sammelgel gearbeitet 

(siehe Tabelle 2). Die aufgetragene Gesamtproteinmenge betrug 5 - 20 µg. Die Prote-

inlösung wurde mit 0,25 Vol. % SDS-Ladepuffer versetzt, 10 Minuten bei 99 °C, an-

schließend 5 Minuten auf Eis inkubiert und abschließend für 10 Minuten bei 16.000 x 

g zentrifugiert. 

 

Tabelle 2: Zusammensetzung des verwendeten Trenn- und Sammelgels 
 

 Trenngel 10 % Sammelgel 5 % 

Trenngelpuffer/Sammelgelpuffer 1500 µl 1000 µl 

Destilliertes Wasser 3000 µl 2490 µl 

40 % Acrylamid 1500 µl 500 µl 

10 % Natriumdodecylsulfat (SDS) 60 µl 40 µl 

10 % Ammoniumpersulfat (APS) 25 µl 20 µl 

Tetramethylethylendiamin (TEMED) 10 µl 10 µl 

 

 

Die vorbereiteten Proteinproben wurden auf das SDS-Gel aufgetragen und der Gellauf 

erfolgte bei einer Stromstärke von 35 mA/Gel. 

Die Färbung des Gels erfolgte anschließend unter leichtem Schwenken in Coomassie-

Färbelösung für mindestens 30 Minuten. Danach wurde das Gel in Entfärbelösung 

geschwenkt, bis die Proteinbanden ausreichend sichtbar wurden. 
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2.2.4 Bestimmung der Enzymaktivität 

 

2.2.4.1 Glutaminase-Aktivitätsassay nach Dong et al. (2004)  

 

Der Nachweis der Glutaminase-Aktivität beruht auf zwei nacheinander ablaufenden 

Reaktionen (Abbildung 9). Die erste Reaktion ist der Umsatz von Glutamin zu Gluta-

mat durch das Enzym Pdx2. Da Pdx2 in Abwesenheit von Pdx1 keine Aktivität zeigt, 

wurden für diesen Versuch beide Enzyme 1:1 eingesetzt. Diese Reaktion wird nach 

einer gewissen Zeit durch das denaturieren des Enzyms gestoppt. Anschließend wer-

den ein zweites Enzym, Glutamat-Dehydrogenase (GDH), und Acetylpyridin-Adenin-

Dinukleotid (APAD) als Cosubstrat  hinzugefügt. Glutamat wird zu α-Ketoglutarat 

umgesetzt, APAD wird zu APADH reduziert, welches photometrisch bei 363 nm de-

tektiert werden kann. 

Die Bestimmung der Pdx2-Aktivität erfolgte jeweils im Doppelansatz. Es wurden 80 

µM der HTS-Komponente, 10 mM Glutamin und je 15 µg (≙ 50 µg/ml) Pdx1 und Pdx2 

eingesetzt. Die Reaktionsansätze wurden mit Reaktionspuffer 1 auf ein Gesamtvolu-

men von 300 μl aufgefüllt und für 30 Minuten bei 37 °C inkubiert. Um die Glutamina-

sereaktion zu stoppen wurden Pdx1 und Pdx2 für 3 Minuten bei 95 °C denaturiert. 

Anschließend wurden die Reaktionsansätze für etwa 3 Minuten auf Eis gekühlt. Es 

wurden 0,5 mM APAD und 4,6 U GDH zugegeben und mit Reaktionspuffer 2 auf 1 ml 

Gesamtvolumen aufgefüllt. Die Reaktionsansätze wurden erneut für 90 Minuten bei 

37 °C inkubiert und bei 16000 x g für 3 Minuten zentrifugiert.  

Um die Pdx2-Aktivität zu messen, wurden zum Schluss Absorptionsspektren mit Hilfe 

eines Photometers aufgenommen. Dies geschah in einem Bereich von 250 bis 450 nm. 

Es wurden die Reaktionsansätze und jeweils eine Negativkontrolle vermessen, die 

kein Enzym, jedoch die HTS-Komponente enthielt, um eine eventuell auftretende Ei-

genabsorption der Komponenten bei der Messung berücksichtigen zu können. Es 

wurde ebenfalls immer ein Reaktionsansatz ohne HTS-Komponente vermessen, der 

als Positivkontrolle diente. Das Absorptionsmaximum von APADH ist bei vorliegen-

der Pdx2-Aktivität als Hochpunkt bei 363 nm zu detektieren. Der nicht inhibierte 

Umsatz von Glutamin zu Glutamat der Positivkontrolle wurde für die nachfolgende 

Auswertung als 100 % Aktivität des Pdx2-Moleküls definiert.  
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Reaktion 1: 

+

+

Glutamin Glutamat

Pdx1

Pdx2

 

Reaktion 2: 

GDH

α-Ketoglutarat

APADH

APAD          

Absorptionsmaximum 
bei 363 nm

Glutamat

+ +

 

Abbildung 9:   Schematische Darstellung des Pdx2-Aktivitätsassays nach Dong et al. (2004). 

Der Assay setzt sich aus zwei grundlegenden Schritten zusammen. Zum einen aus dem 

Umsatz von Glutamin zu Glutamat durch Pdx2 und zum anderen aus der Reduzierung 

von APAD zu APADH. Da Pdx2 ohne Pdx1 nicht aktiv ist, wurden im Assay beide En-

zyme im Verhältnis 1:1 eingesetzt. 

 

 

Die spezifische Aktivität von Pdx2 (Formel 3) lässt sich mit Hilfe des Lambert-

Beerschen Gesetzes (Formel 1) und des molaren Extinktionskoeffizienten ε für 

APADH von 8900 M-1·cm-1 berechnen. 

 

A636 nm =  Glutamat [M] · ε [M -1 · cm -1] · d [cm] Formel 1 

 

A363 nm 
Glutamat [nmol/ml] = 

8900 [M-1 · cm -1] · d [cm] 
· 106 Formel 2 
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Glutamat [nmol/ml] · V [ml] 
Spezif. Aktivität [nmol · min-1 · mg-1] = 

t [min] · cPdx2 [mg] 
Formel 3 

 

Für die Ermittlung der IC50-Werte wurden die oben beschriebenen Reaktionsansätze 

mit aufsteigenden Konzentrationen der entsprechenden HTS-Komponenten versetzt. 

Die Maximalkonzentrationen lagen bei 1280 µM, 640 µM und 160 µM.  

Um sicherzustellen, dass die GDH nicht durch die HTS-Komponenten beeinflusst wird, 

wurden Reaktionsansätze mit 1 nM Glutamat, 0,5 mM APAD und 4,6 U GDH für 90 

Minuten bei 37 °C inkubiert und anschließend bei 363 nm im Photometer vermessen. 

 

 

2.2.4.2 Pdx1-Aktivitätsassay nach Müller et al. (2008)  

 

Um die Aktivität des Pdx1 zu untersuchen, werden in diesem Test die notwendigen 

Substrate für die PLP-Synthese, Glycerinaldehyd-3´-Phosphat (G3P) und Ribose-5´-

Phosphat, jedoch kein Glutamin verwendet. Da für die PLP-Synthese eine Stickstoff-

quelle benötigt wird, wird Glutamin durch Ammoniumchlorid (NH4Cl) ersetzt. Pdx1 

synthetisiert PLP und dieses bildet anschließend mit dem im Reaktionspuffer enthal-

tenen Tris eine Schiff-Base und somit eine Chromophore aus, die bei 414 nm photo-

metrisch bestimmt werden kann. 

 

Ribose-5´-Phosphat

Glycerinaldehyd-3´-Phosphat

Pyridoxal 5′-phosphate

Pdx1
+

Tris

Schiff-Base

Absorptionsmaximum 
bei 414 nm

 

Abbildung 10: Schematische Darstellung des Pdx1-Aktivitätsassays mit Ammoniumchlorid 

nach Müller et al. (2008).  

Es wird die Aktivität des Pdx1 untersucht. Dieses synthetisiert aus G3P, R5P und 

NH4Cl PLP. Im nachfolgenden Reaktionsschritt reagiert das gebildete PLP mit dem im 

Reaktionspuffer befindlichen Tris und bildet eine Schiff-Base aus.  
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Wie schon die Bestimmung der Pdx2-Aktivität erfolgte auch die Bestimmung der 

Pdx1-Aktivität immer im Doppelansatz. 200 µg (≙ 800 µg/ml) Pdx1 wurden mit 80 

µM HTS-Komponente, 0,5 mM R5P, 0,5 mM G3P, 20 mM NH4Cl und 100 mM Puffer W 

versetzt. Die Reaktionsansätze wurden mit dH2O auf 250 µl aufgefüllt, 2 Stunden bei 

37 °C inkubiert und für 3 Minuten bei 16000 x g abzentrifugiert. Anschließend wur-

den Absorptionsspektren im Bereich von 250 bis 500 nm aufgenommen. Dabei wur-

den wie zuvor eine Negativkontrolle ohne Enzym, jedoch mit der HTS-Komponente 

und der Reaktionsansatz vermessen.  

Auch hier wurde auf diese Weise versucht eine eventuell auftretende Eigenabsorpti-

on zu berücksichtigen. Es wurde weiterhin zum Vergleich eine Positivkontrolle ohne 

HTS-Komponente vermessen. Im Absorptionsspektrum zeigt sich bei ungehemmter 

Pdx1-Aktvität ein Hochpunkt bei 414 nm, was dem Absorptionsmaximum des gebil-

deten Chromophors entspricht und ein kleineres Maximum bei 320 nm, der einer 

PLP-Vorstufe entspricht.  

Die Quantifizierung des gebildeten PLP erfolgte anhand der in Abbildung 11 gezeig-

ten Eichgeraden und der sich daraus ergebenden Formel 4. Die spezifische Aktivität 

des Pdx1 konnte anschließend mit Formel 5 berechnet werden. Die Menge an gebil-

detem PLP in der Positivkontrolle wurde in der späteren Auswertung als 100 % Akti-

vität  des Pdx1-Moleküls festgelegt. 
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y = 0,0091x, R2 = 0,9762 

 
Abbildung 11: Regressionsgerade zur Quantifizierung der synthetisierten PLP-Menge. 

Für die Erstellung der Regressionsgeraden wurde PLP im Bereich zwischen 0 und 60 

nmol mit 100 mM Puffer W versetzt. Anschließend wurde die Absorption bei 414 nm 

bestimmt. Die sich ergebende Geradengleichung lautet y = 0,0091x und R2 beträgt 

0,9762.  
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A414 nm 
PLP [nmol/ml] = 

0,0091 
Formel 4 

 
PLP [nmol/ml] · V [ml] 

Spezif. Aktivität [nmol · min-1 · mg-1] = 
t [min] · cPdx1 [mg] 

Formel 5 

 

Für die Bestimmung der IC50-Werte wurden die oben beschriebenen Reaktionsansät-

ze mit aufsteigenden Konzentrationen der entsprechenden HTS-Komponenten ver-

setzt. Die Maximalkonzentrationen lagen bei 1280 µM und 640 µM. 

 

 

2.2.4.3 PLP-Synthase-Aktivitätsassay nach Müller et al. (2008)  

 

Um die Aktivität der gesamten PLP-Synthase zu bestimmen, wurden Pdx1 und Pdx2 

sowie alle an der Synthese beteiligten Substrate (R5P, G3P, Glutamin) zum Reakti-

onsansatz gegeben. Die Detektion erfolgt wie auch schon im Pdx1-Aktivitätsassay im 

Photometer bei 414 nm. 

Es wurden jeweils 100 µg (≙ 400 µg/ml) Pdx1 und Pdx2 (1:1), 80 µM HTS-

Komponente, 10 mM Glutamin, 0,5 mM R5P, 0,5 mM G3P und 100 mM Puffer W ge-

mischt und der Reaktionsansatz wurde mit dH2O auf 250 µl aufgefüllt. Nach 3 Stun-

den Inkubation bei 37 °C wurde der Reaktionsansatz für 3 Minuten bei 16000 x g 

zentrifugiert. Zum Schluss wurde die Absorption bei 414 nm im Photometer be-

stimmt. Dies geschah wie zuvor beschrieben, durch das Aufzeichnen von Absorpti-

onsspektren in einem Bereich von 250 bis 500 nm. 

Es wurde jeweils mit Doppelansätzen gearbeitet. Es wurde neben dem Reaktionsan-

satz eine Negativkontrolle ohne Enzym, jedoch mit der HTS-Komponente vermessen. 

Um eine Inhibierung feststellen zu können, wurde weiterhin eine Positivkontrolle 

ohne HTS-Komponente vermessen. 

Auch in diesem Fall erfolgte die Bestimmung der Menge an gebildeten PLP anhand 

der in Abbildung 11 gezeigten Eichgeraden und der sich daraus ergebenden Formel 4. 

Die spezifische Aktivität de PLP-Synthase wurde anschließend mit Formel 5 berech-

net. Die Menge an gebildeten PLP in der Positivkontrolle wurde als 100 % Aktivität 

der PLP-Synthase festgelegt. 

 



Material und Methoden 

 

34 

Glutamin

Glutamat

Pdx2

Ribose-5´-Phosphat Glycerinaldehyd-3´-Phosphat

Pyridoxal 5′-phosphate

Pdx1

Tris

Schiff-Base
Absorptionsmaximum 

bei 414 nm

+

 

Abbildung 12: Schematische Darstellung des Tests für die vollständige PLP-Synthese-Reaktion 

nach Müller et al. (2008).  

Pdx2 spaltet Glutamin zu Glutamat und Ammonium. Das Ammonium dient neben G3P 

und R5P als Substrat für die PLP-Synthese-Reaktion durch Pdx1. Über die Reaktion 

von gebildetem PLP mit dem im Reaktionspuffer enthaltenem Tris zu einer Schiff-

Base, kann die Menge an gebildetem PLP mit Hilfe einer Eichgeraden quantifiziert 

werden. 

 

 

2.2.4.4 Statistische Beurteilung der Signifikanz und Erstellen von Dosis-

Wirkungskurven 

 

Bei der Aktivitätsbestimmung der Enzyme für die de novo Synthese des PLP wurden 

die Werte für den Substratumsatz der ungehemmten Reaktionsansätze jeweils als 

100 % Enzymaktivität definiert. Der Substratumsatz der mit den zu untersuchenden 

Komponenten versetzten Reaktionsansätze wurde jeweils als Prozentwert bezogen 

auf den Umsatz der Positivkontrolle angegeben.  

