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1 EINLEITUNG 

 

1.1 Malaria 

 

Die durch den parasitischen Protozoen der Gattung Plasmodium hervorgerufene 

Malaria ist eine der am weitesten verbreiteten Infektionserkrankungen und stellt mit 

jährlich 500 Millionen erkrankten Menschen die bedeutendste humanpathogene 

Parasitenerkrankung dar. Schätzungen der Weltgesundheitsorganisation (WHO) 

zufolge sterben jedes Jahr zwischen 1,4 und 2,6 Millionen Menschen an dieser 

Krankheit, wobei vor allem Kinder im Alter bis zu fünf Jahren betroffen sind. Somit 

gehört Malaria - zusammen mit AIDS und Tuberkulose - zu den Krankheiten mit den 

weltweit meisten Todesfällen (White, 1996; Butler 1997). Etwa ein Drittel der 

Weltbevölkerung lebt in Gebieten, in denen diese Krankheit endemisch vorkommt, 

wobei besonders die Regionen der Tropen und Subtropen betroffen sind (Abb. 1). 

Mehr als 90% der Krankheits- und Todesfälle an Malaria treten in Afrika auf. 

Ausgedehnte Malariagebiete gibt es des Weiteren in Brasilien und den 

angrenzenden Ländern Südamerikas, seltener in Mittelamerika sowie in Haiti und 

den benachbarten Gebieten der Dominikanischen Republik in der ansonsten 

malariafreien Karibik. Im vorderen Orient findet sich die Malaria nur vereinzelt; 

Malariagebiete erstrecken sich aber von Pakistan über China und Südostasien bis in 

den pazifischen Raum hinein (WHO 2004; www.who.int/en/). Gegenüber den 

weltweit hohen Malariazahlen nehmen sich die etwa 1000 Fälle, die jährlich in 

Deutschland gemeldet werden, gering aus (WHO 2002). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 1: Verbreitung der Malaria (Quelle: WHO, "World Resources 1998-1999") 
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1.2 Plasmodium falciparum   

 

1.2.1 Systematische Stellung von P. falciparum 

 

P. falciparum gehört zum Unterreich der Protozoen (Einzeller). Dieser Begriff umfasst 

keine natürliche Gruppe, sondern stellt eine willkürlich aus der Vielfalt der einzelligen 

Eukaryoten herausgehobene Ansammlung von Einzellern dar, die sich heterotroph 

ernähren. In dem Unterstamm der Apicomplexa, dem auch P. falciparum zu-

gerechnet wird, sind ausschließlich Endoparasiten vertreten; neben P. falciparum 

werden den Apicomplexa unter anderem auch Toxoplasma gondii, als Erreger der 

Toxoplasmose ein bedeutender Parasit von Mensch und Wirbeltieren, sowie Eimeria 

tenella, Verursacher einer letalen Darminfektion bei Hühnervögeln, zugerechnet. Der 

Begriff „Apikomplexa“ leitet sich von dem Vorhandensein eines apikal liegenden 

Invasionskomplexes ab, der aus Rhoptrien, Mikronemen, Conoid, Dense granules 

und weiteren verschiedenen Organellen besteht. 

Ihrem Entwicklungszyklus liegt ein haplo-homophasischer Generationswechsel mit 

ungeschlechtlicher Schizogonie, geschlechtlicher Gamogonie und ungeschlechtlicher 

Sporogonie zugrunde. In diesem Entwicklungszyklus stellt die Zygote das einzige 

diploide Stadium dar; der Generationswechsel ist an einen Wirtswechsel gebunden. 

Die weitere systematische Einteilung von P. falciparum ergibt sich aus der 

Zugehörigkeit zur Familie der Plasmodiidae und der Gattung Plasmodium. Etwa 160 

Arten sind beschrieben worden, von denen vier humanpathogen sind, nämlich neben 

P. falciparum als Erreger der Malaria tropica noch P. vivax (Malaria tertiana), P. ovale 

(Malaria tertiana) und P. malariae (Malaria quartana) (Lucius und Loos-Frank, 1997). 

P. vivax verursacht etwa 40% aller Malariafälle, P. falciparum ist für weitere 50% und 

auch den größten Teil der Todesfälle verantwortlich. 

 

Stamm:  Alveolata 

Unterstamm:  Apikomplexa 

Klasse:   Haematozoea (Aconoidasida) 

Ordnung:   Haemosporida 

Familie:  Plasmodiidae 

 

Abb. 2: Systematische Einordnung der Gattung Plasmodium (Westheide und Rieger, 1996). 
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1.2.2 Entwicklungszyklus von P. falciparum 

 

Der Entwicklungszyklus von P. falciparum verläuft als sexueller Prozess in der Mücke 

der Gattung Anopheles, die asexuellen Vermehrungsschritte erfolgen im Menschen 

(Abb. 3). Mit dem Stich einer weiblichen Mücke werden die infektiösen Stadien der 

Plasmodien, die Sporozoiten, in die Kapillaren des Menschen übertragen. Pro 

Blutmahlzeit gelangen 8-15, in einigen Fällen bis zu 100 Sporozoiten in den Kreis-

lauf des Wirtes. Die Sporozoiten sind 10-15 µm lang und haben eine schlanke, 

langgestreckte Erscheinungsform. Ihr Weitertransport erfolgt über das Blut oder die 

Lymphe. Nach etwa 45 Minuten müssen die Sporozoiten die Leberparenchymzellen 

erreicht haben, um nicht vom Immunsystem des Wirtes aus dem Kreislauf entfernt zu 

werden. Nach der Invasion der Parenchymzellen sind die Sporozoiten in einer 

sogenannten parasitophoren Vakuole eingeschlossen. Sie runden sich nach dem 

Eindringen in die Leberzellen zu etwa 3 µm großen Formen ab, wachsen zu ein-

kernigen Trophozoiten heran, durchlaufen eine Vielzahl von Mitosen und bilden so 

vielkernige 30-70 µm großen Leberschizonten (präerythrozytäres Stadium). Diese 

Schizonten können bei P. vivax und P. ovale als Hypnozoiten Monate bis Jahre in 

ihrer Entwicklung ruhen und erst dann in die Vermehrungsphase eintreten. Der reife 

Schizont zerfällt zu Merozoiten, wobei pro Schizont 10000-30000 ca. 1 µm große 

Merozoiten gebildet werden können. Die Merozoiten gelangen ins Blut und heften 

sich über spezifische Rezeptoren an Erythrozyten, dringen in diese ein und werden 

dort wiederum in eine parasitophore Vakuole eingeschlossen. Nach der Invasion der 

Erythrozyten durch die Merozoiten besteht der Parasit zunächst aus einer 

Plasmablase mit zentraler Nahrungsvakuole und einem randständigen Kern. Dem 

mikroskopischen Eindruck Giemsa-gefärbter Präparate entsprechend wird dieses 

Stadium als Ringstadium bezeichnet. (Abb. 4). Während der erythrozytären 

Schizogonie entwickeln sie sich über diese einkernige Ringform (0-16 h post 

infection (p.i.)) und einen einkernigen, runden oder bandförmigen amöboiden 

Trophozoiten (16-32 h p.i.) zum mehrkernigen, reifen Schizonten (32-48 h p.i.). Er ist 

im Regelfall 8- bis 16-kernig. Nach dem Platzen des Schizonten werden neue 

Merozoiten frei, die erneut Erythrozyten befallen. In den Nahrungsvakuolen der 

Parasiten bleibt als unlösliches Abbauprodukt des Hämoglobins das Malariapigment 

Hämozoin zurück, ein mit Proteinen assoziiertes Polymer des Häms. 
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Abb. 3: Lebenszyklus von P. falciparum. Nach Übertragung der infektiösen Sporozoiten erfolgt in den 

humanen Leberparenchymzellen die exoerythrozytäre Schizogonie. Merozoiten gelangen ins Blut, 

dringen in Erythrozyten ein und durchlaufen dort die erythrozytäre Schizogonie. Nach einigen Zyklen 

differenzieren sich Mikro- und Makrogametozyten, die von Anopheles aufgenommen werden. Im 

Mückendarm entwickeln sich die Gametozyten zu Mikro- und Makrogameten, die sich zu einer Zygote 

vereinigen. Als Ookinet durchwandert sie die Darmzellen und entwickelt sich an der Außenseite 

zwischen Basallamina und Zellwand zur Oozyste. Nach der Sporogonie werden mit dem Platzen der 

Oozyste Sporozoiten frei, die über die Hämolymphe zur Speicheldrüse wandern. Dort sammeln sie 

sich in Sekretvakuolen und können bei der nächsten Blutmahlzeit der Mücke wieder übertragen 

werden (nach Vickerman und Cox, 1967). 
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Nach mehreren Tagen oder Wochen differenzieren sich einige Merozoiten zu Mikro- 

und Makrogametozyten, die von Anopheles während der Blutmahlzeit aufgenommen 

werden. Diese Gametozyten sind bei P. falciparum halbmondförmig, haben bei den 

meisten anderen Arten jedoch eine runde Gestalt. Im Mückendarm entwickeln sich 

die Gametozyten zu Mikro- und Makrogameten. Während hierbei nur je ein 

Makrogamet entsteht, bildet ein Mikrogametozyt durch die sogenannte Exflagellation 

bis zu 8 begeißelte Mikrogameten. Die Mikro- und Makrogameten vereinigen sich im 

Magen der Mücke zu einer eiförmigen motilen Zygote (Ookinet) mit einer Länge von 

18-24 µm. Der Ookinet durchwandert die Darmzellen und entwickelt sich an der 

Außenseite zwischen Basallamina und Zellwand zur Oozyste. Die Oozysten 

schließlich wachsen bis zu einer Größe von 80 µm heran und sind von einer dünnen 

Schicht fibrillären Materials umgeben. Im Anschluss erfolgt die Sporogonie; nach 

einer Meiose und aufeinanderfolgenden Mitosen entstehen etwa 1000 Sporozoiten. 

Anschließend folgt die Differenzierung der Sporozoiten, die beim Platzen der 

Oozyste freiwerden und über die Hämolymphe zur Speicheldrüse wandern. Sie 

sammeln sich in den Sekretvakuolen und können bei der nächsten Blutmahlzeit der 

Mücke wieder übertragen werden (Lucius und Loos-Frank, 1997).  

 

A                                           B                                            C 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 4: Entwicklungsstadien von P. falciparum. A) Ringstadien, B) Trophozoiten, C) Schizonten 

 

 

 

 

 



 - 6 - EINLEITUNG 

1.2.3 Klinisches Bild der Malaria 

 

Die klinischen Zeichen der Malaria sind oft unspezifisch; beim Freisetzen der 

Merozoiten aus den Erythrozyten treten Fieber, Schüttelfrost sowie Kopf- und 

Gliederschmerzen auf. Diese Symptome werden durch ein Toxin verursacht, welches 

die Makrophagen zu der Sekretion von Cytokinen (tumor necrosis factor-α, TNF-α) 

und Interleukin-1 induziert (Kern et al., 1992; Day et al., 1999; Maitland und Marsh, 

2004). Weitere für eine P. falciparum-Infektion spezifische Komplikationen sind 

Anämie, zerebrale Malaria, Nierenversagen, akuter Blutzucker-Abfall und Lungen-

ödeme (Miller et al., 1994). Eine gravierende Ursache für die hohe Zahl an 

Todesfällen bei Infektionen mit P. falciparum ist die Eigenschaft des Parasiten, 

bestimmte Proteine an die Oberfläche ihrer Wirtserythrozyten zu transportieren, die 

zum einen eine Agglutinierung der Erythrozyten, zum anderen eine Adhäsion an 

Endothelzellen bewirken. Letzteres resultiert daraus, dass P. falciparum an der 

Oberfläche befallener Erythrozyten die Bildung kleiner, in der Erythrozytenmembran 

liegender Höcker induziert, die nur elektronenmikroskopisch sichtbar sind. Diese 

sogenannten „knobs“ bilden ein Parasiten-Antigen - das „erythrocyte membrane 

protein“ (PfEMP1) - aus und enthalten vom Parasiten produzierte Adhäsionsproteine, 

mit deren Hilfe befallene Erythrozyten an die Endothelien von Kapillaren 

(Cytoadhärenz) und an andere Erythrozyten (Rosettenbildung) binden. Zum einen 

befinden sich dadurch ältere Trophozoiten und Schizonten nicht mehr frei im Blut, 

zum anderen bilden sich an den Kapillaren oft Klumpen von Blutkörperchen; dieser 

Rückzug aus dem zirkulierenden Blut bewirkt, dass befallene Erythrozyten nicht die 

Milz passieren, wo sie wahrscheinlich aussortiert und zerstört werden würden (Lucius 

und Loos-Frank, 1997). Das Festsetzen der Erythrozyten an den Kapillarwänden 

führt zu einer Sequestration von roten Blutkörperchen in den Mikrokapillaren, die 

Erythrozyten verklumpen und die Gefäße verstopfen. Hieraus folgen wiederum die 

Mikrozirkulationsstörungen und die hypoxischen Schäden im Gewebe; die 

Verstopfung kleiner Kapillaren unter anderem in Lunge und Gehirn kann Symptome 

wie Ödembildungen oder zerebrale Malaria verursachen (White, 1996).  

Während das Fieber bei der Malaria tropica in unregelmäßigen Abständen auftritt, 

können die Fieberschübe durch eine strenge Synchronisation des Parasitenzyklus 

bei der Malaria tertiana alle 48 Stunden und bei der Malaria quartana alle 72 Stunden 

auftreten. Die Merozoiten von P. falciparum befallen Erythrozyten aller Altersstufen; 
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P. vivax hingegen bevorzugt Reticulozyten, so dass maximal etwa 2% der 

Blutkörperchen befallen sind. Die Merozoiten von P. malariae schließlich befallen nur 

reife Erythrozyten; meist sind weniger als 1% der Blutkörperchen befallen. 

 

 

1.2.4 Bekämpfung der Malaria 

 

Hinsichtlich der Malariabekämpfung sind zwei Ansätze von Bedeutung: zum einen 

das Vorgehen gegen den Parasiten im Endwirt, zum anderen die Vektorkontrolle in 

den Gebieten, in denen die Krankheit verbreitet ist. Für die medikamentöse 

Behandlung der Malaria stehen verschiedene, aus Naturstoffen gewonnene 

Verbindungen oder synthetische Chemotherapeutika zur Verfügung. Ein großes 

Problem der chemotherapeutischen Behandlung der Malaria ist jedoch, dass die 

Plasmodien gegen alle Medikamente Resistenzen entwickelt haben.  

Bestimmte Charakteristika eines Medikaments führen bevorzugt zu der Entwicklung 

von Resistenzen; wesentliche Gründe sind eine lange Halbwertszeit und eine 

schlechte Relation von eingesetzter Konzentration und erzieltem Effekt. Mutationen 

im Genom des Parasiten vermitteln darüber hinaus eine Reduzierung der 

Sensitivität. Resistenzen werden am häufigsten in P. falciparum beobachtet; auch in  

P. vivax sind sporadische Fälle von Resistenz bekannt. 

Die Malariabekämpfung im Rahmen der Vektorkontrolle beschränkte sich zunächst 

hauptsächlich auf den Einsatz von Insektiziden; auch hier schränken Resistenz-

entwicklungen der Mücken gegen die Insektizide die Einsatzmöglichkeiten ein. 

Biologische Kontrollmethoden wie etwa der Einsatz Mückenlarven-fressender Fische 

der Gattung Gambusia (Storch und Welsch, 1991) oder der larvenabtötenden 

Bakterien Bacillus thuringiensis israelensis oder B. sphaericus (Mittal, 2003; Frederici 

et al., 2003) zeigten bisher nur in begrenzten Gebieten Erfolg. Eine effektivere 

Methode stellt die massive Verwendung von Moskitonetzen dar (WHO, 2005). 

Aktuelle Forschungsansätze auf dem Gebiet der molekularen Entomologie zielen 

darauf ab, den Vektororganismus genetisch so zu manipulieren, dass sich keine 

Plasmodien mehr in ihm entwickeln können.  
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1.2.5 Medikamente gegen Malaria 

  

Quinin, ein Alkaloid aus der Rinde des in Peru heimischen Cinchona-Baumes, wird 

bereits seit Jahrhunderten zur Behandlung von Malaria eingesetzt; es wirkt auf die 

erythrozytären Formen aller Plasmodien. Da es auf die exoerythrozytären Formen 

wenig Einfluss hat, ist seine Wirkung als Prophylaktikum nur ungenügend (Lang, 

1993). Quinin bleibt sogar nach umfangreichem Gebrauch relativ effektiv; Berichte 

über eine Resistenz gegen Quinin sind selten, obwohl Fälle aus Thailand und 

Ostafrika bekannt sind (Brockman et al., 2000; Ndong et al., 2003). Der 

Mechanismus der Resistenzentwicklung ist noch unklar (Le Bras und Durand, 2003). 

Das 1937 entwickelte Chloroquin, ein Quinolinderivativ (4-Aminoquinolin), 

akkumuliert in der parasitophoren Vakuole (Yayon et al., 1984; Fitch, 2004) und 

hemmt dort die Häm-Polymerisation (Chou und Fitch, 1980; Dorn et al., 1998; Leed 

et al., 2002; De Dios, 2003). Das Resultat ist eine Anhäufung von freiem Häm, 

welches die Membran zerstört, die Enzyme des Hämoglobinabbaus inaktiviert und 

zum Tod des Parasiten führt (Fitch et al., 1982; Fitch et al., 1983; Olliaro und 

Goldberg, 1995). Seit den frühen sechziger Jahren nimmt die Sensitivität der 

Parasiten gegenüber Chloroquin jedoch ab; die Resistenz breitete sich Ende der 

fünfziger bzw. anfangs der sechziger Jahren ausgehend von den beiden Zentren 

Kolumbien und Thailand aus (Payne, 1987). Seitdem hat sich die Resistenz gegen 

dieses Medikament weltweit etabliert. Mit hoher Wahrscheinlichkeit wird die 

Resistenz durch Mutationen der Gene Pfmdr1 (multidrug resistance gene) und Pfcrt 

(chloroquine resistance locus) vermittelt (Le Bras, 1999; Le Bras und Durand, 2003; 

Sanchez et al., 2005); diese Mutationen korrelieren mit einem Phänotyp, der eine 

starke Beeinträchtigung der Chloroquinaufnahme durch die parasitäre Vakuole 

aufweist. Der genaue Mechanismus, mit dem diese herabgesetzte Akkumulation des 

Chloroquins bewirkt wird, ist nach wie vor nicht vollständig bekannt; diskutiert werden 

zum einen ein energieabhängiger Efflux des Chloroquins über eine transmembrane 

Proteinpumpe, zum anderen ein Anstieg des pH-Werts in der parasitophoren 

Vakuole (Slater, 1993).  

Wie Chloroquin gehört Amodiaquin zu den 4-Aminoquinolinen, ist im Vergleich aber 

effektiver und wirkt in einigen Fällen sogar gegen chloroquinresistente Parasiten 

(Ringwald et al., 1996; O’Neill et al., 1998). Jedoch sind auch hier Resistenzen und 

z. T. auch Kreuzresistenzen mit Chloroquin entstanden (Bray et al., 1996).  
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Die Wirkung des 1952 entwickelten Inhibitors Pyrimethamin beruht auf der Tatsache, 

dass es weitaus stärker an die DHFR des Parasiten bindet als an das entsprechende 

Enzym im Säugetier-Wirt. Durch die Bindung an die DHFR wird die DNA-Synthese 

des Parasiten blockiert (Hyde, 1989). Weitere Dihydrofolatanaloga sind Aminopterin, 

Methotrexat und Proguanil. Die Resistenz gegen diese Medikamente hat sich 

während der letzten dreißig Jahre entwickelt und ist mittlerweile ebenfalls weit 

verbreitet. Sie ist mit einer Punktmutation im Codon 108 der DHFR von P. falciparum 

assoziiert (Cowman et al., 1988; Peterson et al., 1988; Snewin et al., 1989; Zolg et 

al., 1989). Gleichzeitige Punktmutationen in den Codons 16 und 108 resultieren in 

einer Resistenz gegen Cycloguanil, dem biologisch aktiven Metaboliten der „pro 

drug“ Proguanil (Foote et al., 1990; Peterson et al., 1990). Weitere Punktmutationen 

an den Positionen 51, 59 und 164 sind in sowohl gegen Pyrimethamin als auch 

gegen Cycloguanil hochresistenten Klonen gefunden worden (Snewin et al., 1989; 

Foote et al., 1990; Peterson et al., 1990; Hyde 1990).  

Die fiebersenkenden Eigenschaften des einjährigen Beifusses (Artemisia annua, 

chinesisch Qinghausu) werden schon seit Jahrhunderten genutzt. Der Wirkstoff 

Artemisinin, welcher auch gegenwärtig Gegenstand klinischer Studien und Unter-

suchungen ist, wurde jedoch erst 1972 isoliert (Van Geldre et al., 1997; Haynes, 

2001). Artemisinin und dessen drei Derivate Artesunat, ein wasserlösliches 

Hemisuccinat, Artemether und Arteether (fettlösliche Ether) werden alle zu dem 

biologisch aktiven Metabolit Dihydroartemisinin metabolisiert. Es wirkt im nano-

molaren Bereich sowohl gegen chloroquinsensitive als auch gegen -resistente 

Stämme und zeigt keine signifikanten Nebenwirkungen (Newton und White, 1999; 

Price et al., 1999; Van Vugt et al., 2000). Damit stellen Artemisinin und seine 

Derivate gegenwärtig eine nützliche Alternative in Gebieten mit einer hohen 

Resistenz gegen die herkömmlichen Medikamente dar (Wilairatana et al., 1998; 

Dhingra et al., 2000). Bisher sind noch keine Resistenzen gegen diese endoperoxid-

haltigen Verbindungen aufgetreten (White, 1998). Artemisinin-Derivate unterbinden 

die Entwicklung der Gametozyten und verhindern somit die Übertragung (Price et al., 

1996). Nachteil der Artemisinin-Derivate ist andererseits ihre kurze Halbwertszeit (3-5 

h); aus diesem Grund werden sie bevorzugt mit anderen Malariamitteln wie 

Sulfadoxin/Pyrimethamin (Doherty et al., 1999), Benflumetol (van Vugt et al., 1998; 

van Vugt et al., 2000) oder Mefloquin (Price et al., 1997; Price et al., 1998) 

verabreicht. Dadurch wird die Heilungsrate verbessert und die Behandlungsdauer 
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minimiert, was wiederum das Risiko der Resistenzentwicklung senkt (White, 1998). 