Um die statistische Signifikanz der Inhibierung beurteilen zu können, wurde mit Hilfe 

der Software GraphPad Prism 4 ein t-Test durchgeführt (one sample t test). Dabei 

wird der Mittelwert einer Datenmenge mit einem theoretisch festgelegten Wert (hier: 

100 % Aktivität) verglichen.  
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Über die Formel 6 berechnet die Software einen t-Wert. Anhand des t-Wertes und der 

Menge der Freiheitsgrade wird anschließend der p-Wert ermittelt. 

 

Mittelwert der Datenmenge - 100 % Aktivität 
t =  

Standardabweichung 
Formel 6 

 

Zur Erstellung von Dosis-Wirkungskurven wurde die Aktivität über die logarithmier-

te Konzentration der untersuchten Komponente aufgetragen. Mit Hilfe einer nicht-

linearen Regression in GraphPad Prism 4 (sigmoidal dose response (variable slope)) 

konnte anschließend die halbmaximale inhibitorische Konzentration (IC50-Wert) der 

Substanzen ermittelt werden. 

 

 

2.2.5 Kulturführung von HepG2-Zellen  

 

Um eine eventuelle Zytotoxizität der HTS-Komponenten untersuchen zu können, 

wurde mit einer humanen Hepatom-Zelllinie (HepG2) gearbeitet. HepG2-Zellen wur-

den 1975 aus dem Lebertumorgewebe eines 15 jährigen Argentiniers isoliert. Sie 

wachsen adhärent, epithelartig als einzelne Zellschicht. Die Zellen zeigen über einen 

längeren Zeitraum eine hohe morphologische Stabilität und ihre Verdopplungszeit 

liegt zwischen 48 und 60 Stunden [Aden et al., 1979; Knowles et al., 1980; Knowles & 

Aden, 1983].   

Die HepG2-Zellen wurden in Gewebekulturflaschen für adhärente Zellen (75 cm2, Sar-

stedt) mit modifiziertem DMEM-Medium bei 37 °C und 5 % CO2 kultiviert. Alle 2 bis 3 

Tage wurden die Zellen im Verhältnis 1:10 oder 1:20 verdünnt. Bei geringer Zellzahl 

wurde lediglich ein Medienwechsel durchgeführt.  

HepG2-Zellen wachsen als einschichtiger Zellrasen (cell monolayer) am Boden der 

Kulturflasche. Um sie verdünnen oder ernten zu können, müssen sie zunächst vom 

Boden abgelöst werden. Dafür wurde das gesamte Medium vorsichtig abgenommen, 

anschließend wurden 2 ml einer vorgewärmten 0,25 % Trypsin-0,53 mM Ethylendi-

amintetraessigsäure (EDTA-Lösung) zugegeben und die Zellen wurden bei 37 °C für 2 

bis maximal 10 Minuten inkubiert. EDTA löst die Zell-Zell-Verbindungen und Trypsin 

löst Zell-Matrix-Verbindungen.  
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Unter einem inversen Mikroskop wurde kontrolliert, ob sich alle Zellen vom Boden 

und voneinander abgelöst haben. Die Reaktion wurde mit 8 ml warmen Medium ge-

stoppt. Zum Schluss wurden 1 ml (1:10-Verdünnung) bzw. 0,5 ml (1:20-Verdünnung) 

der Zellsuspension mit ca. 20 ml Medium in eine neue Flasche gegeben und bei 37 °C 

und 5 % CO2 inkubiert. Mit dem restlichen Zellmaterial wurden Zytotoxizitätsassays 

durchgeführt. Da für diese eine definierte Zellzahl benötigt wurde, mussten die Zellen 

zunächst gezählt werden. Anschließend wurden die Zellen für 5 Minuten bei maximal 

700 x g zentrifugiert. Das Medium wurde entfernt und die Zellen wurden entspre-

chend der vorliegenden Zellzahl verdünnt und resuspendiert.   

 

 

2.2.6 Zellzahlbestimmung mittels Neubauer-Zählkammer 

 
Nachdem die oben beschriebene Trypsinierungsreaktion gestoppt wurde, wurde eine 

Probe für die Zellzahlbestimmung genommen. Diese erfolgte mit einer Neubauer im-

proved-Zählkammer. Es wurden mindestens 4 Großquadrate (GQ) ausgezählt und die 

Zellzahl mit der nachfolgenden Formel 7 berechnet. 

 

Gesamtzellzahl 
Zellzahl [Zellen/ml] = 

Anzahl der GQ 
· 104 · Verdünnungsfaktor Formel 7 

 

 

2.2.7 Einfrieren von HepG2-Zellen  

 

Vor dem Einfrieren der Zellen, mussten diese mit einer 0,25 % Trypsin - 0,53 mM 

EDTA-Lösung vom Flaschenboden abgelöst werden. Anschließend wurde die Zellzahl 

mittels Neubauer-Zählkammer bestimmt und die geernteten Zellen wurden für 5 Mi-

nuten bei maximal 700 x g pelletiert. Das überstehende Medium wurde abgenommen 

und die Zellen wurden in Einfriermedium resuspendiert und auf eine Zellzahl von ca. 

2·106 Zellen/ml verdünnt. Das im Einfriermedium enthaltene Dimethylsulfoxid 

(DMSO) soll die Bildung von Eiskristallen verhindern.  
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Die Zellen wurden in ein Kryo-Röhrchen überführt und für 24 Stunden bei -80 °C in 

einer Styroporbox gelagert um ein langsames Einfrieren zu gewährleisten und somit 

die Bildung von Eiskristallen zu vermindern. Nach 24 Stunden wurden die Kryo-

Röhrchen für die weitere Lagerung in flüssigen Stickstoff überführt. 

 

 

2.2.8 Auftauen von HepG2-Zellen  

 

Die in flüssigem Stickstoff gelagerten Zellen wurden im Wasserbad bei 37 °C aufge-

taut. Danach wurden sie in 20 ml vorgewärmtes modifiziertes DMEM-Medium gege-

ben und bei 37 °C und 5 % CO2 inkubiert. Nach spätestens 24 Stunden Inkubation 

erfolgte ein Medienwechsel. Um die zytotoxische Wirkung des DMSO zu minimieren, 

müssen das Auftauen und die Zugabe von frischem Medium möglichst schnell erfol-

gen. 

 

 

2.2.9 Bestimmen der Zytotoxizität mit HepG2-Zellen  

 

Die Bioreduktion des Tetrazolium-Salzes WST-1 zu Formazan ist von der glykolyti-

schen Produktion von NAD(P)H in vitalen Zellen abhängig.  

 

 
Abbildung 13:  Spaltung des Tetrazolium-Salzes (WST-1) zu Formazan.  

RS = mitochondriales Succinat-Tetrazolium-Reduktase-System;  

EC = Elektronenkopplungsreagenz 

(http://www.roche-applied-science.com/sis/geneknockdown/index.jsp?id=cell pro-

liferation&fol=functional_assays, © 1996-2012 Roche Diagnostics, 13.11.2012) 
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Die Spaltung findet hauptsächlich extrazellulär und an der Zelloberfläche durch das 

mitochondriale Succinat-Tetrazolium-Reduktase-System statt [Berridge et al., 1996]. 

Formazan kann photometrisch bei einer Wellenlänge von 450 nm quantifiziert wer-

den. Da nur metabolisch aktive Zellen NAD(P)H produzieren und damit die Bioreduk-

tion durchführen können, korreliert die Absorption des Formazans direkt mit der 

Lebendzellzahl.  

Die Bestimmung der Zytotoxizität der HTS-Komponenten auf HepG2-Zellen wurde in 

96-Well Mikrotiterplatten durchgeführt. Es wurden 50 µl Zellsuspension (1·104 Zel-

len), 50 µl Medium und die jeweilige HTS-Komponente in 3-facher Bestimmung im 

Bereich von 3,125 µM bis 400 µM eingesetzt. Bei den Komponenten E4 und E7 wurde 

im Konzenterationsbereich von 1,563 µM bis 200 µM und bei den Komponenten E1-

E3, E5, E6, E8-E10 im Bereich von 0,781 µM bis 100 µM gearbeitet. Zusätzlich wurden 

zwei Positivkontrollen mit 1·104 Zellen/50 µl und 50 µl Medium, sowie zwei Negativ-

kontrollen, einmal mit 100 µl Medium und 400 µM HTS-Komponente, bzw. 200 µM 

und 100 µM und einmal lediglich 100 µl Medium mitgeführt. Dies war nötig, um eine 

eventuell auftretende Eigenabsorption der getesteten Substanzen berücksichtigen zu 

können. Die Mikrotiterplatten wurden 48 Stunden bei 37 °C und 5 % CO2 inkubiert. 

Danach wurde in jede Vertiefung 10 µl WST-1-Fertiglösung gegeben. Die Platten 

wurden für 4 Stunden erneut bei 37 °C und 5 % CO2 inkubiert und anschließend wur-

de die Absorption mit einem MRXe-Lesegerät für Mikrotiterplatten (Dynex Magellan 

Biosciences) bei einer Wellenlänge von 450 nm ermittelt.  

Die Absorption der mitgeführten Positivkontrolle wurde jeweils als 100 % Viabilität 

definiert. Im Zuge der statistischen Auswertung wurden aus den Einzelwerten der 

Dreifachbestimmung jeweils die Mittelwerte berechnet. Anschließend wurden die 

Mittelwerte bezogen auf die Positivkontrolle in Prozentwerte umgerechnet. In 

GraphPad Prism 4 wurden die Prozentwerte für die Viabilität über die Konzentration 

der getesteten Substanz aufgetragen. Durch das Logarithmieren der Inhibitorkon-

zentration erhält man eine sigmoidale Dosis-Wirkungskurve und die Software kann 

einen IC50-Wert berechnen. 
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2.2.10 Kulturführung von Plasmodium falciparum  

 

Die Kulturführung erfolgte in Petrischalen (Ø 60 mm oder 92 mm, Nunc) oder in Fla-

schen (150 cm2, TPP) mit RPMI 1640-Medium und humanem Erythrozytenkon-

zentrat der Blutgruppe 0+. Der Hämatokrit betrug etwa 4 %. Die Parasitenkultur 

wurde alle 2 Tage im Verhältnis 1:5, 1:10 oder 1:20 auf ca. 1 % Parasitämie verdünnt. 

Bei geringem Wachstum wurde lediglich ein Medienwechsel durchgeführt. Die Parasi-

tenkultur wurde bei 37 °C und unter sauerstoffarmer Atmosphäre (5 % O2, 5 % CO2, 

90 % N2) inkubiert [Trager und Jensen, 1976; Jensen und Trager, 1977]. 

 

 

2.2.11 Bestimmung der Parasitämie einer Plasmodien-Kultur  

 

Um die Parasitämie bestimmen zu können, wurden Blutausstriche auf Objektträgern 

angefertigt. Diese wurden für 10 - 20 Sekunden mit Methanol fixiert und für 20 - 30 

Minuten mit Giemsa-Lösung (10 % in dH2O) gefärbt. Nach der Färbung wurden die 

Ausstriche mit Leitungswasser abgespült, getrocknet und bei 1000-facher Vergröße-

rung unter dem Mikroskop betrachtet.  

Für die Bestimmung der Parasitämie wurden mindestens 500 Erythrozyten ausge-

zählt und der Anteil der infizierten Erythrozyten mit Formel 8 berechnet.  

 

Anzahl infizierter Erythrozyten · 100 % 
Parasitämie [%] = 

Gesamtzahl der gezählten Erythrozyten 
Formel 8 

 

2.2.12 Einfrieren von Plasmodien 

 

Um die Plasmodien-Kultur einfrieren zu können, sollte diese mindestens 3 % Parasi-

ten im Ringstadium beinhalten. Es wurde zunächst ein Medienwechsel durchgeführt. 

Anschließend erfolgte ein Zentrifugationsschritt für 10 Minuten bei Raumtemperatur 

und 1500 rpm (Heraeus Minifuge RF). Der Überstand wurde bis auf ein Pelletvolu-

men des Kulturmediums abgenommen und in zwei Pelletvolumen 30 % Glycerin (in 

HT-PBS) resuspendiert. Zum Schluss wurde jeweils 1 ml Zellsuspension in ein Kryo-

Röhrchen gegeben und 10 Minuten auf Eis inkubiert. Die Lagerung der Plasmo-

dienstabilate erfolgt in flüssigem Stickstoff. 



Material und Methoden 

 

40 

2.2.13 Auftauen von Plasmodien  

 

Die ebenfalls in flüssigem Stickstoff gelagerten Plasmodien wurden im Wasserbad 

unter leichtem Schwenken bei 37 °C aufgetaut. Nach dem Auftauen wurden sie in ein 

15 ml-Falconröhrchen überführt und es wurde das doppelte Volumen an gekühltem 

27 %igem Sorbitol (in HT-PBS) tropfenweise und unter leichtem Schütteln zugege-

ben. Anschließend wurden die Zellen 5 Minuten auf Eis inkubiert.  

Nach der Inkubation wurde das doppelte Volumen an gekühltem 5 %igem Sorbitol 

wie oben beschrieben zugegeben und es erfolgte ein weiterer 5 minütiger Inkubati-

onsschritt auf Eis. Die Zellsuspension wurde anschließend für 10 Minuten bei 4 °C 

und 1200 rpm (Heraeus Minifuge RF) zentrifugiert, der Überstand wurde abgenom-

men und das Pellet wurde in 10 ml frischem Medium resuspendiert und in eine Petri-

schale überführt. In Abhängigkeit von der Größe des Zellpellets wurden 200 - 400 µl 

frische Erythrozyten zugegeben, und die Kultur wurde bei 37 °C unter sauerstoffar-

mer Atmosphäre inkubiert. Nach 30 Minuten erfolgte ein Medienwechsel. 