Ein weiterer Nachteil ist, dass Artemisinin-Präparate relativ kostspielig sind, was die 

Entwicklung synthetischer und günstigerer auf Endoperoxiden basierender 

Antimalariamedikamente notwendig macht. Der Wirkungsmechanismus der 

Artemisininverbindungen ist noch nicht vollständig untersucht; Klayman (1985) 

konnte jedoch zeigen, dass Artemisininderivate, denen die Endoperoxidbrücke fehlt 

(Desoxyartemisinin), keine antiplasmodiale Wirkung zeigen. Infolgedessen beruht die 

pharmakologische Aktivität wahrscheinlich auf der Reaktivität des Peroxids, wobei 

freie Radikale freigesetzt werden, wenn die Verbindungen in Kontakt mit Häm 

kommen. Hong et al. (1994) postulierten, dass die durch das Häm katalysierte 

Spaltung der Peroxidbrücke für die Alkylierung des Häms verantwortlich ist. Infizierte 

Erythrozyten häufen (3H)-Dihydroartemisinin und (14C)-Artemisinin in 100fach 

höherer Konzentration an als nichtinfizierte Erythrozyten (Meshnik et al., 1996).  

 

 

1.3 Polyamine 

 

Die Polyamine Putrescin (1,4-Butandiamin), Spermidin (N-(3-Aminopropyl)-1,4-

Butandiamin) und Spermin (N1,N4-bis(3-Aminopropyl)-1,4-Butandiamin) stellen in der 

Natur sowohl in Prokaryoten als auch in Eukaryoten weit verbreitete Verbindungen 

dar (Bachrach, 1973). Es handelt sich um aliphatische Kohlenwasserstoffe, die eine 

Vielzahl biologischer Effekte hervorrufen (Tabor und Tabor, 1984; Marton und Morris, 

1987; Seiler 1994).  

Die Erforschung der Polyamine begann bereits 1678, als Anthon van Leeuwenhoek 

Sperminphosphatkristalle im menschlichen Sperma beobachtete. Die chemische 

Struktur von Spermin wurde 1924 von Rosenheim, die von Spermidin ebenfalls 1924 

von Dudley et al. aufgeklärt (Cohen, 1998). Trotz der frühen Kenntnisse über die 

chemische Struktur der Polyamine wurde die Biosynthese von Spermidin erst 1956 

von Tabor et al. und die von Spermin 1968 von Pegg und Williams-Ashman 

beschrieben. Abb. 5 zeigt die chemische Struktur der Di- und Polyamine Putrescin, 

Spermidin und Spermin. Die Polyamine besitzen endständige Amino- und 

intramolekulare Iminogruppen, die stark basisch wirken und unter physiologischen 

Bedingungen (pH 7,4) zu mehr als 95% protoniert vorliegen (Tabor und Tabor, 

1984a; Seiler 1987; Seiler und Heby, 1988; Seiler, 1994). 
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Abb. 5: Struktur der Polyamine Putrescin, Spermidin und Spermin. 

 

 

1.3.1 Funktion der Polyamine 

 

Neben der Tatsache, dass die Polyamine Putrescin, Spermidin und Spermin sowohl 

in Pro- als auch in Eukaryoten verbreitet sind, weist auch ihre elementare Beteiligung 

an der Regulation des Zellwachstums und der Zelldifferenzierung (Pegg und 

McCann, 1982; Heby und Persson, 1990; Bachrach, 2004) auf ihre Bedeutung hin. In 

den Stadien der Zellproliferation lassen sich hohe intrazelluläre Polyaminlevel 

beobachten, während die Konzentration der Polyamine in differenzierten Zellen 

niedrig ist (Piancentini et al., 1988; Seiler und Heby, 1988). Heby et al. (1982) 

konnten demonstrieren, dass der Gehalt an zellulärem Putrescin, Spermidin und 

Spermin stark ansteigt, wenn im Zellzyklus das Stadium von der G1-Phase zur 

Mitose durchlaufen wird. Diese Zunahme ließ sich zuerst für Putrescin, dann für 

Spermidin und schließlich für Spermin beobachten; diese Reihenfolge spiegelt sich in 

der Reihenfolge der Polyaminbiosynthese wieder. Darüber hinaus konnten sie 

zeigen, dass der Spermidingehalt der Zellen eine Korrelation mit der spezifischen 

Wachstumsrate aufwies, was darauf hinweist, dass die Spermidinanhäufung mit dem 

+H3N N
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H2
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Prozess der Zellteilung verbunden ist. Ein hohes Putrescin- und Spermidin-

aufkommen scheint die Wachstumsrate zu erhöhen, ein niedriger Gehalt die 

Wachstumsrate zu verringern (Heby und Andersson, 1980; Heby, 1981; Heby et al., 

1982; Tavares et al., 2005).  

Durch Versuche mit polyaminauxotrophen Mutanten ließ sich sowohl bei Prokaryoten 

als auch bei niederen und höheren Eukaryoten zeigen, dass Polyamine essentiell für 

das Wachstum der Zellen sind (Tabor und Tabor, 1969; Whitney und Morris, 1978; 

Höllta und Pohjanpelto, 1982; Herrero et al., 1999; Jimenez-Bremont et al., 2001). 

Steglich und Scheffler (1981) demonstrierten anhand putrescinauxotropher Mutanten 

von „chinese hamster ovary“ (CHO)-Zellen, dass diese für eine normale Wachstums-

rate eine Mindestkonzentration des Diamins von 10-5 M im Medium benötigen. Auch 

Pohjanpelto et al. (1981) konnten eine polyaminabhängige CHO-Zellmutante 

isolieren, deren Putrescin-Bedarf im Medium bei 5 x 10-7 M lag. Diese Versuche 

unterstreichen die Bedeutung der Polyamine für das Wachstum der Zellen ebenso 

wie Untersuchungen mit Inhibitoren der Polyaminsynthese, die eine Abnahme der 

intrazellulären Polyaminkonzentration bewirken, was zu einer Inhibierung der 

Zellproliferation führt. Die externe Zugabe von Polyaminen hebt diesen Effekt wieder 

auf (Heby, 1981; Löwkwist et al., 1987; Marton und Pegg, 1995; Herrero et al., 1999). 

Polyamine besitzen bei physiologischem pH-Wert einen polykationischen Charakter; 

dieser verleiht ihnen ähnliche Eigenschaften wie den anorganischen Kationen Mg2+ 

und Ca2+ (Tabor und Tabor, 1984), jedoch mit dem Unterschied, dass die Ladung bei 

den Polyaminen entlang des Moleküls verteilt und nicht wie bei anorganischen 

Kationen auf einen Punkt konzentriert ist (Schuber, 1989). Dieser polykationische 

Charakter ermöglicht eine Interaktion mit Nukleinsäuren, Membranphospholipid-

säuren und Proteinen und befähigt die Polyamine, zwischen negativ geladenen 

Membranteilen und den ebenfalls negativ geladenen Zellpartikeln klammerartige 

Komplexe zu bilden, im Gegensatz zu anorganischen Kationen, die eine solche 

Funktion aufgrund ihrer punktuellen Ladung nicht erfüllen können (Tabor und Tabor, 

1984; Cohen, 1998; Terui et al., 2005).  

Aufgrund ihrer polykationischen Eigenschaften können Polyamine doppelsträngige 

Strukturen wie DNA und RNA stabilisieren, indem sie eine starke Bindung mit jedem 

der beiden Stränge eingehen und diese so zusammenhalten (Feuerstein und Marton, 

1989; Ouameur und Tajmir-Riahi, 2004); Tabor und Tabor (1976) berichteten in 

diesem Zusammenhang von einer Stabilisierung der Doppelhelix durch Polyamine 
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gegen Hitzedenaturierung. Des Weiteren konnte eine Schutzfunktion der Polyamine 

gegen strahlungsbedingte Doppelstrangbrüche der DNA und DNA-Protein-Crosslinks 

nachgewiesen werden (Chiu und Oleinick, 1998; Warters et al., 1999). 

Auch die Konformation der DNA, die in den meisten Fällen in der B-Form vorliegt, 

kann durch Polyamine beeinflusst werden. So wurde z.B. gezeigt, dass 

mikromolekulare Konzentrationen von Spermidin und Spermin eine in vitro-Transition 

der B-Form in die Z-Form induzieren (Behe und Felsenfeld, 1981; Behe et al., 1981; 

Varnado et al., 2000; Ouameur und Tajmir-Riahi, 2004). Darüber hinaus sind die 

Polyamine auch im Rahmen der Chromatinkondensation während der Mitose an die 

DNA gebunden und stabilisieren so die Chromatinstruktur (Makarov et al., 1987; 

Morgan et al., 1987; Hougaard et al., 1987; Childs et al., 2003). Pohjanpelto (1981) 

zeigte, dass bei polyaminauxotrophen Mutanten ohne externen Zusatz von 

Polyaminen die DNA-Synthese und die Zellteilung nach 3-4 Tagen zum Stillstand 

kommt; diese Zellen zeigen eine äußerst geringe Anhäufung von Mikrotubuli und 

ihnen fehlen 90% der Aktinfilamentbündel, Vorgänge, die im Normalfall während der 

Mitose parallel zur Chromatinkondensation ablaufen und essentiell für den Vorgang 

der Zellteilung sind. Auch die Tatsache, dass Spermidin und Spermin im Zellkern in 

höheren Konzentrationen vorliegen als im Cytoplasma, weist auf einen in vivo-

Einfluss dieser Polyamine auf die DNA hin (Sarhan und Seiler, 1989).  

Nachgewiesen sind auch Polyamine in Assoziation mit Proteinen, z. B. bei der 

Bildung von bis(γ-Glutamyl)spermidin (Heby und Persson, 1990); hier wird zwischen 

γ-Glutamylresten und den Aminogruppen eines Polyamins eine Amidbindung durch 

Transglutaminasen ausgebildet (Piacentini et al., 1990).  

Trypanothion [N1, N8-bis(Glutathionyl)spermidin] ist ein ausschließlich in Trypano-

somatiden vorkommendes Molekül; es übernimmt in diesen Organismen die Funktion 

des Glutathions. Spermidin ist ein Bestandteil des Trypanothions, es wird zusammen 

mit Glutathion zur Synthese dieser Verbindung genutzt (Fairlamb et al., 1986; Oza et 

al., 2003). 
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1.4 Polyaminstoffwechsel 

 

1.4.1 Biosynthese von Polyaminen in Säugetieren 

 

Die Synthese der Polyamine geht von der Aminosäure L-Arginin aus, die durch die 

Arginase entweder im Harnstoffzyklus der Leber in Ornithin umgewandelt wird 

(Liappis, 1972), welches dann im Plasma frei verfügbar ist, oder aber auch 

intrazellulär in Ornithin überführt werden kann (Pegg und McCann, 1982).  

Die erste Stufe der Polyaminbiosynthese besteht in der Decarboxylierung von L-

Ornithin durch die Ornithin-Decarboxylase (ODC) zu Putrescin (Heby, 1981; Pegg 

und McCann, 1982; Seiler und Heby, 1988). Viele Mikroorganismen (Tabor und 

Tabor, 1985) und auch einige höhere Pflanzen (Slocum et al., 1984; Smith, 1985) 

sind darüber hinaus in der Lage, Putrescin alternativ aus Agmatin, das aus Arginin 

mittels einer Decarboxylierung gebildet wird, zu synthetisieren. Für diese Schritte 

werden die Enzyme Arginin-Decarboxylase (ADC) und Agmatinase benötigt. Aus 

Putrescin wird durch die Addition einer Aminopropylgruppe Spermidin gebildet (Pegg 

et al., 1981), welches durch das Hinzufügen einer weiteren Aminopropylgruppe in 

Spermin überführt wird (Pegg et al., 1981; Pegg und McCann, 1982; Seiler und 

Heby, 1988). Die Übertragung der Aminopropylgruppe auf Putrescin bzw. Spermidin 

wird durch die Aminopropyltransferasen Spermidin-Synthase (SpdSyn) und Spermin-

Synthase (SpmSyn) katalysiert (Pegg et al., 1981).  