 

 

2.2.14 Synchronisieren einer Plasmodien-Kultur 

 

Die Plasmodien-Kultur wird bei einer Parasitämie von mindestens 5 %, wenn sie ü-

berwiegend Parasiten im Ringstadium aufweist, für 5 Minuten bei 1200 rpm (He-

raeus Minifuge RF) und 20 °C zentrifugiert. Der Überstand wird abgenommen und es 

werden 5 Pelletvolumen 5 %iges Sorbitol (in HT-PBS) zugegeben. Während der 5 mi-

nütigen Inkubation bei 37 °C diffundiert das Sorbitol in die, mit Schizonten- bzw. Tro-

phozoiten, infizierten Erythrozyten. Durch den entstehenden osmotischen Druck 

werden diese Zellen lysiert. Da der Parasit im Ringstadium noch keine Kanäle in der 

Wirtszelle ausgebildet hat, überlebt dieses Stadium den osmotischen Druck [Lambros 

& Vanderberg, 1979]. Im Anschluss an die Inkubation wird die Plasmodien-Kultur ein 

weiteres Mal für 5 Minuten bei 1200 rpm und 20 °C zentrifugiert und das entstehen-

de Pellet wird in Kulturmedium resuspendiert und gewaschen. Nach erneutem zentri-

fugieren bei 1200 rpm wird das Pellet in frisches Medium aufgenommen und in eine 

Petrischale überführt. 
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2.2.15 Bestimmung des IC50 der HTS-Komponenten über den Einbau von ra-

dioaktiv-markiertem Hypoxanthin 

 

Plasmodium falciparum ist nicht in der Lage Purine, die es für die Nukleotidsynthese 

und damit für u. a. Zellteilung und DNA-Replikation benötigt, de novo zu synthetisie-

ren. Es ist daher darauf angewiesen Hypoxanthin aus dem Kulturmedium aufzuneh-

men. Durch die Verwendung von radioaktiv-markiertem Hypoxanthin kann dessen 

Einbau in die DNA, bzw. RNA des Parasiten quantifiziert werden. Der Einbau des 3H-

Hypoxanthins korreliert dabei direkt mit der metabolischen Aktivität und dem 

Wachstumsvermögen der Plasmodien. Aus diesem Grund kann man durch die Zugabe 

einer zu testenden Substanz zur Plasmodien-Kultur über den Einbau des 3H-

Hypoxanthins die inhibitorische Wirkung der Substanz ermitteln [Desjardins et al., 

1979].  

Der Test wurde in 96-Well Mikrotiterplatten, mit Hypoxanthin-freiem RPMI 1640-

Medium, bei 2 % Hämatokrit und 1 % Parasitämie (überwiegend im Ringstadium) 

durchgeführt. Zu Beginn wurden die Plasmodien in Hypoxanthin-freiem RPMI 1640-

Medium gewaschen, um das vorhandene Hypoxanthin zu entfernen. Anschließend 

wurden 100 µl Medium, 100 µl Zellsuspension und die zu testende Komponente in 

einem Konzentrationsbereich von 100 µM bis 0,195 µM eingesetzt. Zusätzlich wurde 

eine Positivkontrolle mit 100 µl Medium und 100 µl Zellen mitgeführt. Die Plasmo-

dien wurden 24 Stunden bei 37 °C und unter sauerstoffarmer Atmosphäre inkubiert. 

Anschließend wurden zu jedem Ansatz 10 µl 3H-Hypoxanthin (10 µCi/ml) zugegeben. 

Die Plasmodien wurden weitere 24 Stunden inkubiert und anschließend bei - 20 °C 

eingefroren um den Test zu stoppen. Danach wurden die Plasmodien mit Hilfe des 

Inotech IH110 Cell Harvester über Vakuum auf eine Filtermatte übertragen. Das Fil-

terpapier wurde 20 Minuten bei 80 °C getrocknet, anschließend eingeschweißt und 

gleichmäßig mit 4 ml Betaplate Scint Szintillationsflüssigkeit versehen. 

Die Messung der Menge an radioaktivem Hypoxanthin erfolgte mit Hilfe eines Trilux 

Liquid Scintillation Counters (Wallac). Jede Konzentration der zu testenden Substanz 

wurde mindestens drei Mal in dreifachem Ansatz getestet. Als Qualitätskontrolle 

wurde Chloroquin (100 nM bis 0,391 nM) mitgeführt.  
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Die Anzahl der Counts (cpm) der Positivkontrolle ohne Inhibitor wurde als 100 % 

Viabilität definiert. Die statistische Auswertung erfolgte analog zur Auswertung der 

Zytotoxizitätsassays in GraphPad Prism 4 durch die Erstellung von Dosis-

Wirkungskurven und der Berechnung der IC50-Werte. 

 

 

2.2.16 Erstellen einer Wachstumskurve 

 

Für die Erstellung einer Wachstumskurve für die Plasmodienstämme 3D7-PfPdx1-

Strep/PfPdx2-Myc-BSD-WR und 3D7-pARL-BSD-WR wurden jeweils 5 ml Plasmo-

dien-Kultur (4 % Hämatokrit) in RPMI 1640-Medium in Petrischalen (Nunc, Ø 60 

mm) kultiviert. Um den Effekt von Auranofin auf das Wachstum der Parasiten über 

einen längeren Zeitraum untersuchen zu können, wurden 0,2 µM Auranofin zur Kul-

tur gegeben. Die Kulturen wurden jeden Tag auf 1 % Parasitämie verdünnt und mit 

frischem Auranofin versetzt.  

Die Startparasitämie betrug 1 %. Es wurden, über einen Zeitraum von 5 Tagen, alle 24 

Stunden Blutausstriche angefertigt, mit Giemsa-Lösung (10 % in dH2O) eingefärbt 

und unter einem Immersionsmikroskop (Axioskop 20) bei 1000-facher Vergrößerung 

ausgezählt. Mit Formel 8 unter Berücksichtigung der täglichen Verdünnungsschritte 

wurde die kumulative Parasitämie berechnet. 

Anschließend wurde diese logarithmiert und über die Zeit aufgetragen. Mit Hilfe von 

GraphPad Prism 4 wurde anschießend eine lineare Regression durchgeführt.  

Die Software kann keine Kovarianzanalyse (ANCOVA) durchführen, allerdings kann 

sie Regressionsgeraden miteinander vergleichen. Diese Methode ist äquivalent zur 

Durchführung einer ANCOVA. Dabei werden Anstiege und Achsenabschnit-

te/Schnittpunkte (intercepts) der Geraden miteinander verglichen. Es wird ein p-

Wert berechnet, der als Maß dafür dient, ob sich die Geraden signifikant voneinander 

unterscheiden.  
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3. Ergebnisse  

 

3.1. Bestimmung der inhibitorischen Wirkung der HTS-Komponenten 

auf die Enzymaktivität von PfPdx1 und PfPdx2  

 

Die ausgewählten Komponenten sollten anhand der nachfolgend dargestellten drei 

Enzymassays untersucht und hinsichtlich ihrer inhibitorischen Wirkung auf PfPdx1, 

PfPdx2 und die PLP-Synthase evaluiert werden.  

 

 

3.1.1. Inhibierung der Glutaminase-Aktivität (PfPdx2-Aktivität)  

 

Um die inhibitorische Wirkung der Komponenten auf das PfPdx2-Molekül zu unter-

suchen, wurde ein Glutaminase-Aktivitätsassay nach Dong et al. (2004) durchgeführt. 

Dies beruht auf dem Umsatz von Glutamin zu Glutamat durch PfPdx2 und dem an-

schließenden Umsatz des Glutamats zu α-Ketoglutarat durch das Hilfsenzym Gluta-

mat-Dehydrogenase und der Reduktion von APAD zu APADH. Die spezifische Aktivi-

tät des ungehemmten PfPdx2-Moleküls betrug 145,5 ± 27,3 nmol ∙ min-1 ∙ mg-1. In 

Abbildung 14 ist das Absorptionsspektrum der Pdx2-Reaktion ohne Inhibitor darge-

stellt. Es ist ein deutlicher Peak bei 363 nm, dem Absorptionsmaximum des APADH, 

zu erkennen. Ein zweiter Peak liegt bei 280 nm und entspricht der Absorption der 

Enzyms GDH. 
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Abbildung 14: Exemplarisches Absorptionsspektrum der ungehemmten PfPdx2-Reaktion im 

Bereich von 250 bis 450 nm. 

Standard-Glutaminase-Aktivitätsassay mit Pdx2 und Pdx1 und ohne inhibierende 

Substanzen, das Absorptionsmaximum liegt bei 363 nm (n = 3). 
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In der nachfolgenden Grafik ist die Restaktivität des PfPdx2 in Abhängigkeit der zuge-

fügten HTS-Komponente (80 µM) dargestellt. 
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 ● Oxeltis, ● Molport, ● Evotec 

Abbildung 15: PfPdx2-Aktivität im Glutaminase-Aktivitätsassay unter Einfluss der getesteten 

Komponenten 1 bis 27, E1 bis E10 und Auranofin. 

Es wurde die Absorption bei 363 nm bestimmt. Anhand dieser wurde die Pdx2-

Aktivität unter dem Einfluss der jeweiligen Komponenten berechnet. Diese wurde an-

schließend in einen Prozentwert, bezogen auf die Aktivität der jeweiligen Positivkon-

trolle, umgerechnet. Alle Versuche wurden mindestens 3-mal durchgeführt (n ≥ 3). 

Die statistische Beurteilung der Signifikanz erfolgte mittels t-Test in GraphPad Prism 

4 (* p 0,01 - 0,05, ** p 0,001 - 0,01, *** p < 0,001). 

 

 

Anhand der in Abbildung 15 dargestellten Aktivitäten des PfPdx2-Moleküls in Anwe-

senheit der jeweiligen getesteten Komponenten konnten die Komponenten identifi-

ziert werden, die die Aktivität um mindestens 50 %, verglichen mit der Positivkon-

trolle, senken. Dabei handelt es sich um die Komponenten 14-M, 15, 19, 20, 22, E1 - 

E5, E7 - E10, sowie um Auranofin. In Tabelle 3 sind die entsprechenden Restaktivitä-

ten des PfPdx2 dargestellt. Die Komponenten 1 bis 14-O, sowie 18, 21, 25 und 26 zei-

gen keine signifikante Hemmung (p > 0,05). Die Komponenten 16, 17, 23 und 27 zei-

gen eine Hemmung der Enzymaktivität, jedoch wurden diese Komponenten in den 

nachfolgenden Versuchen nicht berücksichtigt, da diese keine Inhibierung um min-

destens 50 % bei einer Inhibitorkonzentration von 80 µM erreichen.  
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Tabelle 3:  Aktivität des PfPdx2-Moleküls in Anwesenheit der HTS-Komponenten.  

Dargestellt sind die Komponenten die die PfPdx2-Aktivität um mindestens 50 % vergli-

chen mit  der Positivkontrolle gesenkt haben. 

 

 Restaktivität [%] 
(Sigma + Molport) 

  
Restaktivität [%] 

(Evotec) 

Auranofin 1,5 ± 0,3  E1 13,3 ± 2,4 

14-M 3,2 ± 0,4  E2 8,7 ± 1,7 

15 3,4 ± 0,5  E3 12,0 ± 2,5 

19 15,0 ± 2,0  E4 24,6 ± 4,7 

20 1,5 ± 0,2  E5 13,3 ± 1,9 

22 11,5 ± 1,0  E7 10,2 ± 1,9 

   E8 14,6 ± 1,1 

   E9 15,5 ± 1,9 

   E10 14,9 ±1,5 

 

 

Die Komponenten E6 und 24 weisen hohe Standardabweichungen auf, daher sind die 

Werte von Komponente E6 (21,5 ± 9,8 %) und Komponente 24 (94,3 ± 79,7 %) nicht 

zuverlässig. In Abbildung 16 ist das Absorptionsspektrum der Pdx2-Aktivität unter 

dem Einfluss von Komponente 24 dargestellt.  
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Abbildung 16: Exemplarisches Absorptionsspektrum der durch die HTS-Komponente 24 be-

einflussten Pdx2-Aktivität. 

Absorptionsspektren der Positivkontrolle (ungehemmte Pdx2-Reaktion; schwarz), der 

Negativkontrolle (Reaktionsansatz mit HTS-Komponente, ohne Pdx2-Enzym; rot) und 

des Reaktionsansatz (Substrat, Enzym und HTS-Komponente; grün) (n = 3).  
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Komponente 24 zeigte im gesamten Bereich von 250 bis 450 nm eine sehr hohe Ei-

genabsorption. Die Negativkontrolle, bestehend aus Reaktionspuffer 1 und 2, Substrat 

und Komponente 24, zeigt eine deutlich höhere Absorption als die Positivkontrolle, 

bestehend aus Reaktionspuffer 1 und 2, Substrat und Enzym. Weitere Spektren sind 

im Anhang C (Seite XXII) dargestellt. 

 

 

3.1.2. Inhibierung des Hilfsenzyms, der Glutamat-Dehydrogenase 

 

Um ausschließen zu können, dass die inhibierende Wirkung der Komponenten auf 

der Hemmung des Hilfsenzyms GDH beruht, wurden die wirksamen Komponenten 

der Firma Molport auf die Inhibierung der GDH hin getestet.  
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Abbildung 17: Inhibierung der GDH in Anwesenheit der HTS-Komponenten.  

Es wurden Glutamat, die jeweilige HTS-Komponente, APAD und die Glutamat-

Dehydrogenase inkubiert. Glutamin und Pdx2 waren an diesem Versuch nicht betei-

ligt. Anhand der Absorption bei 363 nm wurde Aktivität der GDH berechnet. Der Ver-

such wurde 3-mal durchgeführt (n = 3) und die statistische Beurteilung der Signifi-

kanz erfolgte in GraphPad Prism 4 mittels t-Test (* p 0,01 - 0,05). 

 

 

Es konnte gezeigt werden, dass die Komponenten 20 und 22 die GDH-Aktivität um 25 

% bzw. 30 % inhibieren (siehe Abbildung 17 und Tabelle 4). Die restlichen unter-

suchten Komponenten zeigten keinen Einfluss auf die GDH-Aktivität. 
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Tabelle 4: Einfluss der HTS-Komponenten auf die Glutamat-Dehydrogenase. 