Die Aminopropylgruppen stammen aus der Aminosäure L-Methionin, welches unter 

Beteiligung von ATP zunächst zu S-Adenosyl-L-Methionin (AdoMet) umgewandelt 

und im Anschluss daran durch die S-Adenosylmethionin-Decarboxylase (AdoMetDC) 

decarboxyliert wird (Abb. 6). Die Bildung des AdoMet aus Methionin wird durch die S-

Adenosylmethionin-Synthetase (AdoMet-Synthetase) katalysiert.  

Neben den erwähnten Verbindungen entsteht bei den Synthase-Reaktionen als 

zweites Produkt das 5-Methylthioadenosin (MTA); dieses wird durch die MTA-

Phosphorylase in Adenin und 5-Methylthioribose-1-Phosphat umgewandelt 

(Williams-Ashman und Pegg, 1981). Dadurch wird Adenin dem Purinstoffwechsel 

zugeführt und aus 5-Methylthioribose-1-Phosphat entsteht wieder Methionin (Pegg 

und McCann, 1982). 

Des Weiteren ist in eukaryotischen Zellen das Spermidin eine wichtige Verbindung 

für die Synthese von Hypusin und Homospermidin. 
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Abb. 6: Polyaminstoffwechsel in Säugetieren. 

 

 

Die Hypusinbiosynthese findet in dem Vorläufer des eukaryotischen Translations-

initiations-Faktors eIF-5A durch eine zweistufige posttranslationale Modifikation statt. 

In der ersten Stufe katalysiert die Deoxyhypusin-Synthase (DHS) den NAD+-

abhängigen Transfer der Butylamin-Gruppe des Spermidins auf die Aminogruppe 

eines spezifischen Lysinrests des eIF-5A-Precursors, um den Deoxyhypusinrest zu 

bilden (Wolff et al., 1999). Danach wird durch die Hydroxylierung dieses Intermediats 

mittels der Deoxyhypusin-Hydroxylase die Hypusin-Biosynthese komplettiert. 

Während Hypusin wie erwähnt an der Aktivierung des eukaryotischen 

Translationsinitiations-Faktors eIF5A beteiligt ist, ist die biologische Funktion des 

Homospermidins bisher nicht bekannt.  

Die Homospermidinbildung wird durch die Homospermidin-Synthase (HSS) aus 

Putrescin und Spermidin katalysiert, kann aber auch alternativ durch die 
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Deoxyhypusin-Synthase aufgrund ihrer ausgedehnten Substrataffinität gebildet 

werden (Ober und Hartmann, 1999). Beide Enzyme ähneln sich darin, dass sie den 

NAD+-abhängigen Transfer des Aminobutyls aus Spermidin auf verschiedene 

Aminobutylakzeptoren wie z.B. eIF 5A (durch die DHS) und Putrescin (durch die 

HSS) katalysieren können. 

 

 

1.4.2 Interkonversion von Polyaminen 

 

Trotz der Tatsache, dass die durch die SpdSyn und die SpmSyn katalysierten 

Reaktionen irreversibel sind, besteht die Möglichkeit einer Rückwandlung von 

Spermin zu Spermidin und schließlich zu Putrescin (Seiler et al., 1981; Pegg et al., 

1981; Seiler, 2004). An diesem als Interkonversion bezeichneten Prozess (Abb. 4) 

sind zwei Enzyme beteiligt, die Polyamin-N-Acetyltransferase (SSAT) und die 

Polyamin-Oxidase (PAO). Erstere katalysiert die Acetylierung von Spermin und 

Spermidin, die jeweilige Acetylgruppe stammt aus Acetyl-CoA. Die acetylierten 

Polyamine werden anschließend von der PAO unter Abspaltung von Acetamido-

propanal in das jeweilige Vorläuferpolyamin oxidiert (Pegg et al., 1981). Die SSAT 

stellt das regulatorische Enzym des Polyamin-Interkonversionswegs dar; deren 

Induktion, herbeigeführt u.a. durch Spermidin und besonders Spermin, führt zu einer 

erhöhten Translation der SSAT-mRNA, was wiederum in einem Anstieg der 

Enzymmenge resultiert (Seiler und Heby, 1988). Eine solche Induktion der SSAT hat 

einen verstärkten Abbau der Polyamine zur Folge.  

Darüber hinaus können überschüssige Polyamine durch einen Exportmechanismus 

aus der Zelle befördert werden (Pastorian und Byus, 1997; Xie et al., 1997), auch in 

Zellen, in denen keine SSAT und kein Interkonversionsweg gefunden werden konnte 

wie z.B. in Oozyten von Xenopus laevis (Fukumoto und Byus, 1997). Auch für 

humane Erythrozyten sind Exportmechanismen für Polyamine beschrieben worden 

(Fukumoto und Byus, 1996). Die Interkonversion und/oder der Export besonders von 

Spermin ist nötig, da eine starke Anhäufung dieses Polyamins einen toxischen Effekt 

auf die Zellen hat (Seiler, 2004). 
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1.4.3 Transport von Polyaminen 

 

Transportsysteme zur Aufnahme und zum Ausscheiden von Polyaminen stellen eine 

Ergänzung zur Biosynthese und dem Abbau dieser Verbindungen dar. Die 

Polyaminaufnahme erfolgt über aktive Na+-abhängige Transportsysteme (Morgan, 

1990; Seiler, 1990).  

Ein intrazellulärer Abfall der Polyaminkonzentration, hervorgerufen durch den Einsatz 

von Inhibitoren der Polyaminsynthese, führte zu einer erhöhten Aufnahme externer 

Polyamine, so dass die Abnahme der Polyaminlevel mittels dieses Aufnahme-

systems ausgeglichen werden konnte (Alhonen-Hongisto et al., 1980; Seppänen et 

al., 1981; Rinehart und Chen, 1984; Byers und Pegg, 1989; Pegg et al., 1990). 

Demzufolge kann die de novo-Synthese der Polyamine durch die Aufnahme externer 

Polyamine unterstützt werden (Rinehart und Chen, 1984; Byers und Pegg, 1989). 

Allgemein geht das Zellwachstum nicht nur mit einer erhöhten Polyaminbiosynthese, 

sondern auch mit einer verstärkten Polyaminaufnahme einher (Pohjanpelto, 1976).  

Bezüglich der Ausscheidung von Polyaminen wurde festgestellt, dass dieser 

Vorgang im Gegensatz zur Polyaminaufnahme nicht energieabhängig ist (Seiler, 

1990). Kashiwagi et al. (1992) beschrieben die Ausscheidung von Polyaminen und 

ihrer acetylierten Derivate bei Escherichia coli, Pegg et al. (1988, 1989, 1990) bei 

verschiedenen Säugetierzellen. Die Derivate werden als Transportformen ange-

sehen, da die Acetylierung die Ladung von Polyaminen herabsetzt und damit die 

elektrostatischen Wechselwirkungen sinken; acetylierte Polyamine stellen einen 

Hauptbestandteil der Polyamine im Urin von Säugern dar (Seiler, 1987).  

In E. coli sind die Gene für drei verschiedene Polyamintransportsysteme kloniert und 

charakterisiert worden. Zwei dieser Aufnahmesysteme (eines putrescin-, das andere 

spermidinspezifisch) sind „ATP binding cassette“ (ABC)-Transporter (Higgins, 1992; 

Kashiwagi et al., 2000; Igarashi und Kashiwagi, 2001), jedes bestehend aus einem 

periplasmatischen substratbindenden Protein (PotD und PotF), zwei Transmembran-

proteinen und einer membranassoziierten ATPase. Das dritte Transportsystem 

(PotE) vermittelt sowohl Aufnahme als auch Exkretion von Putrescin. Die Aufnahme 

von Putrescin ist abhängig vom Membranpotential, während die Exkretion eine 

Austauschreaktion zwischen Putrescin und Ornithin beinhaltet (Igarashi und 

Kashiwagi, 1999). In E. coli ist die Polyaminaufnahme somit energieabhängig; das 

Transportsystem für Putrescin unterscheidet sich von jenem für den Spermidin- und 
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Spermintransport (Tabor und Tabor, 1966; Kashiwagi et al., 1986). In Saccharo-

myces cerevisiae wurde ebenfalls ein Gen für ein Polyamintransportprotein (TPO1) 

identifiziert. Dessen Eigenschaften gleichen jenen von PotE (Igarashi und Kashiwagi, 

1999).  

Aouida et al. (2005) charakterisierten kürzlich eine Polyamin-Permease in S. 

cerevisiae, die identisch zu AGP2 ist, einem Mitglied der „yeast amino acid 

transporter family“. Die Deletion dieses Gens reduzierte die Aufnahmegeschwindig-

keit für Putrescin und Spermidin und vermittelt eine hohe Resistenz gegen die 

Toxizität exogener Polyamine; des Weiteren erhöhte die Zerstörung von end3, einem 

Gen, das für die Endozytose benötigt wird, die Menge an agp2p, ein Effekt, der von 

einer Hochregulierung der Spermidinaufnahmegeschwindigkeit begleitet wurde. 

Somit codiert agp2 für die erste eukaryotische Permease, die Spermidin gegenüber 

Putrescin als Substrat vorzieht und eine zentrale Rolle in der Polyaminaufnahme 

spielt. 

Viele der Proteine, die am Polyamintransport beteiligt sind, gehören zu der 

Aminosäure/Polyamin/Kation (APC)-Superfamilie; die meisten dieser Proteine weisen 

zwölf sogenannte transmembrane spanners (TMS) in einem einzelnen Polypeptid 

auf. Zu dieser APC-Superfamilie gehört auch ein kürzlich von Hasne und Ullman 

(2005) identifizierter Polyamintransporter bei Leishmania major, der aus 9-12 

Transmembrandomänen besteht. Damit konnte zum ersten Mal ein 

Polyamintransportsystem in eukaryotischen Zellen identifiziert und charakterisiert 

werden. Dieser Polyamintransporter, LmPOT1, erkennt sowohl Putrescin als auch 

Spermidin mit hoher Affinität und scheint keine Aminosäuren zu transportieren. 

Hinsichtlich des Aufnahmemechanismus scheint LmPOT1 ein Protonensymporter zu 

sein, da der Transport durch Protonenentkoppler inhibiert werden kann. 

 

 

1.4.4 Regulation des Polyaminstoffwechsels bei Säugetieren 

 

Die Polyamine Putrescin, Spermidin und Spermin stellen wesentliche Faktoren des 

Zellwachstums und der Zelldifferenzierung dar. Infolgedessen ist eine strikte 

Regulation der Synthese dieser Polyamine notwendig, die in Abhängigkeit des 

jeweiligen physiologischen Bedarfs der Zelle eine Anpassung der Polyamin-

konzentrationen erlaubt (Seiler, 1987). Die Regulation des Polyaminstoffwechsels 
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wird über die Aktivität der drei Schlüsselenzyme ODC, AdoMetDC und SSAT erzielt. 