Untersucht wurden lediglich die Komponenten, die die PfPdx2-Aktivität gehemmt hatten. 

 
 GDH-Aktivität [%] 

Auranofin 100,8 ± 0,3 

14-M 95,7 ± 3,3 

15 94,2 ± 0,8 

19 95,1 ± 6,2 

20 73,7 ± 2,0 

22 69,8 ± 5,6 

 

 

3.1.3. Erstellen von Dosis-Wirkungskurven für die identifizierten spezifi-

schen PfPdx2-Inhibitoren  

 

Nachdem anhand der in Abbildung 15 dargestellten Ergebnisse die Komponenten 

identifiziert werden konnten, die eine inhibierende Wirkung auf die PfPdx2-Aktivität 

zeigten, wurden für diese Komponenten die IC50-Werte ermittelt. Dazu wurden die 

Komponenten in unterschiedlichen Konzentrationen eingesetzt und es wurden wie 

unter 2.2.4.1 beschrieben Dosis-Wirkungskurven erstellt und analysiert. Die Dosis-

Wirkungskurven und die ermittelten IC50-Werte für alle getesteten Komponenten 

sind in Abbildung 18 und Tabelle 5 dargestellt. Die Bestimmung der IC50-Werte für 

die Komponenten E1 bis E10 gegen die Aktivität des PfPdx2-Moleküls war nicht mög-

lich, da nur eine geringe Menge dieser Komponenten zur Verfügung stand. 
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Abbildung 18: Grafische Darstellung der Dosis-Wirkungskurven von Auranofin und einiger 

HTS-Komponenten auf die PfPdx2-Aktivität. 

Dargestellt ist jeweils die Aktivität über die logarithmierte Konzentration (n = 3). Die 

Aktivität wurde wie zuvor beschrieben anhand der Absorptionswerte bei 363 nm 

berechnet und in Prozentwerte, bezogen auf die Positivkontrolle, umgerechnet.  

A) Auranofin, B) 14-M, C) 15, D) 19, E) 20. 

 

 

Die ermittelten IC50-Werte sind in Tabelle 5 dargestellt. Sie liegen zwischen 6,5 und 

35 µM. Die Kurven der Komponenten 14-M, 15, 19 und 20, sowie von Auranofin zei-

gen den typischen Verlauf einer Dosis-Wirkungs-Kurve mit einem Maximalwert um 

etwa 100 % Aktivität und einem Minimalwert von nahezu 0 % Aktivität.  

 

Tabelle 5:  IC50-Werte von Auranofin und den HTS-Komponenten 14-M, 15, 19 und 20 auf die 

Aktivität von PfPdx2.  

 

 IC50 [µM] 

Auranofin 6,5 ± 1,2 

14-M 32,3 ± 2,8 

15 14,7 ± 1,9 

19 34,7 ±  0,7 

20 9,0 ±  1,5 
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3.1.4. Inhibierung der PfPdx1-Aktivität  

 

Die Inhibierung der PfPdx1-Aktivität durch die HTS-Komponenten wurde mit dem 

PfPdx1-Aktivitätsassay nach Müller et al. (2008) untersucht. Anstelle von Glutamin, 

dienten Ammoniumionen als Stickstoffquelle. Die spezifische Aktivität des unge-

hemmten PfPdx1-Moleküls betrug 908,3 ± 147,2 pmol ∙ min-1 ∙ mg-1. Ein Absorptions-

spektrum der ungehemmten PfPdx1-Reaktion ist in Abbildung 19 dargestellt. Es sind 

das Absorptionsmaximum der Schiff-Base bei 414 nm zu erkennen. Die Schiff-Base 

entsteht bei der Reaktion des gebildeten PLP mit dem im Reaktionspuffer enthalte-

nen Tris. Weiterhin ist das Absorptionsmaximum der I320-Chromophore, eines PLP-

Vorläufermoleküls, bei 320 nm zu erkennen. 
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Abbildung 19: Exemplarisches Absorptionsspektrum der ungehemmten PfPdx1-Reaktion im 

Bereich von 300 bis 500 nm. 

Standard-Assay mit 200 µg Pdx1 zur Bestimmung der Pdx1-Aktivität in Abwesenheit 

von Pdx2 und mit Ammoniumionen als Stickstoffquelle, das Absorptionsmaximum 

liegt bei 414 nm (n = 3). 

  

 

In Abbildung 20 ist die PfPdx1-Aktivität, beeinflusst durch die getesteten HTS-

Komponenten (80 µM), dargestellt. 
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 ● Oxeltis, ● Molport, ● Evotec 

Abbildung 20: PfPdx1-Aktivität im PfPdx1-Aktivitätsassay unter Einfluss der getesteten Kom-

ponenten 1 bis 27, E1 bis E10 und Auranofin. 

Es wurde die Absorption bei 414 nm bestimmt. Anhand dieser wurde die Pdx1-

Aktivität unter dem Einfluss der jeweiligen Komponenten berechnet. Diese wurde an-

schließend in einen Prozentwert, bezogen auf die Aktivität der jeweiligen Positivkon-

trolle, umgerechnet. Alle Versuche wurden mindestens 3-mal durchgeführt (n ≥ 3). 

Die statistische Beurteilung der Signifikanz erfolgte mittels t-Test in GraphPad Prism 

4 (* p 0,01 - 0,05, ** p 0,001 - 0,01, *** p < 0,001). 

 

 

Anhand dieser Grafik konnten die Komponenten identifiziert werden, in deren Ge-

genwart die Restaktivität des PfPdx1-Moleküls um mindestens 25 %, verglichen mit 

der Positivkontrolle, gesenkt wurde. Dabei handelt es sich um die Komponenten 14-

M, 15 und 19. Die Komponenten 3, 4, 18, 20 und 23 zeigten ebenfalls eine Hemmung, 

jedoch konnte bei einer Inhibitorkonzentration von 80 µM keine Hemmung der En-

zymaktivität um mindestens 25 % erreicht werden. Die restlichen Komponenten, so-

wie Auranofin zeigten keine signifikante Hemmung der Pdx1-Aktivität (p > 0,05). In 

Tabelle 6 sind die jeweiligen Restaktivitäten des PfPdx1 dargestellt.  

 

Tabelle 6:   Aktivität des PfPdx1-Moleküls in Anwesenheit der HTS-Komponenten.  

Dargestellt sind die Komponenten die die PfPdx1-Aktivität um mindestens 25 % vergli-

chen mit der Positivkontrolle hemmen.  

 Restaktivität [%] 

14-M 65,0 ± 10,2 

15 32,3 ± 3,2 

19 71,0 ± 7,3 
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Komponente 24 zeigte im PfPdx1-Aktivitätsassay auf Grund hoher Eigenabsorption 

erneut starke Schwankungen, der Wert für die Restaktivität (56,7 ± 18,5 %) ist daher 

unzuverlässig.  
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Abbildung 21: Exemplarisches Absorptionsspektrum der von Komponente 24 beeinflussten 

Pdx1-Aktivität. 

Absorptionsspektren der Positivkontrolle (ungehemmte Pdx2-Reaktion; schwarz), der 

Negativkontrolle (Reaktionsansatz mit HTS-Komponente, ohne Pdx2-Enzym; rot) und 

des Reaktionsansatz (Substrat, Enzym und HTS-Komponente; grün) (n = 3).  

 

 

In Abbildung 21 ist das Absorptionsspektrum der Pdx1-Reaktion unter Einfluss von 

Komponente 24 dargestellt. Es ist deutlich zu erkennen, dass Komponente 24 im ge-

samten Bereich eine sehr starke Eigenabsorption aufweist. Die Negativkontrolle zeigt 

eine deutlich höhere Absorption als die Positivkontrolle. Weitere Absorptionsspekt-

ren der Pdx1-Aktivität sind im Anhang C (Seite XXII) dargestellt. 

 

 

3.1.5. Erstellen von Dosis-Wirkungskurven für die identifizierten PfPdx1-

Inhibitoren  

 

Für die aus Abbildung 20 identifizierten Komponenten mit inhibierendem Einfluss 

auf die PfPdx1-Aktivität wurden ebenfalls Dosis-Wirkungskurven erstellt und die 

IC50-Werte ermittelt. Die Dosis-Wirkungskurven sind in Abbildung 22 dargestellt und 

die berechneten IC50-Werte für die drei getesteten Komponenten sind in Tabelle 7 

aufgeführt. 
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Abbildung 22: Grafische Darstellung der Dosis-Wirkungskurven einiger HTS-Komponenten auf 

die Pdx1-Aktivität. 

Dargestellt ist jeweils die Aktivität über die logarithmierte Konzentration (n = 3). 

Anhand der Absorption bei 414 nm wurde wie oben beschrieben die Aktivität des 

PfPdx1 berechnet und anschließend in einen Prozentwert, bezogen auf die 

Positivkontrolle, umgerechnet.  

A) 14-M, B) 15, C) 19. 

 

 

Die ermittelten IC50-Werte liegen zwischen 41 µM und 455 µM. Die drei untersuchten 

HTS-Komponenten zeigen jeweils einen sigmoidalen Verlauf der Dosis-Wirkungs-

Kurve, jedoch erreicht lediglich Komponente 15 den Minimalwert von 0 % Aktivität. 

Dies ist auch anhand der Werte für R2 bemerkbar. Die Minimalwerte der Komponen-

ten 14-M und 19 liegen bei ca. 20 % bis 25 % Restaktivität. 

 

Tabelle 7:  IC50-Werte der HTS-Komponenten 14-M, 15 und 19 auf die Aktivität von PfPdx1.  

 

 IC50 [µM] 

14-M 239,1 ± 41,6 

15 41,4 ± 8,2 

19 454,1 ± 87,6 
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3.1.6. Inhibierung der PLP-Synthase (PfPdx1 und PfPdx2-Aktivität)  

 

Zum Schluss wurde die Aktivität der PLP-Synthase mithilfe des PLP-Synthase-

Aktivitätsassays nach Müller et al. (2008) bestimmt. Die spezifische Aktivität des En-

zymkomplex betrug 697,0 ± 63,8 pmol ∙ min-1 ∙ mg-1. Ein Absorptionsspektrum der 

ungehemmten PLP-Synthase-Reaktion ist in Abbildung 24 dargestellt. Bei 320 nm 

kann man die I320-Chromophore und bei 414 nm das Absorptionsmaximum der aus 

PLP und Tris gebildeten Schiff-Base erkennen. 
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Abbildung 23: Exemplarisches Absorptionsspektrum der ungehemmten PLP-Synthase-

Reaktion im Bereich von 300 bei 500 nm. 

Standard-Assay mit 100 µg Pdx1 und 100 µg Pdx2 zur Bestimmung der PLP-Synthase-

Aktivität ohne inhibierende Substanzen, das Absorptionsmaximum liegt bei 414 nm (n 

= 3). 

 

 

In der nachfolgenden Grafik ist die Restaktivität des Enzymkomplexes in Abhängig-

keit der zugefügten HTS-Komponenten dargestellt. 
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 ● Oxeltis, ● Molport, ● Evotec 

Abbildung 24: Aktivität der PLP-Synthase unter Einfluss der getesteten Komponenten 1 bis 27, 

E1 bis E10 und Auranofin. 

Es wurde die Absorption bei 414 nm bestimmt. Anhand dieser wurde die Aktivität der 

PLP-Synthase unter dem Einfluss der jeweiligen Komponenten berechnet. Diese wur-

de anschließend in einen Prozentwert, bezogen auf die Aktivität der jeweiligen Posi-

tivkontrolle, umgerechnet. Alle Versuche wurden mindestens 3-mal durchgeführt (n ≥ 

3). Die statistische Beurteilung der Signifikanz erfolgte mittels t-Test in GraphPad 

Prism 4 (* p 0,01 - 0,05, ** p 0,001 - 0,01, *** p < 0,001). 

 

 

Der Einfluss der getesteten HTS-Komponenten auf die Aktivität der PLP-Synthase ist 

in Abbildung 24 grafisch dargestellt. Anhand der Grafik wurden die Komponenten 

identifiziert, die die Aktivität des Komplexes um mindestens 25 % senken. Dabei 

handelt es sich um die in Tabelle 8 aufgeführten Komponenten 14-M, 15, 18, 19, 20, 

E1, E2, E3 und E6, sowie Auranofin. Die Komponenten 4, 8, 10, 20, 21, 22, 23, E4, E5 

und E7bis E10 zeigten ebenfalls eine Hemmung, jedoch lagen die Restaktivitäten der 

PLP-Synthase über 75 %. Die restlichen Komponenten zeigen keine signifikante Inhi-

bierung der PLP-Synthase-Aktivität (p > 0,05). 
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Tabelle 8: Restaktivität der PLP-Synthase in Anwesenheit der HTS-Komponenten.  

Dargestellt sind lediglich die Komponenten die die Aktivität des Komplexes um mindes-

tens 25 % verglichen mit der Positivkontrolle hemmen.  

 
 Restaktivität [%] 

(Sigma + Molport) 
  

Restaktivität [%] 
(Evotec) 

Auranofin 32,7 ± 4,9  E1 43,3 ± 22,0 

14-M 60,3 ± 10,5  E2 36,0 ± 6,1 

15 39,8 ± 4,9  E3 69,7 ± 12,7 

18 63,0 ± 9,6  E6 46,0 ± 31,5 

19 53,0 ± 10,2    

20 44,7 ± 4,9    

 

 

Die Komponenten E1 und E6 fielen durch starke Schwankungen der Restaktivität des 

Gesamtkomplexes auf. Aus diesem Grund sind die Ergebnisse für E1 und nicht zuver-

lässig. Bei Komponente 24 war es nicht möglich einen Wert für die Restaktivität zu 

ermitteln. Komponente 18 zeigte wie in Abbildung 25 zu erkennen eine sehr starke 

Eigenabsorption. Weitere Absorptionsspektren der PLP-Synthase-Aktivität sind im 

Anhang C (Seite XXII) dargestellt. 