Die restlichen Enzyme des Polyamin-Biosyntheseweges und der Interkonversion, 

SpdSyn, SpmSyn und PAO, liegen intrazellulär im Überschuss vor; ihre Regulation 

erfolgt durch das limitierende Substrat, decarboxyliertes S-Adenosylmethionin (Heby 

und Persson, 1990; Seiler, 1994). Generell unterliegen die Polyamine einer 

effizienten Feedback-Kontrolle ihrer eigenen Synthese auf der Transkriptions-, der 

Translations- und der Proteinebene (Heby und Persson, 1990; Nasizadeh et al., 

2003). In Säugetierzellen wird die Aktivität der AdoMetDC durch Putrescin stimuliert 

und durch Spermidin inhibiert; dadurch wird die Konzentration an decarboxyliertem 

AdoMet dem Bedarf an Spermidin angepasst (Pegg und McCann, 1982). 

 

 

1.4.4.1 ODC 

 

Die ODC katalysiert den ersten regulatorischen Schritt der Polyaminbiosynthese; ihre 

Aktivität wird gewöhnlich durch die Änderung der Menge des Enzyms reguliert (Seely 

und Pegg, 1983; Seiler und Heby, 1988). Die zelluläre ODC-Aktivität und -Menge 

kann sowohl durch Änderungen in der Syntheserate auf den Ebenen der 

Transkription und der Translation als auch in der Degradation des Enzyms durch 

Änderungen von dessen Halbwertszeit reguliert werden (Hayashi, 1989), so dass 

z.B. verstärkte ODC-Aktivität zum einen durch eine Zunahme der Syntheserate und 

zum anderen einer Abnahme der Degradationsrate resultiert (Seely et al., 1982; 

Isomaa et al., 1983; Seely und Pegg, 1983).  

Eine Induktion durch Wachstumshormone erfolgt in erster Linie auf dem Level der 

Transkription (Seiler und Heby, 1988). Für die Translationsrate der ODC scheint der 

5'-nicht-translatierte Bereich von Bedeutung zu sein (Gupta und Coffino, 1985; 

Kahana und Nathans, 1985a); Kahana und Nathans (1985b) konnten zeigen, dass 

ohne diese Region eine 40-fache Erhöhung der in vitro-Translation festzustellen ist. 

Ursache ist die Ausbildung von Sekundärstrukturen im 5'-nicht-translatierten Bereich, 

die eine niedrige Translationsrate bedingen (Kameji und Pegg, 1987a). Da bei 

geringen intrazellulären Polyaminkonzentrationen eine verstärkte Translation 

stattfindet (Kameji und Pegg, 1987a), ist anzunehmen, dass die Polyamine die 

Sekundärstrukturen der mRNA stabilisieren (Persson et al., 1988). Folglich lägen bei 

geringen Polyaminkonzentrationen weniger stabile Sekundärstrukturen vor, wodurch 



 - 20 - EINLEITUNG 

eine erhöhte Translationsrate gewährleistet wäre. Liegen die Polyamine intrazellulär 

in hohen Konzentrationen vor, so resultiert dies in einer reduzierten Synthese und 

einer verstärkten Degradation des Enzyms (Hayashi, 1989). 

Der Abbau der ODC wird durch das ODC-Antizym beschleunigt (Heller et al., 1976), 

einem nichtkompetitiven Inhibitor der ODC, dessen Synthese durch hohe 

intrazelluläre Polyaminkonzentrationen induziert wird (Hayashi und Murakami, 1995). 

Das Antizym bindet an die ODC und beschleunigt dadurch deren Abbau durch das 

Proteasom 26S (Heller et al., 1976; Fong et al., 1976; Hayashi et al., 1996). Ihre 

kurze Halbwertszeit ist eine besondere Eigenschaft regulatorischer Proteine (Seiler, 

1990). Die ODC bildet diesbezüglich keine Ausnahme; sie besitzt eine Halbwertszeit 

von maximal 1 h (Jänne et al., 1978; McCann, 1980; Pegg und Williams-Ashman, 

1981).  

Die ODC teilt mit anderen Proteinen, bei denen eine kurze Halbwertszeit 

nachgewiesen wurde, das Charakteristikum, sich durch eine regionale Häufung der 

Aminosäuren Prolin (P), Glutaminsäure (E), Asparaginsäure (D), Serin (S) und 

Threonin (T) auszuzeichnen. Diese nach den erwähnten Aminosäuren benannte 

PEST-Region vermittelt eine Proteininstabilität und scheint den Proteinen ihre kurze 

Halbwertszeit zu verleihen (Rogers et al., 1986; Rechsteiner et al., 1987; Olmo et al., 

1999, 2000). 

 

 

1.4.4.1.1 Inhibitoren der ODC 

 

Das Ornithinderivat DL-α-Difluoromethylornithin (DFMO), der bedeutendste Inhibitor 

der Polyaminsynthese, wurde 1978 als Mittel gegen Krebs entwickelt (Metcalf et al., 

1978; Bey et al., 1978; Mamont et al., 1978). Es wird bei der Behandlung der 

Afrikanischen Schlafkrankheit eingesetzt, die durch Trypanosoma brucei gambiense 

hervorgerufen wird (Sjoerdsma und Schechter, 1984; Sjoerdsma et al., 1984). DFMO 

wirkt als enzymaktivierter irreversibler Inhibitor der ODC (McCann et al., 1987), d.h. 

erst durch die katalytische Reaktion im aktiven Zentrum wird er von einer „pro-drug“ 

in das chemisch reaktive Produkt umgewandelt. Als Substratanalogon des ODC-

Substrats Ornithin beruht der inhibitorische Effekt von DFMO auf der Bildung eines 

hochreaktiven elektrophilen Intermediats durch die Decarboxylierung des DFMO, 

welches durch eine nukleophile Reaktion im aktiven Zentrum des Enzyms eine 
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kovalente Bindung ausbildet und das Enzym irreversibel inhibiert (McCann, Pegg 

und Sjoerdsma, 1987). DFMO wirkt nicht cytotoxisch, sondern cytostatisch (Pegg, 

1988) und der inhibitorische Effekt auf das Zellwachstum kann durch die Zugabe 

externer Polyamine aufgehoben werden (Assaraf et al., 1984, 1987). Der Einfluss auf 

den Polyaminstoffwechsel der Zellen besteht in einer starken Abnahme des 

Putrescinlevels, gefolgt von einer Abnahme der Spermidinkonzentration; daraus 

resultiert eine Abnahme der Zellteilungsrate, die mit einer Verlängerung der G1-

Phase des Zellzyklus zusammenhängt. Sinkt die Spermidinkonzentration unter einen 

kritischen Wert, kommt der Prozess der Zellteilung trotz nahezu normaler 

Sperminkonzentrationen zum Stillstand. 

1-Aminooxy-3-Aminopropan (APA), ein Putrescin-Analogon aus der Gruppe der O-

substituierten Hydroxylamine, inhibiert die ODC von Säugerzellen sehr effektiv; in 

geringerem Maße werden auch die AdoMetDC und die SpdSyn gehemmt (Khomutov 

et al., 1985; Eloranta et al., 1990; Haider et al., 2005). Bei der Entwicklung der APA-

Derivate CGP 54169A und CGP 52622A wurde in das APA-Gerüst zum einen eine 

weitere Methylgruppe, zum anderen eine Ringstruktur eingebaut. Kürzlich sind 

darüber hinaus auch isosterische Analoga von Agmatin wie H2NO-Agmatin (AO-

Agmatin) und H2N-Agmatin (GAPA bzw. bis-GAPA) synthetisiert worden, von denen 

auf Grund ihrer chemischen Struktur erwartet werden kann, dass sie in Form von 

„pro-drugs“ in die Zelle aufgenommen werden und nach Modifikation die ODC 

und/oder die AdoMetDC inhibieren. Von guanidinenthaltenden Diaminderivaten wie 

z.B. MGBG (Methylglyoxal-bis(guanyl-hydrazon)) ist bekannt, dass sie aktiv in die 

Zelle transportiert werden. So wird postuliert, dass ähnliche Verbindungen wie GAPA 

oder bis-GAPA mittels eines Putrescin-Transporters in die Zelle aufgenommen und 

dort - vermutlich durch eine Urease - weiter zu APA umgewandelt werden. Im Falle 

von GAPA würde dies zur Bildung des ODC-Inhibitors APA führen. bis-GAPA könnte 

auf Grund seiner strukturellen Nähe zu MGBG die AdoMetDC inhibieren und dann zu 

AO-Agmatin und APA umgewandelt werden, was wiederum zu einer Inhibierung der 

ODC führen würde. Das AO-Agmatin bildet wie andere O-substituierte 

Hydroxylamine stabile Oxime mit Ketonen und Aldehyden, einschließlich des 

Pyridoxal-5’-Phosphats (PLP) (Simonian et al., unveröffentlicht). 
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1.4.4.2 AdoMet-Synthetase 

 

Die AdoMet-Synthetase katalysiert die Bildung von AdoMet aus Methionin und ATP 

(Chiang und Cantoni, 1977; Tabor und Tabor, 1984; Kotb und Geller, 1993). Diese 

Synthesereaktion besteht aus zwei aufeinanderfolgenden Schritten. Im ersten Schritt 

wird AdoMet aus Methionin, ATP und H2O gebildet, im zweiten erfolgt die Hydrolyse 

des Tripolyphosphats (PPPi) zu Pyrophosphat (PPi) und Orthophosphat (Pi) in 

Gegenwart von Mg2+ und K+, wobei letzteres vor dem Freisetzen des Produkts 

AdoMet aus dem katalytischen Zentrum abläuft (Mudd und Cantoni, 1958). AdoMet 

stellt den wichtigsten Donor von Methylgruppen für Methylierungsreaktionen dar und 

ist Quelle von Propylamino-Gruppen für die Polyaminbiosynthese (Corrales et al., 

2002). Eine Störung der Methylierungsreaktionen kann zu Unterbrechungen 

verschiedener wichtiger biochemischer und biologischer Funktionen führen 

(Lombardini und Talalay, 1973; Tabor und Tabor, 1984; Chiang et al., 1996; Chiang, 

1998). Diese Tatsache macht die AdoMet-Synthetase ebenfalls zu einem 

interessanten Kandidaten für die Entwicklung von Inhibitoren. 

In vielen Fällen sind mindestens zwei Gene vorhanden, die für Isoenzyme oder 

homologe Untereinheiten der AdoMet-Synthetase codieren. In der Hefe sind dies 

sam1 und sam2 (Thomas und Surdin-Kerjan, 1997), in E. coli metK und metX 

(Satishchandran et al., 1993). Die entsprechenden Gene im Menschen sind mat1A 

und mat2A, die die α1- und die α2-Untereinheiten von MATI/III und MATII codieren 

(Kotb et al., 1996).  

Bei der E. coli-AdoMet-Synthetase liegt das aktive Zentrum zwischen zwei Unter-

einheiten, so dass Aminosäurereste beider Untereinheiten beteiligt sind. Jedes aktive 

Zentrum bindet zwei divalente Metallionen (z. B. Mg2+) und ein K+-Ion, welche für die 

maximale enzymatische Aktivität der AdoMet-Synthetase benötigt werden (Markham 

et al, 1980; Markham, 1981; Markham, 1984; Zhang et al, 1993; McQueney und 

Markham, 1995). Damit gehört die AdoMet-Synthetase zu einer diversen Gruppe von 

Enzymen, die zwei oder mehr Metallionen verwenden, um den Phosphorylgruppen-

transfer zu erleichtern (Sträter et al., 1996). Im aktiven Zentrum befinden sich des 

Weiteren vier Aspartatreste, zwei an jeder Untereinheit. Kristallographische Daten 

zeigen, dass die Seitenketten Asp16 und Asp271 die Proteinliganden für eines der 

zwei Mg2+-Ionen darstellen; beide Mg2+-Ionen sind auch an drei Phosphorylgruppen 

des ATP-Substrats gebunden (Takusagawa et al., 1996a; Fu et al., 1996; 
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Takusagawa et al., 1996b). Diese zweibindige Koordination von Mg2+ an ein 

Carboxylat unterstützt die präzise Positionierung des Kations. Die Aspartatreste 118 

und 238 scheinen für die Bindung der Methioningruppe verantwortlich zu sein. Asp118 

interagiert mit dem Schwefel und Asp238 mit der α-Aminogruppe (Schalk-Hihi und 

Markham, 1999). Zusätzlich katalysiert die AdoMet-Synthetase die Mg2+-abhängige 

Hydrolyse von PPPi zu PPi und Pi (Mudd, 1963; Chiang und Cantoni, 1977; Markham 

et al., 1980). Die Hydrolyserate des PPPi wird in hohem Maße durch AdoMet 

stimuliert (Markham et al., 1980).  

Neben der Synthese von AdoMet durch die AdoMet-Synthetase kann ersteres auch 

aufgenommen werden; für S. cerevisiae wurden Transporter sowohl für AdoMet als 

auch für S-Methylmethionin gefunden (Rouillon et al., 1999). Ein Transport-

mechanismus für AdoMet wurde auch für Trypanosomen beschrieben (Goldberg et 

al., 1997). 

 

 

1.4.4.2.1 Inhibitoren der AdoMet-Synthetase 

 

Verschiedene Inhibitoren der AdoMet-Synthetase sind bereits untersucht worden; 

größtenteils handelt es sich hierbei um die Charakterisierung von Methioninanaloga 

als potentielle Antikrebsmittel (Sufrin und Lombardini, 1982; Lombardini und Sufrin, 

1983; Porter und Sufrin, 1986). Kramer et al. (1988) zeigten, dass das Methionin-

analogon L-2-Amino-4-Methoxy-cis-but-enoic acid (L-cisAMB) die zellulären AdoMet-

Konzentrationen in L1210-Zellen innerhalb kurzer Zeit (4 h) fast vollständig 

herabsetzt, während Putrescin sich akkumuliert. Gleichzeitig ließ sich eine Zunahme 

der ODC- und der AdoMetDC-Aktivität beobachten. Weitere Derivate des L-cisAMB 

wie das Schwefelanalogon L-2-Amino-4-Methylthio-cis-but-3-enoic acid (L-cisAMTB) 

und L-2-Amino-4-Methylthio-trans-but-3-enoic acid (L-trans-AMBT) wurden im 

Folgenden ebenfalls getestet (Sufrin et al., 1993). Eine Reihe von Methioninanaloga 

(D-Methionin, Seleno-L-Methionin, DL-Ethionin, cisAMB, S-Adenosyl-L-Homocystein, 

Cycloleucin, α-Methyl-DL-Methionin) wurde gegen das Enzym von T. brucei getestet. 

Dabei zeigte sich, dass das natürliche Reaktionsprodukt, AdoMet, der effektivste 

Inhibitor war (Yarlett et al., 1993). Lavrador et al. (1998a, b) untersuchten eine Reihe 

von Epithio- und Epoxy-Analoga von L-Methionin und L-Methoxinin auf ihre 

Eigenschaft als Inhibitoren der AdoMet-Synthetase, deren inhibitorische Konstanten 
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im mikromolaren Bereich lagen. Einen interessanten Ansatz verfolgten auch 

Reczkowski und Markham (1999), die Analoga des ATP auf ihre inhibitorischen 

Eigenschaften hin testeten. Entsprechende Analoga wie Diimidotriphosphat (PNPNP) 

und Imidotriphosphat (PNP) inhibieren die AdoMet-Synthetase ebenfalls im 

mikromolaren Bereich. 

 

 

1.4.4.3 AdoMetDC 

 

Der zweite regulatorische Schritt der Polyaminbiosynthese wird durch die AdoMetDC 

katalysiert; wie für die ODC beschrieben, erfolgt die Regulation der AdoMetDC auf 

den Ebenen der Transkription, der Translation und der Proteinebene (Seiler und 

Heby, 1988; Pegg et al., 1988). Auch hier ist eine Feedback-Regulation über die 

intrazelluläre Polyaminmenge zu erkennen (Law et al., 2001).  

Generell steigert ein Abfall der Polyaminkonzentration die Stabilität der AdoMetDC 

(Seiler und Heby, 1988); dies führt zu einem Anstieg der AdoMetDC-Proteinmenge 

und der Enzymaktivität (Pegg et al., 1987; Seiler und Heby, 1988).  

Die Transkriptionsrate der AdoMetDC wird abgesehen von Hormonen (Tabor und 

Tabor, 1984) und Wachstumsfaktoren (Pegg et al., 1988) auch durch niedrige 

Spermidinkonzentrationen erhöht (Persson et al., 1988; Shantz und Pegg, 1999). 

Erhöhte intrazelluläre Konzentrationen an Spermin oder Spermidin führen zu einem 

Abfall der Translationsrate der AdoMetDC (Kameji und Pegg, 1987a; Shantz und 

Pegg, 1999). Auch diese Regulation erfolgt entsprechend der Translationskontrolle 

bei der ODC über die Bildung von Sekundärstrukturen im 5'-nicht-translatierten 

Bereich der mRNA (Kameji und Pegg, 1987a). 

Die AdoMetDC wird zunächst als inaktives Proenzym translatiert (Kashiwagi et al., 

1990; Tolbert et al., 2003). Posttranlationell erfolgt dann die Spaltung in eine kleine β-

Untereinheit und eine große α-Untereinheit (Xiong und Pegg, 1999). Bei dieser 

Modifizierung wird ein katalytisch wirksamer Pyruvatrest aus der N-terminal 

liegenden Aminosäure Serin der α-Untereinheit gebildet (Kashiwagi et al., 1990). Die 

Untereinheiten bilden schließlich das aktive heterotetramere α2β2-Enzym. Dieser 

Modifikationsvorgang wird durch Putrescin stimuliert (Pegg et al., 1987) und durch 

erhöhte Spermidin- und Sperminkonzentrationen inhibiert (Kameji und Pegg, 1987b). 
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Neben der Stimulierung der Aktivität der eukaryotischen AdoMetDC durch Spermidin 

und Spermin kann auch Putrescin die Aktivität erhöhen (Kashiwagi et al., 1990; 

Clyne et al., 2002); bei der bakteriellen AdoMetDC wurde dagegen eine Erhöhung 

der enzymatischen Aktivität durch Mg2+ beschrieben (Anton und Kutny, 1987).   

Wie die ODC liegt die AdoMetDC intrazellulär nur in sehr geringen Mengen vor und 

besitzt eine kurze Halbwertszeit von maximal einer Stunde (Heby und Persson, 

1990). Für die AdoMetDC der Sojabohne ist eine PEST-Region in der α-Untereinheit 

beschrieben worden (Tian et al., 2004) und auch für das Enzym der Nelke berichten 

Lee et al. (1997) von einer putativen PEST-Region. Das Vorhandensein einer 

solchen Sequenz stellt eine weitere Parallele zur ODC dar und von einer Beteiligung 

dieser Regionen - soweit vorhanden - an den Abbauprozessen der AdoMetDC kann 

ausgegangen werden.  

Auch die Polyaminkonzentration beeinflusst den Abbau der AdoMetDC (Heby und 

Persson, 1990); Spermidin und - in noch höherem Maße - Spermin stimulieren 

diesen Abbauvorgang. Da Putrescin wie erwähnt das Enzym aktiviert und hohe 

Spermidinkonzentrationen eine inhibitorische Wirkung ausüben, hängt die 

AdoMetDC-Aktivität von dem Bedarf an Spermidin und der Verfügbarkeit von 

Putrescin ab (Pegg und McCann, 1982).  

 

 

1.4.4.3.1 Inhibitoren der AdoMetDC 

 

MGBG ist ein kompetitiver Inhibitor der AdoMetDC (Williams-Ashman und Schenone, 

1972), der über das Polyamin-Transportsystem aufgenommen wird (Jänne et al., 

1978; Alhonen-Hongisto et al., 1980; Heby, 1981; Williams-Ashman und Seidenfeld, 

1986). In Kombination mit DFMO zeigte MGBG einen deutlichen Effekt auf Leukämie 

bei Kindern (Siimes et al., 1981). MGBG besitzt jedoch eine hohe Toxizität 

hinsichtlich der Mitochondrien (Williams-Ashman und Seidenfeld, 1986), weshalb es 

nicht mehr als Therapeutikum eingesetzt wird.  

Durch das Einfügen von Ringstrukturen in das MGBG-Skelett wurden MGBG-

Analoga mit starrerer Struktur erzeugt (Regenass et al., 1992; Stanek et al., 1993). 

Aus dieser Reihe von Inhibitoren erwies sich das 1992 entwickelte CGP 48664A (4-

Amidinoindan-1-on-2'-amidinohydrazon) als sehr potenter und selektiver kompetitiver 

Inhibitor der AdoMetDC. Im Vergleich zu MGBG ist dessen Toxizität gegen die 
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Mitochondrien gering (Regenass et al., 1994). Auch CGP 40215A (bis((3-

(Aminoiminomethyl)-phenyl)methylen)carbonimiddihydrazidtri-hydrochlorid), ein bi-

cyclisches MGBG-Derivat, zeigte bei L. donovani (Mukhopadhyay et al., 1996) und 

bei T. brucei (Bacchi et al., 1996) eine starke Wachstumsinhibierung. Neben diesen 

kompetitiven Inhibitoren (MGBG, CGP 48664A, CGP 40215A) war MDL 73811 (5'-((-

4-Amino-2-butenyl)methylamino)-5'deoxy-adenosin) einer der ersten enzym-

aktivierten irreversiblen Inhibitoren der AdoMetDC (Danzin et al., 1990). Wie die 

anderen gegen das aktive Zentrum gerichteten Inhibitoren ist es ein 

Strukturanalogon von dcAdoMet. MDL 73811 inaktiviert die AdoMetDC durch eine 

irreversible Aminierung der prosthetischen Pyruvoylgruppe (Shantz et al., 1992). Im 

folgenden wurden weitere AdoMetDC-Inhibitoren hergestellt, die der Struktur von 

dcAdoMet ähneln; auf diese Weise wurde die Tatsache genutzt, dass der Pyruvoyl-

Rest der AdoMetDC in der Lage ist, Oxime und Hydrazone zu bilden. Auch das 1991 

entwickelte AMA (S-(5´-Desoxy-5´-adenosyl)[(methylthio)-ethyl]hydroxylamin) bildet 

kovalente Bindungen mit der α-Untereinheit des Enzyms aus (Shantz et al., 1992).  

Erwartungsgemäß besitzen alle selektiven AdoMetDC-Inhibitoren die Eigenschaft, 

die Spermidin- und Sperminkonzentrationen in behandelten Zellen und Geweben 

herabzusetzen; eine Induktion der ODC und eine Zunahme der Putrescin-

konzentrationen folgen. Trotz der starken Abnahme von Spermidin und Spermin 

zeigte eine kurzzeitige Behandlung von Zellen mit dcAdoMet-Analoga-Inhibitoren 

(AMA und MDL 73811) nur einen überraschend geringen Effekt auf das 

Zellwachstum (Pegg et al., 1988; Kramer et al., 1989; Stjernborg et al., 1993).  
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1.4.5 Polyaminstoffwechsel von P. falciparum 

 

Der Polyaminstoffwechsel in P. falciparum ist im Vergleich zu dem der Säugetiere 

weitaus weniger komplex (Abb. 7). Die Enzyme zur Interkonversion von Spermin und 

Spermidin fehlen und eine SpmSyn ist ebenfalls nicht vorhanden. Trotz der 

fehlenden SpmSyn lassen sich in P. falciparum dennoch geringe, aber detektierbare 

Mengen an Spermin nachweisen, was damit zusammenhängt, dass die SpdSyn 

neben der Bildung von Spermidin auch die Umsetzung von Spermidin zu Spermin 

katalysiert, wenn auch nur in geringem Maße (Haider et al., 2005). 