 

A B 
Komponente 18 Komponente 24 Komponente 18

300 320 340 360 380 400 420 440 460 480 500
0.0

0.1

0.2

0.3

0.4

0.5

Wellenlänge [nm]

A
b

so
rp

ti
o

n
 [

A
U

]

 

Komponente 24

300 320 340 360 380 400 420 440 460 480 500
0.0

0.5

1.0

1.5

Wellenlänge [nm]

A
b

so
rp

ti
o

n
 [

A
U

]

 
Abbildung 25: Absorptionsspektren der PLP-Synthase-Reaktion unter dem Einfluss von Kom-

ponente 18 (A) und Komponente 24 (B). 

Absorptionsspektren der Positivkontrolle (ungehemmte Pdx2-Reaktion; schwarz), der 

Negativkontrolle (Reaktionsansatz mit HTS-Komponente, ohne Pdx2-Enzym; rot) und 

des Reaktionsansatz (Substrat, Enzym und HTS-Komponente; grün) (n = 3).  
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3.2. Die inhibitorische Wirkung der HTS-Komponenten und Auranofin 

auf das Wachstum von Plasmodium falciparum 

 

Nachdem die Komponenten im Enzymassay getestet wurden, sollte die inhibitorische 

Wirkung der wirksamen Komponenten auf das Wachstum von Plasmodien unter-

sucht werden. Dies geschah über die Quantifizierung des Einbaus von radioaktiv 

markiertem 3H-Hypoxanthin.  

Es wurden zum einen die Komponenten 14-M, 15, 16, 18, 19, 20, 22, 23, 27 und die 

Komponenten E1 bis E10, sowie Auranofin auf den Plasmodienstamm 3D7 getestet. 

Die erstellten Dosis-Wirkungskurven sind in Abbildung 26 und die ermittelten IC50-

Werte in Tabelle 9 dargestellt.  
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J K  
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Abbildung 26: 3H-Hypoxanthineinbautest mit den HTS-Komponenten, sowie mit Auranofin auf 

den Plasmodienstamm 3D7.  

Dargestellt ist jeweils die Viabilität über die logarithmierte Konzentration (n = 3). Die 

gemessenen Counts der jeweils mitgeführten Positivkontrolle wurde als 100 % 

Viabilität definiert und die Counts der Reaktionsansätze wurden, bezogen auf die 

Positivkontrolle, in Prozentwerte für die Viabilität umgerechnet. Anschließend wurde 

in GraphPad Prism 4 eine nicht-lineare Regression durchgeführt.  

A) E1, B) E2, C) E3, D) E4, E) E5, F) E6, G) E7, H) E8, I) E9, J) E10, K) Auranofin L) 14-

M, M) 15, N) 16, O) 18, P) 19, Q) 20, R) 22, S) 23, T) 27. 
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Die Komponenten E1-E10 zeigen auf den Plasmodienstamm 3D7 IC50-Werte zwischen 

0,4 und 1,7 µM. Die Kurvenverläufe sind sigmoidal mit einem Plateau bei 0 % Viabili-

tät und 100 % Viabilität. Auranofin und die Komponenten 14-M, 15, 16, 18, 19 und 27 

zeigen ebenfalls den typischen Verlauf einer Dosis-Wirkungskurve mit IC50-Werten 

zwischen 2,8 µM und 60 µM. Die Komponenten 22 und 23 zeigen keine inhibierende 

Wirkung auf das Wachstum der Parasiten (IC50 > 100 µM). Die erstellten Dosis-

Wirkungskurven erreichen keine Viabilitätsminderung von 50 %. Deutlich wird dies 

auch anhand der Werte für R2 von 0,08 und 0,46. 

 

Tabelle 9: Mittlere inhibitorische Konzentrationen ausgewählter HTS-Komponenten auf das  

Wachstum und die Proliferation des Plasmodienstamms 3D7.  

Die IC50-Werte  wurden jeweils 48 Stunden nach Zugabe der Komponente ermittelt.  

 

 
IC50 [µM] 

(Sigma + Molport) 
  

IC50 [µM] 
(Evotec) 

Auranofin 2,8 ± 0,5  E1 0,4 ± 0,1 

14-M 5,7 ± 0,3  E2 0,4 ± 0,1 

15 9,2 ± 1,6  E3 0,6 ± 0,1 

16 7,8 ± 0,6  E4 1,3 ± 0,3 

18 59,1 ± 10,8  E5 1,0 ± 0,1 

19 6,8 ± 0,5  E6 0,7 ± 0,1 

20 46,7 ± 6,8  E7 1,5 ± 0,3 

22  > 100,0 *  E8 1,1 ± 0,2 

23  > 100,0 *  E9 1,7 ± 0,3 

27 12,6 ± 0,6  E10 0,9 ± 0,2 

* im untersuchten Konzentrationsbereich  

   konnte kein IC50-Wert ermittelt werden 
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3.3. Effekt der HTS-Komponenten und Auranofin auf das Wachstum des 

PfPdx1- und PfPdx2-überexprimierenden Plasmodienstamm 

 

Auranofin und die Komponenten 14-M und 19 wurden auf die Plasmodienzelllinie 

3D7-PfPdx1-Strep/PfPdx2-Myc-BSD-WR [Knöckel et al., 2012] getestet. Dabei sollte 

durch die Verwendung dieser PfPdx1- und PfPdx2-überexprimierenden Zelllinie, ge-

zeigt werden, ob die Zellen eine höhere Resistenz gegen den Inhibitor aufweisen, als 

die ebenfalls getestete Mock-Zelllinie 3D7-pARL-BSD-WR, die keine Überexpression 

besitzt. Auf diese Weise kann die Spezifität der Komponenten gegen die PLP-Synthese 

eingeschätzt werden. Die Dosis-Wirkungskurven sind in Abbildung 27 und die IC50-

Werte für beide Zelllinien sind Tabelle 10 gegenüberstellt. 
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C   
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Abbildung 27: Dosis-Wirkungskurven aus dem 3H-Hypoxanthineinbautest mit den HTS-

Komponenten 14-M und 19, sowie mit Auranofin auf die Plasmodienstämme 

3D7-PfPdx1-Strep/PfPdx2-Myc-BSD-WR und 3D7-pARL-BSD-WR.  

Dargestellt ist jeweils die Viabilität über die logarithmierte Konzentration (n = 3). Die 

gemessenen Counts der jeweils mitgeführten Positivkontrolle wurde als 100 % 

Viabilität definiert und die Counts der Reaktionsansätze wurden, bezogen auf die 

Positivkontrolle, in Prozentwerte für die Viabilität umgerechnet. Anschließend wurde 

in GraphPad Prism 4 eine nicht-lineare Regression durchgeführt.  

A) Auranofin, B) 14-M, C) 19. 

 

 

Nach 48-stündiger Inkubation der überexprimierenden Plasmodienzelllinie und der 

Mock-Zelllinie mit Komponente 14-M wurden IC50-Werte um 8 µM ermittelt. Kompo-

nente 19 zeigte IC50-Werte von 4,5 µM, bzw. 6 µM und die IC50-Werte von Auranofin  

auf das Wachstum von 3D7-PfPdx1-Strep/PfPdx2-Myc-BSD-WR und 3D7-pARL-BSD-

WR lagen bei 1,9 µM und 2,5 µM.  

 

Tabelle 10: Mittlere inhibitorische Konzentrationen der Komponenten 14-M, 19 und von Au-

ranofin auf das Wachstum und die Proliferation der beiden Plasmodienzelllinien 

PfPdx1-Strep/PfPdx2-Myc-BSD-WR und pARL-BSD-WR.  

 

 3D7-pARL-BSD-WR  3D7-PfPdx1-Strep/PfPdx2-Myc-BSD-WR 

 IC50 [µM]  IC50 [µM] 

Auranofin  2,5 ± 0,1  1,9 ± 0,3 

14-M 8,3 ± 0,4  8,5 ± 0,9 

19 6,3 ± 1,1  4,5 ± 0,8 
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Zusätzlich zum 3H-Hypoxanthineinbautest wurden Wachstumskurven der Plasmo-

dienzelllinien 3D7-PfPdx1-Strep/PfPdx2-Myc-BSD-WR und 3D7-pARL-BSD-WR unter 

Einfluss von 0,2 µM Auranofin erstellt. In Abbildung 28 ist die logarithmierte Parasi-

tämie über einen Zeitraum von 120 Stunden dargestellt.  
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Abbildung 28: Exemplarischer Verlauf des Wachstums von 3D7-PfPdx1-Strep/PfPdx2-Myc-

BSD-WR im Vergleich zum Wachstum von 3D7-pARL-BSD-WR unter Einfluss von 

0,2 µM Auranofin über einen Zeitraum von 120 Stunden. 

Dargestellt ist die die logarithmierte kumulative Parasitämie über die Zeit für beide 

Plasmodienstämme, das Bestimmtheitsmaß R2 und der Geradenanstieg m. Es wurden 

gefärbte Blutausstriche angefertigt. Anschließend wurden mindestens 500 Erythrozy-

ten und die mit Plasmodien befallenen Erythrozyten ausgezählt. Die Parasitämie wur-

de mit Formel 8 berechnet. 

 

 

Anhand der Geraden in Abbildung 28 wurde untersucht, ob beide Geraden signifikant 

voneinander abweichen. GraphPad Prism 4 berechnete einen p-Wert < 0,0001 und 

gibt an, dass die Anstiege (m) der beiden Geraden signifikant voneinander abweichen. 

Eine Wiederholung dieser Wachstumsstudie konnte im zeitlichen Rahmen dieser Ar-

beit nicht durchgeführt werden. 
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3.4. Zytotoxizität der HTS-Komponenten und Auranofin auf HepG2-

Zellen 

 

Eine eventuelle toxische Wirkung der getesteten Komponenten auf HepG2-Zellen 

konnte mit Hilfe des WST-1-Assay untersucht werden. Die für die als wirksam identi-

fizierten Substanzen erstellten Dosis-Wirkungskurven sind in den nachfolgenden Dia-

grammen dargestellt. Die Kurven der restlichen Komponenten sind im Anhang B (Sei-

te XXI) zu finden. 
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Abbildung 29: Grafische Darstellung der Dosis-Wirkungskurven der inhibitorisch aktiven HTS-

Komponenten und Auranofin auf das Wachstum von HepG2-Zellen.  

Dargestellt ist jeweils die Viabilität über die logarithmierte Konzentration (n = 3). Die 

gemessene Absorption bei 450 nm der jeweils mitgeführten Positivkontrolle wurde 

als 100 % Viabilität definiert und die Absorption der Reaktionsansätze wurde, 

bezogen auf die Positivkontrolle, in Prozentwerte für die Viabilität umgerechnet. 

Anschließend wurde in GraphPad Prism 4 eine nicht-lineare Regression durchgeführt.  

A) E1, B) E2, C) E3, D) E4, E) E5, F) E6, G) E7, H) E8, I) E9, J) E10, K) Auranofin L) 14-

M, M) 15, N) 16, O) 18, P) 19, Q) 20, R) 22, S) 23, T) 27. 

 

 

Die Komponenten 18, 19, 22, 23 und 27 zeigten über den gesamten getesteten Kon-

zentrationsbereich lediglich eine geringe Inhibierung. Die Dosis-Wirkungs-Kurven 

fallen nicht unter 50 % Aktivität und zeigen somit auch nicht den typisch sigmoidalen 

Verlauf. Im untersuchten Konzentrationsbereich konnten für diese Komponenten 

keine IC50-Werte (IC50 > 300 µM) ermittelt werden. Die Komponenten 14-M, 15, 16, 

20 und E1 bis E10 zeigen IC50-Werte zwischen 2 µM und 130 µM.  
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Die Kurvenverläufe dieser Substanzen sind typisch sigmoidal mit einem Maximalwert 

bei 100 % Restaktivität und einem Minimalwert bei 0 % Restaktivität. Einen ver-

gleichbaren Kurvenverlauf zeigte Auranofin, der IC50-Wert lag bei 3,5 µM. 

 

Tabelle 11: Mittlere inhibitorische Konzentrationen der HTS-Komponenten und Auranofin auf 

das Wachstum von HepG2-Zellen  

 

 
IC50 [µM] 

(Sigma + Molport) 
  

IC50 [µM] 
(Evotec) 

Auranofin 3,5 ± 0,6  E1 4,6 ± 0,7 

14-M 92,4 ± 10,6  E2 5,8 ± 0,6 

15 13,2 ± 1,9  E3 2,4 ± 0,5 

16 123,5 ± 14,6  E4 15,3 ± 1,3 

18 > 300,0 *  E5 7,7 ± 1,1 

19 > 300,0 *  E6 6,0 ± 1,0 

20 41,5 ± 3,1  E7 14,8 ± 0,9 

22 > 300,0 *  E8 7,8 ± 1,6 

23 > 300,0 *  E9 15,3 ± 0,7 

27 > 300,0 *  E10 5,6 ± 0,8 

* im untersuchten Konzentrationsbereich  
   konnte kein IC50-Wert ermittelt werden 
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4. Diskussion  

 

Da Plasmodien, die Erreger der Malaria, immer häufiger Resistenzen gegen die gängi-

gen chemotherapeutischen Therapieansätze zeigen [Mehta & Das, 2006; Ekland et al., 

2007; Müller & Hyde, 2010], ist es notwendig, sowohl neue Wirkstoffe, als auch neue 

Angriffspunkte für diese Wirkstoffe zu identifizieren.  

Die de novo Vitamin B6-Synthese von Plasmodium falciparum könnte einen möglichen 

Angriffpunkt für die Malariatherapie darstellen [Wrenger et al., 2005; Müller & Hyde, 

2010]. Der Mensch ist auf die Zufuhr von Vitamin B6 mit der Nahrung angewiesen 

und besitzt die von Plasmodien für die Synthese benötigten Enzyme Pdx1 und Pdx2 

nicht. Aus diesem Grund sind bei spezifischer Inhibierung der plasmodialen Enzyme 

Pdx1 und Pdx2 keine Nebenwirkungen für den Menschen zu erwarten. 

Ob Plasmodium falciparum seinen PLP-Bedarf über die Aufnahme von Vitameren aus 

dem Erythrozyten und deren Umwandlung über die PdxK decken kann, ist bisher 

noch nicht eindeutig geklärt. Jedoch konnten Reekststing et al. (2012) durch die spe-

zifische Inhibierung von PfPdx1 durch E4P, EHz und 4PEHz zeigen, dass die de novo 

PLP-Synthese essentiell für das Überleben des Parasiten ist. Zu einem ähnlichen Er-

gebnis kamen Knöckel et al. (2012). Durch dominant-negative Mutanten des PfPdx1 

und PfPdx2 wurde die PLP-Synthese des Parasiten inhibiert, wodurch dieser anfälli-

ger gegenüber oxidativem Stress wurde [Knöckel et al., 2012]. Daraus lies sich schlie-

ßen, dass neben der generell bekannten Rolle des PLP als Cofaktor für u. a. die Ami-

nosäure-Biosynthese, den Kohlenhydratstoffwechsel und die Modifikation vieler A-

min-haltiger Verbindungen [Mozzarelli & Bettati, 2006], eine weitere Bedeutung des 

PLP als Antioxidant für Plasmodium falciparum identifiziert worden war [Knöckel et 

al., 2012].  

Oxidativer Stress wird unter anderem durch Singulett-Sauerstoff (1O2) ausgelöst 

[Knöckel et al., 2012]. Dieser entsteht während des Verdaus von Hämoglobin oder 

durch die Immunabwehr des Wirtsorganismus entsteht [Sherman, 1977; Ehrenshaft 

et al., 1999; Freinbichler et al., 2011; Butzloff et al., 2012]. Knöckel et al. (2012) zeig-

ten, dass Plasmodium falciparum mit der Hochregulierung der Expression von PfPdx1 

und PfPdx2 auf oxidativen Stress reagiert und dass die Komplexbildung von PfPdx1 

und PfPdx2 zu einer erhöhten Toleranz des Parasiten gegen Singulett-Sauerstoff  

führt. 
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Demzufolge würde die Inhibierung von PfPdx1, PfPdx2 oder der PLP-Synthase nicht 

nur die Bildung von PLP sondern auch die Reaktion des Parasiten auf oxidativen 

Stress beeinflussen. 

In der vorliegenden Arbeit wurden 27 Substanzen, die in einem Hochdurchsatz-

Testverfahren der Firma European ScreeningPort (Hamburg), mit mehr als 250000 

Komponenten, als Inhibitoren des plasmodialen Pdx2-Moleküls identifiziert worden 

waren, von verschiedenen Herstellern erneut synthetisiert und auf ihre Wirkung und 

Spezifität hin evaluiert. Die Neusynthese wurde von den Firmen Oxeltis und Evotec 

durchgeführt, einige weitere Substanzen wurden durch die Firma Molport vertrieben. 

Zusätzlich wurde mit einem bekannten Wirkstoff gegen rheumatoide Arthritis, Aura-

nofin (Sigma-Aldrich), gearbeitet. Dieser hemmt parasitäre thiolabhängige Redoxen-

zyme (TrxR und TGR), die bei der Entgiftung von ROS beteiligt sind. Da Pdx1 und 

Pdx2 ebenfalls an der plasmodialen Reaktion auf oxidativen Stress beteiligt sind, soll-

te untersucht werden, ob Auranofin diese ebenfalls inhibiert. 

In den durchgeführten Enzymassays wurde der Einfluss der Komponenten auf die 

Aktivität der an der PLP-Synthese beteiligten Enzyme untersucht. Die spezifische Ak-

tivität des ungehemmten PfPdx2 betrug 145,5 ± 27,3 nmol ∙ min-1 ∙ mg-1 und war ca. 

1,8 mal geringer als die von Müller et al. (2008) publizierte Pdx2-Aktivität von 266 ± 

19 nmol ∙ min-1 ∙ mg-1. Die spezifische Aktivität des PfPdx1-Moleküls betrug 908,3 ± 

147,2 pmol ∙ min-1 ∙ mg-1 und war damit etwa 1,2 mal höher als der von Müller et al. 

(2008) veröffentlichte Wert von 746 ± 76 pmol ∙ min-1 ∙ mg-1. Auch der Wert der spe-

zifischen Aktivität der PLP-Synthase von 697,0 ± 63,8 pmol ∙ min-1 ∙ mg-1 entsprach 

dem von Müller et al. (2008) publizierten Wert von 662 ± 54 pmol ∙ min-1 ∙ mg-1. Die 

geringen Abweichungen in den spezifischen Aktivitäten lassen sich durch mögliche 

Aktivitätsverluste während der Proteinaufreinigung oder leicht unterschiedliche Ex-

pressionsbedingungen erklären. 
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4.1. Die Komponenten der Firma Oxeltis zeigen keine inhibitorische Ak-

tivität 

 

Bei den Neusynthesen der Firma Oxeltis konnte keine signifikante inhibitorische Ak-

tivität gegen PfPdx1, PfPdx2 oder den Gesamtkomplex nachgewiesen werden. Im Zy-

totoxizitätsassay mit HepG2-Zellen zeigten lediglich die Komponenten 14-O und 24 

einen leichten Einfluss, die IC50-Werte lagen über 100 µM. Da Komponente 24 bereits 

in den Enzymassays durch eine sehr starke Eigenabsorption auffiel, kann auch im 

HepG2-Assay ein falsch-positives Ergebnis aufgrund hoher Hintergrundabsorption 

nicht ausgeschlossen werden. Die Dosis-Wirkungskurve von Komponente 14-O zeigte 

starke Schwankungen, wodurch der berechnete IC50-Wert unzuverlässig ist. Der IC50-

Wert wurden mit Hilfe einer nichtlinearen Regression (sigmoidal dose response) in 

GraphPad Prism 4 berechnet. Das Programm erstellt mittels Annäherung an die Ein-

zelwerte eine Dosis-Wirkungskurve. Anhand dieser Kurve wird dann die mittlere In-

hibitorkonzentration (IC50-Wert) berechnet [Motulsky, 2003]. Der Vorteil dieser Me-

thode ist, dass alle Messwerte der Dosis-Wirkungskurve in die Berechnung einbezo-

gen werden. Deshalb kann es, wenn die Kurve im untersuchten Konzentrationsbe-

reich keinen typischen sigmoidalen Verlauf zeigt, wenn sie nicht unter den 50 %-

Wert abfällt, oder wenn die typischen Plateaus bei 100 % und 0 % nicht erreicht 

werden, zu ungenauen IC50-Werten kommen [Böhm et al., 1996; Motulsky, 2003]. 

Auffällig war an dieser Stelle auch der geringe Werte für das Bestimmtheitsmaß R2 

der erstellten Kurve. Das Bestimmtheitsmaß R2 beschreibt die Vertrauenswürdigkeit 

der Berechnung der ermittelten Daten durch die lineare oder nicht lineare Regressi-

on. Eine perfekte Anpassung würde ein R2 von 1 zeigen [Böhm et al., 1996]. Wenn die 

Einzelwerte zu stark um die Regressionskurve schwanken, können die berechneten 

IC50-Werte ungenau sein. 

Komponente 25 zeigte dagegen einen deutlichen Einfluss auf das Zellwachstum mit 

einem IC50-Wert um 38 µM (siehe Anhang A, Seite XIX). Da in den vorherigen Enzy-

massays keinerlei Einfluss auf Pdx1, Pdx2 oder die PLP-Synthase zu detektieren war, 

ist die Zytotoxizität vermutlich auf eine unspezifische Inhibierung zurück zuführen. 

Bei der Verwendung von WST-1 als Nachweis der Zytotoxizität gibt es einige kritisch 

zu betrachtende Punkte. Der Umsatz von WST-1 zu Formazan wird über mehrere Re-

aktionswege erreicht [Berridge et al., 1996]. WST-1 wird zum einen durch Succinat in 
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Gegenwart der mitochondrialen Succinat-Dehydrogenase reduziert. Weiterhin wird 

es in Gegenwart von intermediären Elektronenakzeptoren schnell und effizient, ext-

razellulär oder an der Plasmamembran, von NADH und NADPH, in einem Prozess der 

Hyperoxid (O2-) beinhaltet, reduziert. Zellextrakte mit Mitochondrien hemmen diese 

Reduktion [Berridge et al., 1996]. Dies könnte dazu führen, dass die Reduktion von 

WST-1 durch intakte Zellen gehemmt wird, wenn lysierte Zellen vorliegen. Dadurch 

könnte eine untersuchte Substanz toxischer wirken, als sie ist. Die restlichen geteste-

ten Komponenten der Firma Oxeltis zeigten keine Inhibierung des Zellwachstums 

innerhalb des untersuchten Konzentrationsbereiches der HTS-Komponenten. Auf-

grund mangelnder Aktivität in den Vorversuchen und da von den einzelnen Kompo-

nenten nur wenig Material zur Verfügung stand, wurden keine weiteren zellulären 

Assays mit den Komponenten der Firma Oxeltis durchgeführt.  

Mögliche Gründe für die fehlende inhibitorische Aktivität der neu synthetisierten 

Komponenten der Firma Oxeltis könnten bei einer fehlerhaften Synthese oder Lage-

rung der Substanzen zu suchen sein. Dies könnte zu einem Aktivitätsverlust führen. 

Allerdings spricht der Vergleich zwischen Komponente 14-O (Oxeltis) und Kompo-

nente 14-M (Molport) gegen die Vermutung der falschen Lagerung. Beide Komponen-

ten sind strukturell identisch und wurden vergleichsweise immer parallel getestet 

und auf die gleiche Art und Weise gelagert. Sie zeigten jedoch in den Aktivitätsassays 

und in den Zellassays große Unterschiede in ihrer inhibitorischen Wirkung. Während 

14-O keine Hemmung aufwies, wirkte 14-M sowohl auf die PLP-Synthase als auch auf 

das Parasitenwachstum. Da die Komponente 14-M mit Bromwasserstoff komplexiert 

vorliegt, wurde ein möglicher Effekt der Bromionen auf die Enzymaktivität von 

PfPdx2 untersucht. Die Bromionen hatten keinen Einfluss auf die Enzymaktivität (Da-

ten nicht gezeigt).  

Die Möglichkeit, dass im Hochdurchsatz-Verfahren falsch positive Ergebnisse erzielt 

worden waren, ist ebenfalls unwahrscheinlich, da die den Oxeltis Komponenten 

strukturell identischen Komponenten der Firma Evotec E1 - E10, in den einzelnen 

Aktivitäts- und Zytotoxizitätsassays starke Wirkung gezeigt haben. Möglich wäre e-

benfalls, dass beide Firmen unterschiedliche Herstellungsverfahren anwenden, die zu 

unterschiedlichen Stabilitäten oder Racemat-Mischungen der Komponenten geführt 

haben.  
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4.2. Inhibitorische Aktivität der Komponenten der Firmen Evotec und 

Molport  

 

Alle Komponenten der Firma Evotec zeigten im Pdx2-Aktivitätsassay eine sehr starke 

Inhibierung der Enzymaktivität, jedoch hemmte keine dieser Komponenten die Akti-

vität des PfPdx1. Eine signifikante Hemmung der Enzymaktivität der PLP-Synthase 

um mindestens 25 % war lediglich für die Komponenten E1 - E3 und E6 detektierbar. 

Es wäre zu erwarten gewesen, dass durch die Hemmung der Pdx2-Aktivität auch eine 

deutliche inhibitorische Wirkung auf die PLP-Synthase erfolgt, wenn keine zusätzli-

chen Ammoniumionen vorhanden sind. Der Grund für die geringe Inhibierung liegt 

vermutlich in den unterschiedlichen Enzymkonzentrationen, im PfPdx2-

Aktivitätsassay (jeweils 15 µg) und im PLP-Synthase-Aktivitätsassay (jeweils 100 µg), 

bei gleicher Inhibitorkonzentration (80 µM).  

Diese hohen Enzymkonzentrationen im vollständigen Test waren nötig, um zu ver-

hindern, dass man bei der Durchführung in einen Absorptionsbereich unterhalb der 

Nachweisgrenze des Photometers gelangt. Es ist möglich, dass die zugegebene Menge 

an HTS-Komponente (80 µM) nicht ausreichte um eine deutliche Inhibierung des im 

Überschuss vorliegenden Enzyms nachweisen zu können. Diese Versuchsreihe müss-

te bei höheren Inhibitorkonzentrationen wiederholt werden, hierfür wäre die Erstel-

lung von Dosis-Wirkungskurven sinnvoll.  

Im 3H-Hypoxanthineinbautest mit dem Plasmodienstamm 3D7 und den Komponen-

ten E1 - E10 wurde eine starke Wachstumshemmung mit IC50-Werten ≤ 1 µM beo-

bachtet. Die IC50-Werte im Zytotoxizitätsassay mit HepG2-Zellen sind durchschnittlich 

10-mal höher als die Wirkung auf Plasmodien. Über den IC50-Wert kann nicht nur 

eine quantitative Aussage zur Potenz einer inhibierenden Substanz getroffen werden, 

sondern man kann anhand des Quotienten zweier IC50-Werte (hier: IC50 auf das 

Wachstum von Plasmodien und HepG2-Zellen) ebenfalls eine erste Einschätzung zur 

Selektivität der Substanz ableiten. Dabei gilt die Selektivität einer Substanz als kli-

nisch relevant, wenn der Quotient zweier IC50-Werte ≥ 30 ist [Graefe et al., 2011]. An-

dere Arbeitsgruppen definieren eine akzeptable Selektivität einer Substanz zwischen 

Parasit und Wirtsorganismus mit einem Quotienten der IC50-Werte von 100 [Lelièvre 

et al., 2012]. Demzufolge würden die Komponenten der Firma Evotec eine unspezifi-
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sche Inhibierung der plasmodialen Glutaminase Pdx2 und anderer Glutaminasen der 

HepG2-Zellen zeigen.  