Wie in dem Polyaminstoffwechsel der Säugetiere wird auch bei P. falciparum 

zunächst Arginin durch die - kürzlich charakterisierte - Arginase (Müller et al., 2005) 

in Ornithin überführt, welches dann durch die ODC zu Putrescin decarboxyliert wird. 

Durch die Addition einer Aminopropylgruppe wird aus Putrescin dann Spermidin 

gebildet. Übereinstimmend mit dem Polyaminstoffwechsel bei Säugetieren stammen 

die Aminopropylgruppen aus dem AdoMet, das von der AdoMet-Synthetase aus 

Methionin synthetisiert und anschließend durch die AdoMetDC decarboxyliert wird. 

Hinsichtlich einer möglichen Hypusinbiosynthese konnten Kaiser et al. (2001) in zwei 

untersuchten P. falciparum-Stämmen Homospermidin nachweisen. Darüber hinaus 

klonierten und exprimierten Molitor et al. (2004) ein plasmodiales eIF-5A- Gen. Dies 

weist darauf hin, dass zumindest eines der im Polyaminmetabolismus der Säugetiere 

vorhandenen spermidinmetabolisierenden Enzyme auch im Parasiten vorhanden 

sein könnte; basierend auf diesen Daten wird das Vorhandensein einer Hypusin-

biosynthese im Polyaminstoffwechsel von P. falciparum postuliert (Kaiser et al., 

2001). 

Wie zuvor beschrieben, werden sowohl ODC als auch AdoMetDC in allen zuvor 

untersuchten Organismen durch zwei verschiedene Genorte repräsentiert und 

infolgedessen individuell transkribiert und exprimiert. Für die Regulation der 

Polyaminbiosynthese sind beide Enzyme essentiell; die Kontrolle dieser beiden 

Schlüsselenzyme wiederum unterliegt einer Regulation sowohl auf transkriptioneller, 

translationeller als auch posttranslationeller Ebene. Im Falle von P. falciparum 

werden ODC und AdoMetDC von einem einzigen RNA-Transkript codiert; das 

entsprechende Protein zeigt sowohl ODC- als auch AdoMetDC-Aktivität (Müller et al., 

2000). 
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Abb. 7: Polyaminstoffwechsel von P. falciparum.  

 

Derartige Proteine mit vergleichbaren bifunktionellen Eigenschaften sind in P. 

falciparum nicht ungewöhnlich und konnten bereits zuvor identifiziert werden, wobei 

neben der Dihydropteroat-Synthetase/Dihydro-6-Hydroxymethylpterin-Pyrophospho-

kinase (Triglia und Cowman, 1994) besonders die Thymidylat-Synthase/Dihydrofolat-

Reduktase (DHFR/TS) ein gründlich charakterisiertes bifunktionelles Protein darstellt.  

Die Organisation beider Domänen ist mit der der AdoMetDC/ODC von P. falciparum 

vergleichbar. Die DHFR bzw. AdoMetDC ist N-terminal, die TS bzw. ODC C-terminal 

lokalisiert, die beiden Domänen sind durch eine sogenannte Hinge-Region 

miteinander verbunden (Grumont et al., 1986; Bzik et al., 1987; Hughes et al., 1989). 

Bezüglich des biologischen Sinns und der möglichen Vorteile solcher bifunktionalen 

Proteine liegt die Vermutung nahe, dass durch eine derartig koordinierte Synthese 

von Enzymen eines Reaktionswegs eine einfachere und effizientere 

Expressionskoordination realisiert werden kann. Eine individuelle und aufeinander 

abgestimmte Regulation wird dadurch unnötig (Ivanetich und Santi, 1990).  

S-Adenosylmethionin Ornithin 

Putrescin      Decarboxyliertes  
S-Adenosylmethionin  

Spermidin-Synthase 

Spermidin 

MTA 

S-Adenosylmethionin- 
      Decarboxylase 

     Ornithin- 
Decarboxylase 

S-Adenosylmethionin-Synthetase Arginase 

Putrescin 



 - 29 - EINLEITUNG 

Ein wesentlicher Kontrollmechanismus der Polyaminsynthese wird durch die zelluläre 

Polyaminkonzentration ausgeübt; Putrescin verursacht in Säugetieren sowohl eine 

vermehrte Prozessierung als auch eine gesteigerte Aktivität der AdoMetDC (Kameji 

und Pegg, 1987b). Im Gegensatz dazu ist bei der plasmodialen AdoMetDC keine 

Stimulierung zu erkennen. Putrescin wirkt aufgrund der Tatsache, dass der Ki-Wert 

(68 µM) niedriger ist als die in vivo Konzentration von Putrescin (81 µM) - was auf 

eine Feedback-Inhibierung der ODC durch Putrescin hinweist - sogar eher als 

physiologischer Inhibitor der ODC von P. falciparum (Wrenger et al., 2001).  

Die Konzentrationen der Substrate für beide Enzyme unterscheiden sich in P. 

falciparum erheblich; die Ornithin-Konzentration beträgt 29 µM, die von AdoMet nur 

4,5 µM. Da die ODC und die AdoMetDC des bifunktionellen Proteins von P. 

falciparum vergleichbare spezifische Aktivitäten und ähnliche Km-Werte aufweisen 

(58 µM für AdoMet, 41 µM für Ornithin), liegt die Vermutung nahe, dass im Vergleich 

zu dcAdoMet weitaus mehr Putrescin synthetisiert wird. Infolgedessen kommt es zu 

einer Akkumulation von Putrescin, was wiederum eine verstärkte Feedback-

Inhibierung der ODC bewirkt. Limitierender Faktor bei der Spermidin-Synthese ist 

demnach dcAdoMet; dies wurde bereits für Säugetierzellen diskutiert (Pegg, 1986). 

Darüber hinaus erfolgt eine Regulation aufgrund der kurzen Halbwertszeiten der 

ODC und AdoMetDC. Bei Säugetieren werden diese Halbwertszeiten der ODC 

(maximal 1 h) durch das Antizym und die PEST-Region vermittelt; die für eine PEST-

Region charakteristische Häufung der Aminosäuren Prolin, Glutamat und Serin ist 

auch in der AdoMetDC/ODC von P. falciparum vorhanden. Ein für das Antizym 

codierendes Gen ist jedoch bei P. falciparum nicht gefunden worden, was die - im 

Vergleich zu den Säugtierenzymen - längere Halbwertszeit des bifunktionellen 

Enzyms von über zwei Stunden erklärt. 

Bemerkenswert an der plasmodialen AdoMetDC/ODC ist darüber hinaus die 

ungewöhnliche Größe des Proteins, zum einen bedingt durch die bifunktionellen 

Eigenschaften des Proteins, zum anderen durch die 275 Aminosäuren lange Hinge-

Region sowie durch Insertionen in ODC und AdoMetDC. Homologien zu ODC und 

AdoMetDC anderer Organismen werden durch diese Insertionen unterbrochen; sie 

sind jedoch in P. falciparum nicht ungewöhnlich und kommen unter anderem im Heat 

shock-Protein HSP 90, in Proteinkinasen, RNA-Polymerasen und in der γ-Glutamyl-

cystein-Synthetase vor (Perryman et al., 1986; Giesecke et al., 1991; Bonnefoy et al., 

1994; Lüersen et al., 1999). Hinsichtlich der Funktionen solcher Insertionen wird 
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vermutet, dass sie zur Ausbildung der Proteinstruktur beitragen und darüber hinaus 

aufgrund ihres besonderen Aufbaus an der Abwehr der Immunantwort des Wirtes 

beteiligt sind. Auch eine Interaktion mit regulatorischen Proteinen ist vermutet 

worden (Kemp et al., 1987; Schofield, 1991; Reeder und Brown, 1996). Diese 

parasitenspezifischen Insertionen, die typischerweise hydrophile Regionen enthalten, 

stellen Domänen dar, die aus dem Kern des Proteins herausragen (Pizzi und 

Frontali, 2001). Verschiedene Deletions-Mutagenesen der parasitenspezifischen 

Inserts der bifunktionalen PfAdoMetDC/ODC und den monofunktionalen Domänen 

zeigen, dass die Insertionen für die Aktivität essentiell sind. Die größte dieser 

Insertionen ist für beide Decarboxylase-Aktivitäten in der bifunktionalen 

PfAdoMetDC/ODC wichtig; ihre Entfernung resultiert in Konformationsänderungen, 

die zu einem Verlust der katalytischen Aktivität führen, was darauf hinweist, dass 

auch hier Interdomänen-Interaktionen unterbrochen werden (Birkholtz et al., 2004). 

In beiden Domänen der plasmodialen AdoMetDC/ODC sind konservierte Bereiche 

vorhanden, verantwortlich für die katalytische Aktivität, die Dimerisierung sowie die 

Prozessierung (Wrenger et al., 2001). So ist die Prozessierungsstelle in der 

AdoMetDC eine hochkonservierte Region, an der die autokatalytische Spaltung in 

eine große α-Untereinheit mit der enzymatisch aktiven Pyruvoylgruppe und eine 

kleine β-Untereinheit stattfindet (Stanley, 1989). Ebenfalls hochkonserviert sind in der 

ODC-Domäne die Bindungsstellen für die prosthetische Gruppe Pyridoxalphosphat 

(PLP) sowie die am Aufbau des aktiven Zentrums beteiligten Aminosäuren (Kern et 

al., 1999).   

Transportmechanismen zur Aufnahme von Polyaminen konnten bisher bei P. 

falciparum nicht nachgewiesen werden. Allerdings wurde für das intraerythrozytäre 

Stadium von P. knowlesi ein Putrescin-Transporter beschrieben. Hier zeigten die 

Trophozoiten einen zeit- und temperaturabhängigen Putrescin-Influx, der weder 

durch andere Aminosäuren noch durch Spermidin oder Spermin beeinflusst werden 

konnte, was ein deutlicher Hinweis auf einen spezifischen Transport für Putrescin zu 

sein scheint (Singh et al., 1997). Die Tatsache, dass die Zugabe externen Putrescins 

die cytostatische Wirkung von ODC-Inhibitoren aufheben kann (Assaraf et al., 1984, 

1987) zeigt jedoch deutlich, dass ein Aufnahmesystem zumindest für dieses 

Polyamin vorhanden sein muss. 
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1.5 Zielsetzung 

 

Ein zentrales Problem bei der Malariabekämpfung ist die Tatsache, dass P. 

falciparum in zunehmendem Maße Resistenzmechanismen gegen die 

herkömmlichen Malariamedikamente entwickelt. Deshalb besteht eine dringende 

Notwendigkeit, die Stoffwechselwege des Parasiten hinsichtlich möglicher 

Angriffspunkte für Chemotherapeutika zu analysieren sowie neue Verbindungen zu 

entwickeln und zu untersuchen, die essentielle Schlüsselenzyme inhibieren und die 

entsprechenden Stoffwechselwege blockieren.  