Von den Komponenten der Firma Molport zeigte 14-M in allen drei durchgeführten 

Enzymassays eine signifikante Inhibierung der Enzymaktivität. Die Aktivität von Pdx2 

wird durch 80 µM Komponente 14-M nahezu komplett inhibiert, der IC50-Wert auf die 

Pdx2-Aktivität betrug 32 µM. In den zellulären Assays zeigte Komponente 14-M eine 

16-mal stärkere Wirkung auf Plasmodien (IC50 = 6 µM) als auf HepG2-Zellen (IC50 = 

92,4 µM). Anhand der ermittelten Daten lässt sich vermuten, dass Komponente 14-M 

entweder Pdx2 oder die Komplexbildung zwischen Pdx1 und Pdx2 inhibiert. Über 

eine Gelfiltration wäre es möglich den oligomeren Status der Enzyme unter Einfluss 

der HTS-Komponente zu untersuchen. Eine weitere Möglichkeit wäre eine Co-

Aufreinigung beider Enzyme unter dem Einfluss der Komponente um zu klären, ob 

diese einen Komplex formen, oder ob 14-M die Komplexbildung inhibiert. Der IC50-

Wert der Komponente 14-M auf die Pdx1-Aktivität lag über 200 µM und damit deut-

lich höher als anhand der Restaktivität des Pdx1 bei 80 µM Komponente zu erwarten 

gewesen wäre. Mögliche Ursachen, für die hohen Werte sind zum einen in der statis-

tischen Auswertung zu suchen. Eine weitere Fehlerquelle stellt die Zeitspanne zwi-

schen den einzelnen Versuchen dar. Diese betrug mehrere Wochen und könnte zu 

einem Aktivitätsverlust der Substanz geführt haben. Anzeichen dafür ließen sich auch 

im Zytotoxizitätsassay mit HepG2-Zellen erkennen. 

Auch Komponente 15 zeigte in allen drei Enzymassays eine deutliche Inhibierung der 

Enzymaktivitäten. Auf die Aktivität des Pdx1 zeigte sie einem IC50-Wert von 41 µM. 

Der IC50-Wertevon Komponente 15 auf das Wachstum von Plasmodien (IC50 = 9,2 µM) 

war vergleichbar mit dem auf HepG2-Zellen (IC50 = 13,2 µM), was auf eine geringe 

Selektivität hindeutet. Im zellulären Assay mit Plasmodien konnte bei höheren Kon-

zentrationen der Komponente eine deutliche Schwarzfärbung der Erythrozyten beo-

bachtet werden, die vermutlich auf eine Oxidation des zweiwertigen Eisen (Fe2+) im 

Eisen-Häm-Komplex zu dreiwertigem Eisen (Fe3+) zurück zuführen ist. Dies ist ein 

weiterer Hinweis darauf, dass Komponente 15 nicht selektiv wirkt. Auf Grund der 

starken Wirkung auf Enzymebene wäre sie jedoch als Leitstruktur für weitere Opti-

mierungen geeignet. 
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Die Komponenten 16 und 18 zeigten in den drei durchgeführten Enzymassays keine 

deutliche Inhibierung der Enzymaktivitäten. Jedoch zeigten sie einen deutlichen Ein-

fluss auf das Wachstum von Plasmodien. Komponente 16 hatte einen etwa 16-mal 

stärkeren Einfluss auf das Plasmodienwachstum (IC50 = 7,8 µM) als auf das Wachstum 

von HepG2-Zellen (IC50 = 123,5 µM). Komponente 18 zeigte im gesamten untersuch-

ten Konzentrationsbereich keine Inhibierung des HepG2-Zellwachstums. Die man-

gelnde Aktivität in den Enzymassays  könnte eventuell darauf hinweisen, dass die 

Komponenten nicht PfPdx1, PfPdx2 oder die PLP-Synthase spezifisch inhibieren, je-

doch auf ein anderes molekulares Ziel im Parasiten wirken. 

Komponente 19 zeigte in den drei Enzymassays eine signifikante Inhibierung der En-

zymaktivitäten. Bei 80 µM Komponente betrug die Restaktivität des Pdx2 (IC50 = 34,7 

µM) noch 15 % und der PLP-Synthase 53 %. Ebenso wurde eine starke Wirkung auf 

das Wachstum von Plasmodien (IC50 = 6,8 µM) beobachtet. Im gesamten untersuchten 

Konzentrationsbereich konnte kein Einfluss auf das Wachstum der HepG2-Zellen be-

obachtet werden. Komponente 19 könnte ähnlich wie Komponente 14-M, sowohl die 

Pdx2-Aktivität inhibieren, als auch die Bildung der PLP-Synthase. Anders als die bei 

Komponenten 14-M liegt bei 19 jedoch eine höhere Selektivität der Inhibierung des 

Plasmodienwachstums vor.  

Komponente 20 zeigte im Pdx2- und im PLP-Synthase-Aktivitätsassay eine deutliche 

Inhibierung der Enzymaktivität. Die Restaktivität des Pdx2 bei 80 µM Komponente 20 

betrug lediglich 1,5 %. Jedoch konnte ebenfalls ein Einfluss auf die Glutamat-

Dehydrogenase beobachtet werden. Dies sollte bei der Beurteilung der Pdx2-Aktivität 

unbedingt berücksichtigt werden. Die IC50-Werte von Komponente 20 auf das Wachs-

tum von Plasmodien und HepG2-Zellen sind vergleichbar. Aufgrund des Einflusses auf 

die GDH und den geringen Unterschied im Einfluss auf Plasmodien und HepG2-Zellen 

muss davon ausgegangen werden, dass diese Komponente wenig spezifisch und se-

lektiv ist und auch andere molekulare Reaktionen beeinflusst. 

Die Komponenten 22 und 23 zeigten im Pdx2-Aktivitätsassay eine signifikante Inhi-

bierung der Enzymaktivität. Komponente 22 inhibierte ebenfalls die GDH-Aktivität. 

Die fehlende Wirkung in den zellulären Assays lässt sich im Hinblick auf die nachge-

wiesene Inhibierung der Pdx2-Aktivität damit erklären, dass die Komponenten von 

den Zellen nicht oder nur in geringen Mengen aufgenommen werden und dadurch 

keinen Einfluss auf das Zellwachstum ausüben können. 
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Komponente 27 zeigte im Pdx2-Aktivitätsassay eine leichte Inhibierung der Enzym-

aktivität. Im zellulären Assay mit Plasmodien zeigte Komponente 27 jedoch einen 

starken Einfluss (IC50 = 12,6 µM) auf das Wachstum der Parasiten, während im Zyto-

toxizitätsassay mit HepG2-Zellen kein Einfluss der Komponente auf das Zellwachstum 

erkennbar war. Bei Komponente 27 handelt es sich vermutlich um einen selektiven 

Inhibitor des Plasmodienwachstums. Die starke Wirkung auf Plasmodien und die ge-

ringe Wirkung im Enzymassay spricht allerdings dafür, dass kein spezifischer PfPdx2-

Inhibitor vorliegt, sondern auch andere plasmodiale Stoffwechselvorgänge betroffen 

sein könnten. 

Die von Reeksting et al. (2012) identifizierten Inhibitoren des PfPdx1 zeigten IC50-

Werte von 10,4 µM (4PEHz) und 138 µM (EHz) auf das Wachstum von Plasmodien. 

Die hier identifizierten selektiv auf Plasmodien wirkenden Komponenten sind deut-

lich potenter in ihrer Wirkung als EHz und vergleichbar mit 4PEHz. 

 

 

4.3. Die inhibitorische Wirkung von Auranofin 

 

Zusätzlich zu den Komponenten aus dem HT-Screen wurde Auranofin auf seine inhi-

bitorische Aktivität gegen die PLP-Synthase, sowie gegen das Plasmodienwachstum 

untersucht.  

Die im Zuge dieser Arbeit durchgeführten Versuche zeigen, dass Auranofin in der La-

ge ist, PfPdx2, eines der beiden Schlüsselenzyme der de novo Vitamin B6-Synthese von 

Plasmodium falciparum, und auch die Aktivität des Gesamtkomplexes zu inhibieren. 

Auf die Aktivität des PfPdx1 zeigte es keine Wirkung. Der IC50-Wert betrug 6,5 µM im 

PfPdx2-Aktivitätsassay. Im Vergleich dazu berichteten Song et al. (2012) von IC50-

Werten von 0,5 nM auf die SjTGR und 6,9 nM auf die SjTrxR von Schistosoma japoni-

cum. Ähnlich niedrige Werte für die Inhibierung der SmTGR (IC50 = 7 nM) und die 

SmTrxR (IC50 = 20 nM) von Schistosoma mansoni wurden von Kuntz et al. (2007) pub-

liziert und Debnath et al. (2012) beobachteten einen IC50-Wert von 0,4 µM auf die 

EhTrxR von Entamoeba histolytica. Die IC50-Werte auf die Aktivität von TGR und TrxR 

sind etwa um eine Größenordnung geringer als auf PfPdx2. Es müsste jedoch unter-

sucht werden, ob auch die homologen Enzyme in Plasmodium falciparum deutlich 

potenter durch Auranofin gehemmt werden. Somit ist anzunehmen, dass Pdx2 nicht 
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das Hauptangriffziel von Auranofin in Plasmodium falciparum darstellt, sondern dass 

vermutlich auch andere Stoffwechselvorgänge betroffen sind. 

Im 3H-Hypoxanthineinbautest mit dem Plasmodienstamm 3D7 wurde ein IC50-Wert 

von 2,8 µM ermittelt. Die in der Literatur beschriebenen IC50-Werte auf das Wachs-

tum verschiedener parasitärer Würmer, wie Schistosoma japonicum von 3,8 µM [Song 

et al., 2012], Schistosoma mansoni von 5 µM [Kuntz et al., 2007], sowie von 2,5 µM auf 

das Wachstum des Hundebandwurms Echinococcus granulosus [Bonilla et al., 2008], 

liegen somit im gleichen Bereich wie die Wirkung auf Plasmodium falciparum. Deb-

nath et al. (2012) publizierten einen deutlich niedrigeren IC50 von 0,5 µM auf das 

Wachstum eines anderen Protozoon Entamoeba histolytica. Auch der von Sannella et 

al. (2008) ermittelte IC50-Wert von Auranofin auf das Wachstum von 3D7 mit 142 nM 

ist etwa 20-mal geringer als der hier ermittelte Wert, was sich auf unterschiedliche 

Assaybedingungen zurückführen lässt. Sannella et al. (2008) führten zur Bestimmung 

des IC50-Wertes einen pLDH-Aktivitätsassay durch, dieser Assay zeigt im Vergleich 

zum 3H-Hypoxanthin-Einbautest nur eine geringe Sensitivität [Noedl et al., 2003]. 

Ebenso fällt anhand der von Sannella et al. (2008) publizierten Grafik auf, dass diese 

keinen typisch sigmoidalen Verlauf zeigt und kein Plateau bei 100 % Viabilität auf-

weist. Demzufolge ist der hier ermittelte IC50-Wert von 2,8 µM zuverlässiger. 

Auranofin gilt als Wirkstoff mit einem besonders sicheren toxikologischen Profil und 

guten pharmakologischen Eigenschaften [Sannella et al., 2008]. Beim therapeutischen 

Einsatz von Auranofin im Menschen beträgt die stationäre mittlere Goldkonzentrati-

on im Blut nach oraler Einnahme etwa 3,5 µM [Debnath et al., 2012]. Diese Menge 

führt beim Menschen nicht zu unakzeptablen Nebenwirkungen. Der hier ermittelte 

IC50-Wert auf das Plasmodienwachstum ist etwa vergleichbar mit diesem Wert, wo-

durch theoretisch keine Toxizität auftreten sollte. Im Zytotoxizitätsassay mit Aurano-

fin auf HepG2-Zellen wurde jedoch ein IC50-Wert von 3,5 µM ermittelt. Der niedrige 

IC50-Wert auf die humane Hepatom-Zelllinie HepG2, ergibt sich daraus, dass Aurano-

fin die TrxR nicht nur bei Parasiten, sondern auch bei Säugetieren, und damit auch bei 

HepG2-Zellen inhibiert, wodurch die intrazelluläre Redoxbalance gestört und oxidati-

ver Stress ausgelöst wird [Lu et al., 2007; Yoo et al., 2006], was zur Zytotoxizität führt. 

Anhand dieses Versuchs wird deutlich, dass ein grundlegendes Problem bei Zytotoxi-

zitätstests mit Zellkulturen darin besteht, dass sich einzelne Zellen anders verhalten 

als ein Zellverband oder ein Organismus und dass auf diese Weise ermittelte Daten 
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keinen direkten Rückschluss auf das toxikologische Profil einer Substanz im mensch-

lichen Körper erlauben. 

 

 

4.4. Selektivität der Komponenten gegen die plasmodiale de novo Vita-

min B6-Synthese 

 

Die Selektivität eines inhibierenden Wirkstoffs für ein bestimmtes Zielmolekül ist 

entscheidend für dessen sicheren Einsatz und die Vermeidung unerwünschter Ne-

beneffekte. Um die Selektivität der Komponenten 14-M und 19, sowie von Auranofin 

auf die Enzyme Pdx1 und Pdx2 in vivo näher zu untersuchen, wurde mit dem transge-

nen Plasmodienstamm 3D7-PfPdx1-Strep/PfPdx2-Myc-BSD-WR gearbeitet. Dieser 

zeigt eine Überexpression der beiden Enzyme PfPdx1 und PfPdx2 [Knöckel et al., 

2012]. Es wurde vermutet, dass der Parasit aufgrund der Expression zusätzlicher En-

zymkopien eine erhöhte Resistenz gegenüber den untersuchten Substanzen zeigt. 

Jedoch zeigten die 3H-Hypoxanthineinbautests auf den überexprimierenden Plasmo-

dienstamm 3D7-PfPdx1-Strep/PfPdx2-Myc-BSD-WR keinen deutlichen Unterschied 

in der Sensitivität gegen die drei untersuchten Substanzen zum Plasmodienstamm 

3D7-pARL-BSD-WR. Daher liegt die Schlussfolgerung nah, dass die Komponenten 14-

M und 19 unspezifisch sind und neben der PLP-Synthese auch andere Stoffwechsel-

vorgänge beeinflusst werden. Auranofin zeigt auf das Wachstum von 3D7-PfPdx1-

Strep/PfPdx2-Myc-BSD-WR einen IC50-Wert von 1,9 µM. Dieser ist geringer, als der 

IC50-Wert auf das Wachstum von 3D7-pARL-BSD-WR von 2,5 µM. Die Ursache dafür 

ist im Verlauf der Dosis-Wirkungskurve zu suchen. Die Kurve für die überexprimie-

rende Zelllinie zeigt besonders im Bereich von 20 bis 60 % Viabilität starke Schwan-

kungen, wodurch der IC50-Wert verfälscht sein könnte. Aus diesem Grund kann auch 

für Auranofin davon ausgegangen werden, dass im 3H-Einbautest kein signifikanter 

Unterschied zwischen beiden Zelllinien besteht.  

Die mangelnde Spezifität von Auranofin gegen die PLP-Synthese könnte anhand der 

bereits bekannten Wirkung von Auranofin auf die Thioredoxenzyme TGR und TrxR 

anderer parasitärer Organismen [Sannella et al., 2008] erklärt werden. Dies müsste 

jedoch erst für die plasmodialen Enzyme untersucht werden. 
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Um den Effekt von Auranofin auf den überexprimierenden Parasiten und die Kon-

trollzelllinie über einen längeren Zeitraum untersuchen zu können, wurden für beide 

Parasitenstämme Wachstumskurven über einen Zeitraum von 120 Stunden erstellt. 

Dabei wurde mit 0,2 µM Auranofin, dies entspricht einem Zehntel des hier ermittelten 

IC50-Wertes auf den Plasmodienstamm 3D7, gearbeitet. Es stellte sich heraus, dass 

das Wachstum des überexprimierenden Plasmodienstamms signifikant (p < 0,0001) 

vom Wachstum der Kontrollzelllinie abweicht. Daraus lässt sich schließen, dass der 

überexprimierende Plasmodienstamm resistenter gegenüber Auranofin ist und somit 

die Inhibierung des Plasmodienwachstums nicht allein auf der Inhibierung der En-

zyme PfTrxR und PfTGR beruht, sondern auch auf der Inhibierung von PfPdx1 und 

PfPdx2 zurückzuführen ist. 

Spezifität und Selektivität eines potentiellen Wirkstoffes sind entscheidende Faktoren 

für dessen Anwendung. Als Spezifität wird die Fähigkeit einer inhibierenden Sub-

stanz, ein bestimmtes Zielmolekül zu hemmen, definiert, während die Selektivität als 

die Fähigkeit gilt, ein Zielmolekül innerhalb eines bestimmten Organismus zu hem-

men [Mencher & Wang, 2005]. Bei der Entwicklung eines Wirkstoffs muss dieser so 

spezifisch wirken, dass die Therapie erfolgreich und die Nebenwirkungen vertretbar 

sind. Bei Enzyminhibitoren ist es daher, um Nebeneffekte auszuschließen, erwünscht, 

dass diese nur ein Enzym spezifisch hemmen. Anhand der Spezifität und Selektivität 

eines Wirkstoffs kann jedoch kein abschließender Rückschluss auf die Eignung oder 

Nichteignung des Wirkstoffs für die Therapie gezogen werden. In manchen fällen ist 

gerade die ausgewogene Beeinflussung mehrerer molekularer Ziele entscheidend für 

einen Therapieerfolg. Eine Einschätzung des therapeutischen Wertes einer Substanz 

ist nur anhand klinischer und prä-klinischer, sowie späterer Langzeiterfahrung im 

Therapieeinsatz möglich [Böhm et al., 1996]. 
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4.5. Ausblick 

 

In kommenden Versuchen, sollte unbedingt untersucht werden, ob die Wachstums-

kurven mit den beiden Plasmodienstämmen 3D7-PfPdx1-Strep/PfPdx2-Mcy-BSD-WR 

und 3D7-pARL-BSD-WR reproduzierbar sind. Es wäre ebenso sinnvoll, diesen Ver-

such mit den Komponenten 14-M, 15, 16, 18, 19, 20 und 27 zu wiederholen, da Aura-

nofin zwar keinen unterschiedlichen Effekt im radioaktiven Assay zeigte, aber einen 

deutlichen Unterschied bei der Wachstumskurve. Besonders die Komponenten 14-M, 

16, 18, 19 und 27 scheinen aufgrund ihrer starken Wirkung auf Plasmodien und dem 

geringeren Einfluss auf das Wachstum der humanen Hepatom-Zelllinie HepG2 viel 

versprechende Wirkstoff-Kandidaten zu sein. Eine Struktur-Funktionsanalyse für 

diese Substanzen ist geplant. In einem nächsten Schritt sollen die wirksamen Kompo-

nenten am Swiss Tropical and Public Health Institute im Mausmodell auf ihre Wirk-

samkeit in vivo untersucht werden. Sollten einige der Komponenten positiv gegen den 

Malariaparasiten wirken, ohne die Maus zu beinträchtigen, könnten weiterführende 

Studien angestrebt werden. 

Die hier identifizierten Komponenten dienen als Leitstrukturen. Mittels in silico Ver-

fahren könnten die Strukturen pharmakologisch angepasst und optimiert werden, um 

auf diese Weise wirksamere und selektivere Inhibitoren synthetisieren zu können. 

Diese müssten dann wiederum sowohl auf ihre Wirkung gegen die plasmodialen En-

zyme, als auch gegen Plasmodien getestet werden. 
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A. Übersichtstabelle der Restaktivitäten und IC50-Werte 

 

Die nachfolgende Tabelle zeigt die Mittelwerte der ermittelten Restaktivitäten von 

Pdx1, Pdx2 und der PLP-Synthase unter Einfluss der getesteten Substanzen, sowie die 

jeweiligen Standardabweichungen. Weiterhin sind die errechneten IC50-Werte auf das 

Wachstum von HepG2-Zellen und Plasmodien aufgeführt. 

 

Tabelle 12: Übersicht über die Mittelwerte der Restaktivitäten und IC50-Werte aus den ver-

schiedenen Assays. 

 

  Restaktivität [%]  IC50 [µM] 

  Pdx2 Pdx1 PLP-Synthase  HepG2 3D7 

Sigma Au 1,5 ± 0,3 91,0 ± 5,8 32,7 ± 4,9  3,5 ± 0,6 2,8 ± 0,5 

Oxeltis 1 107,5 ± 10,0 90,3 ± 7,9 95,0 ± 13,2  - - 

Oxeltis 2 108,5 ± 8,0 92,3 ± 9,2 96,0 ± 5,3  - - 

Oxeltis 3 104,1 ± 5,5 90,3 ± 5,5 95,3 ± 15,9  - - 

Oxeltis 4 99,2 ± 4,0 87,3 ± 7,8 76,7 ± 7,8  - - 

Oxeltis 5 104,0 ± 6,0 91,3 ± 9,1 96,3 ±5,0  - - 

Oxeltis 6 102,5 ± 6,9 94,3 ± 7,6 86,3 ± 5,7  - - 

Oxeltis 7 103,1  ± 12,8 96,0 ± 9,0 84,7 ± 7,4  - - 

Oxeltis 8 102,1 ± 6,4 92,3 ± 8,1 84,0 ± 8,8  - - 

Oxeltis 9 101,0 ± 13,2 92,3 ± 5,7 104,0 ± 6,9  - - 

Oxeltis 10 95,5 ± 11,1 91,3 ± 7,9 86,0 ± 3,0  - - 

Oxeltis 11 104,2 ± 10,7 93,3 ± 7,6 93,3 ± 7,6   >300 * - 

Oxeltis 12 106,0 ± 11,4 95,5 ± 6,4 91,7 ± 6,8   >300 * - 

Oxeltis 13 104,0 ± 15,0 97,3 ± 4,6 94,0 ± 7,8   >300 * - 

Oxeltis 14-O 95,4 ± 16,8 97,8 ± 6,2 95,3 ± 7,5  107,7 ± 15,8 - 

Molport 14-M 3,2 ± 0,4 65,0 ± 10,2 60,3 ± 10,5  92,4 ± 10,6 5,7 ± 0,3 

Molport 15 3,4 ± 0,5 32,3 ± 3,2 39,8 ± 4,9  13,2 ± 1,9 9,2 ± 1,6 

Molport 16 83,1 ± 10,8 100,0 ± 7,7 91,3 ± 9,7  123,5 ± 14,6 7,8 ± 0,6 

Oxeltis 17 83,7 ± 3,7 97,8 ± 4,1 92,7 ± 6,7   >300 * - 

Molport 18 103,1 ± 11,8 79,4 ± 8,6 ** 63,0 ± 9,6 **   >300 * 59,1 ± 10,8 

Molport 19 15,0 ± 2,0 71,0 ± 7,3 53,0 ± 10,2   >300 * 6,8 ± 0,5 

Molport 20 1,5 ± 0,2 78,8 ± 2,9 44,7 ± 4,9  41,5 ± 3,1 46,7 ± 6,8 

Oxeltis 21 96,5 ± 4,5 102,8 ± 8,8 88,3 ± 2,9   >300 * - 

Molport 22 11,5 ± 1,0 98,0 ± 9,3 86,0 ± 5,3   >300 *  > 100 * 

Molport 23 48,2 ± 0,4 89,5 ± 5,1 80,7 ± 4,5   >300 *  > 100 * 

Oxeltis 24 94,3 ± 79,7 ** 56,7 ± 18,5 ** -34,0 ± 14,1 **  195,2 ± 10,9 - 

Oxeltis 25 103,8 ± 8,3 103,8 ± 9,4 97,0 ± 6,0  37,9 ± 3,3 - 

Oxeltis 26 103,5 ± 10,9 96,0 ± 5,7 103,0 ± 4,4   >300 * - 

Molport 27 51,5 ± 7,9 97,3 ± 7,7 96,3 ± 3,1   >300 * 12,6 ± 0,6 
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  Restaktivität [%]  IC50 [µM] 

  Pdx2 Pdx1 PLP-Synthase  HepG2 3D7 

Evotec E1 13,3 ± 2,4 94,2 ± 13,1 43,3 ± 22,0  4,6 ± 0,7 0,4 ± 0,1 

Evotec E2 8,7 ± 1,7 87,6 ± 8,5 36,0 ± 6,1  5,8 ± 0,6 0,4 ± 0,1 

Evotec E3 12,0 ± 2,5 91,5 ± 11,4 69,7 ± 12,7  2,4 ± 0,5 0,6 ± 0,1 

Evotec E4 24,6 ± 4,7 92,1 ± 4,7 81,7 ± 6,0  15,3 ± 1,3 1,3 ± 0,3 

Evotec E5 13,3 ± 1,9 97,1 ± 12,2 83,0 ± 10,0  7,7 ± 1,1 1,0 ± 0,1 

Evotec E6 21,5 ± 9,8 92,5 ± 10,4 46,0 ± 31,5  6,0 ± 1,0 0,7 ± 0,1 

Evotec E7 10,2 ± 1,9 95,5 ± 3,9 88,0 ± 14,5  14,8 ± 0,9 1,5 ± 0,3 

Evotec E8 14,6 ± 1,1 90,9 ± 5,1 83,7 ± 11,9  7,8 ± 1,6 1,1 ± 0,2 

Evotec E9 15,5 ± 1,9 96,3 ± 7,4 78,0 ± 7,0  15,3 ± 0,7 1,7 ± 0,3 

Evotec E10 14,9 ± 1,5 94,7 ± 13,0 83,3 ± 7,1  5,6 ± 0,8 0,9 ± 0,2 

*    
** 

Im untersuchten Konzentrationsbereich konnte kein IC50-Wert ermittelt werden. 
Eigenabsorption der Komponenten interferiert mit der Detektion von APADH/PLP. 
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B. Dosis-Wirkungskurven und IC50-Werte der Zytotoxizität der HTS-

Komponenten auf HepG2-Zellen 

 

In der nachfolgenden Abbildung sind die Dosis-Wirkungskurven der Komponenten 

dargestellt, die auf PfPdx1, PfPdx2, die PLP-Synthase oder auf Plasmodien keine aus-

reichende Inhibierung gezeigt haben. Anhand dieser Kurven wurden die in Tabelle 12 

gezeigten IC50-Werte auf das Wachstum der HepG2-Zellen berechnet. 
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Abbildung 30: Grafische Darstellung der Dosis-Wirkungskurven der inhibitorisch aktiven HTS-

Komponenten und Auranofin auf das Wachstum von HepG2-Zellen.  

Dargestellt ist jeweils die Viabilität über die logarithmierte Konzentration (n = 3).  
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C. Absorptionsspektren aus den drei Enzymaktivitätsassays 

 

Um eine ggf. auftretende Eigenabsorption der getesteten Substanzen bei der Bewer-

tung der erhaltenen Ergebnisse berücksichtigen zu können, wurden Absorptions-

spektren aufgezeichnet, in denen der Reaktionsansatz/gehemmte Reaktion (●), die 

Negativkontrolle/Hintergrund (●) und eine Positivkontrolle/ungehemmt Reaktion 

(●) zu sehen sind. Nachfolgend sind repräsentative Spektren für die drei durchge-

führten Enzymassays und die einzelnen getesteten Substanzen aufgeführt. 

Es wurden jeweils 80 µM der HTS-Komponente verwendet. Dazu kamen im Glutami-

nase-Aktivitätsassay 10 mM Glutamin, 15 µg Pdx1 und 15 µg Pdx2. Das Gesamtvolu-

men betrug 300 μl. Im Pdx1-Aktivitätsassay wurden zusätzlich zur HTS-Komponente 

200 µg Pdx1, 0,5 mM R5P, 0,5 mM G3P, 20 mM NH4Cl und 100 mM Puffer W verwen-

det. Das Gesamtvolumen betrug 250 μl. Beim PLP-Synthase-Aktivitätsassay wurden 

zusätzlich zu HTS-Komponente 100 µg Pdx1, 100 µg Pdx2, 10 mM Glutamin, 0,5 mM 

R5P, 0,5 mM G3P und 100 mM Puffer W gemischt und mit dH2O auf 250 µl aufgefüllt.  
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XXIX 

Eidesstattliche Erklärung 
 

Hiermit versichere ich, dass ich die vorliegende Master Thesis ohne fremde Hilfe 

selbstständig verfasst und nur die angegebenen Quellen und Hilfsmittel verwendet 

habe. Wörtlich oder dem Sinn entsprechende aus anderen Werken entnommene Stel-

len sind unter Angabe der Quellen kenntlich gemacht. Weiterhin bestätige ich, dass 

diese Arbeit nicht bereits in einem anderen Prüfungsverfahren vorgelegt wurde. 
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