Polyamine sind weit verbreitet und für die Zellproliferation und Differenzierungs-

prozesse essentiell. Wie Tumorzellen weisen auch die erythrozytären Stadien von P. 

falciparum eine hohe Proliferationsrate auf. Da diese Vermehrungsprozesse große 

Mengen an Polyaminen benötigen, scheint die Polyaminbiosynthese von P. 

falciparum ein viel versprechender Angriffspunkt zu sein, um in Entwicklung, 

Wachstum und Vermehrung dieses Parasiten einzugreifen. Eines der Ziele der 

vorliegenden Arbeit war die Bestimmung der Konzentrationen der Polyamine 

Putrescin, Spermidin und Spermin im Verlauf der erythrozytären Schizogonie des 

Parasiten. Da Parasit und Wirtszelle auf Grund der endoparasitischen Lebensweise 

eine Einheit bilden, sollte darüber hinaus die Polyaminverteilung in den Parasiten- 

und Erythrozytenkompartimenten der Parasit-Wirtszellen-Einheit untersucht werden. 

Diese Untersuchungen sollten die Voraussetzungen dafür liefern, die Wirkung von 

Inhibitoren des Polyaminstoffwechsels zu analysieren. 

Die AdoMet-Synthetase katalysiert die Bildung von AdoMet aus Methionin und ATP 

und stellt damit das Vorläufermolekül für das decarboxylierte AdoMet zur Verfügung, 

das für die Synthese von Spermidin und Spermin benötigt wird. Daten über die 

biochemischen Parameter der plasmodialen AdoMet-Synthetase stehen bisher nur in 

begrenztem Umfang zur Verfügung. Aus diesem Grund sollte dieses Enzym 

rekombinant exprimiert und biochemisch charakterisiert werden.  

Im Laufe der letzten zwei Jahrzehnte ist eine neue Generation von ODC- und 

AdoMetDC-Inhibitoren entwickelt worden, deren inhibitorisches Potential z.T. weit 

über dem ihrer Mutterverbindungen liegt. Um das Wirkungsspektrum dieser 

Inhibitoren auf die Enzymaktivitäten zu untersuchen, sollte die bifunktionelle 

AdoMetDC/ODC von P. falciparum ebenfalls rekombinant exprimiert werden.  
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Für die Inhibitoren der ODC (APA, CGP 54169A, CGP 52622A, AO-Agmatin, GAPA, 

bis-GAPA), der AdoMetDC (MDL 73811, CGP 40215A, CGP 48664A) und der 

AdoMet-Synthetase (Selenomethionin, Cycloleucin) sollten zunächst die 

Inhibitorkonstanten der jeweiligen Inhibitoren auf die Enzymaktivität bestimmt 

werden. Des Weiteren sollte untersucht werden, inwiefern sich die Inhibition des 

Enzyms auf das Wachstum der Plasmodienzellen in Kultur auswirkt und in welchem 

Maße die Polyamin- bzw. die AdoMet-Konzentrationen nach Behandlung der 

Parasiten betroffen sind.  
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2 MATERIAL UND METHODEN 

 

2.1 Chemikalien und Bioreagenzien 

 

Amersham Biosciences 

[α-32P]dATP (3000 Ci mmol-1), [α-35S]dATP (1000 Ci mmol-1), L-[1-14C]-Ornithin (50 

mCi mmol-1), S-Adenosyl-L-[Carboxy14CO2]-Methionin (56mCi mmol-1), L-[methyl-
3H]Methionin, Percoll, Sequenase 

 

Becton Dickinson  

BBL Agar, BBL Hefeextrakt, BBL Trypticase Pepton 

 

Biomol  

5-Bromo-4-Chloro-3-Indolyl-ß-D-Galactosid (X-Gal), Ethylendiamintetraessigsäure-

Na2-Salz (EDTA), Lysozym, Dithiothreitol (DTT)  

 

Bio-Rad Laboratories 

Elektrophoresemarker für SDS-PAGE 

 

Boehringer 

Tetracyclin 

 

Ciba Geigy 

CGP 40215A, CGP 48664A, CGP 52622A, CGP 54169A 

 

Deltaselect 

Gentamycinsulfat (Gencin) 

 

Eurogentec 

Agarose, dNTPs 

 

Fluka  

Diaminohexan, 1-Octansulfonsäure Natriumsalz Monohydrat, Putrescin, Spermidin, 

Spermin, Toluol 
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Gibco 

Albumax, RPMI 1640-Medium 

  

Institut für Bioanalytik (IBA) 

Anhydrotetracyclin 

 

Invitrogen 

Blunt II-TOPO Cloning Kit, Trizol-Reagenz, Taq-DNA-Polymerase 

 

MBI Fermentas 

Isopropyl-ß-D-Thiogalactopyranosid (IPTG) 

 

Merck 

Aceton, Brij 35, Calciumchlorid-Dihydrat, Chloroform, Coomassie Brilliant Blue G-

250, Essigsäure, Ethanol, Giemsa-Lösung, Hayems Reagenz, D-Glucose- 

Monohydrat, Immersionsöl, Kaliumchlorid, Kaliumdihydrogenphosphat, di-Kalium-

hydrogenphosphat Magnesiumsulfat-Heptahydrat, Methanol, LiChrosolv Methanol 

(HPLC grade), Natriumchlorid, di-Natriumhydrogenphosphat, Natriumhydroxyd, 

Natriumhydrogencarbonat, Natriumhydrogenphosphat, Natriumdihydrogenphosphat, 

Phosphorsäure, Perchlorsäure, Triethylamin, Salzsäure 

 

New England Biolabs 

Proteinase K, Restriktionsenzyme 

 

Omnilab Life Sciences 

Natriumdodecylsulfat (SDS) 

 

Packard Bioscience 

ULTIMA Gold Szintillationsflüssigkeit 

 

Promega 

Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan-HCl (Tris-HCl), Pfu-DNA-Polymerase 
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Ratiopharm 

Gentamycin 

 

Roche 

Rinderserumalbumin (BSA), RNase, Hi-Fi-DNA-Polymerase   

 

Roth 

Acrylamid/Bisacrylamid, Ampicillin, Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan (Tris), 

Glaswolle 

 

Serva  

Alanin, Dansylchlorid, Dialyseschläuche, Saponin 

 

Sigma  

Adenosin-5-Triphosphat (ATP), S-(5’-Adenosyl)-L-Methioninchlorid, Acetonitril, 

Chloramphenicol, Diethylpyrocarbonat (DEPC), Ethidiumbromid, Glycerin, 

Hypoxanthin, Kanamycin, Kodak Biomax MR, Seleno-L-Methionin, 5’-Deoxy-5’-

Methylthioadenosin, Mineralöl, Natriumbicarbonat, Phenylmethylsulfonylfluorid 

(PMSF), Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol, Protease-Inhibitoren-Cocktail, D-Sorbitol 

 

 

2.2 Puffer und Stammlösungen 

 

Agarose-Gelelektrophorese-Puffer 

TAE-Puffer:   40 mM Tris, 0,3 M Natriumacetat, 1 mM EDTA, pH 8,0 

TBE-Puffer :   90 mM Tris/90 mM Borsäure, 2 mM EDTA, pH 8,0 

6-fach Probenpuffer: 0,25% Bromphenolblau, 0,25% Xylencyanol, 40% Glycerol 

 

Earle’s Balanced Salt Solution (EBSS) 

116 mM NaCl, 1,3 mM NaH2PO4, 1,8 mM CaCl2, 5,4 mM KCl, 0,64 mM MgSO4, 26,2 

mM NaHCO3, 5 mM Glucose 
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Coomassie-Färbung 

Fixierlösung:   20% Trichloressigsäure 

Färbelösung:  Färbelösung A: 0,2% Coomassie Brilliant Blue G-250 in 

96% Ethanol 

Färbelösung B:   20% Eisessig in dH2O 

Färbelösungen A und B im Verhältnis 1:1 

Entfärbelösung:  20% Ethanol, 10% Eisessig 

 

Hybridisierungslösungen 

20 x SSC:   3 M NaCl, 0,3 M Natriumcitrat, pH 7,0 

100 x Denhardt’s:  2% Ficoll, 2% Polyvinylpyrrolidon, 2% BSA 

SM-Puffer:  100 mM NaCl, 10 mM MgSO4⋅7 H2O, 20 mM Tris-HCl (pH 

7,5), 0,01% Gelatine 

 

Luria-Bertani-Medium (LB-Medium) 

1,0% Trypticase-Pepton, 0,5% Hefeextrakt, 1,0% NaCl  

(bei Ansetzen von LB-Agar + 1,5% Agar)  

 

Lösungen für DNA-Präparationen 

STET-Puffer:  50 mM Tris/HCl, pH 8,0, 50 mM EDTA, 5% (v/v) Triton X-

100, 8% Sucrose 

New Wash:   50% Ethanol, 10 mM Tris-HCl, pH 7,5, 0,05 mM EDTA,  

pH 8,0, 50 mM NaCl 

Glasmilch:   12% Siliziumoxid, 0,12% HCl in dH2O 

 

Proteinbestimmungen 

Bradford-Reagenz:  0,01% Coomassie Brilliant Blue G-250, 4,7% Ethanol,  

8% H3PO4    

 

SDS-Gelelektrophorese 

2 x SDS-Probenpuffer: 70 mM Natriumdodecylsulfat (SDS), 5% ß-Mercapto-

ethanol, 125 mM Tris-HCl, pH 6,8, 2 mg/ml Brom-

phenolblau 
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PBS-Puffer 

10 mM Na2HPO4, 1,8 mM K2HPO4, 2,6 mM KCl, 136,9 mM NaCl, pH 7,4  

 

HT (human tonicity)-PBS-Puffer 

16 mM Na2HPO4, 4 mM NaH2PO4, 126,6 mM NaCl, pH 7,2 

 

TE-Puffer 

10 mM Tris-HCl, 1 mM EDTA, pH 7,5 

 

 

2.3 Vektoren und Bakterienstämme 

 

2.3.1 Vektoren 

pJC 20    (Clos und Brandau, 1994) 

pJC 40    (Clos und Brandau, 1994) 

pASK-IBA3    (IBA)  

  

2.3.2 Bakterienstämme 

E. coli-Zellen 

DH5α     (Strategene) 

EWH 331    (Hafner et al., 1979) 

Rosetta gami B   (Stratagene) 

BLR DE3 pLys S   (Invitrogen) 

One-Shot TOP10   (Invitrogen) 

 

 

2.4 Kultivierung von P. falciparum 

 

2.4.1 Herstellung des RPMI 1640 - Mediums  

 

Ein Liter RPMI 1640-Medium enthielt 15,6 g RPMI 1640, 1 g Natriumbicarbonat, 2 g 

D-Glucose, 5 g Albumax sowie 0,028 g Hypoxanthin (gelöst in 2 ml 1N NaOH). Der 

pH-Wert wurde mit 10 N NaOH auf 7,4 eingestellt; nach Hinzufügen von 500 µl 

Gentamycin wurde das Medium sterilfiltriert. 
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2.4.2 Kulturführung  

 

Für die Kulturführung der Plasmodien (Stamm 3D7, Niederlande) wurden humane 

Erythrozyten der Blutgruppe A+ verwendet. Die Plasmodienkultur wurde zum einen in 

Petrischalen (Durchmesser 9,2 cm; Greiner), zum anderen in Kulturflaschen (150 

cm2, Nerbe) geführt. Der Hämatokritanteil betrug jeweils 4% (v/v).  

Das RPMI 1640-Medium wurde jeden zweiten Tag gewechselt und mit einem 

Gasgemisch aus 90% N2, 5% O2, 5% CO2 begast und dann bei 37°C gehalten 

(Trager und Jensen, 1976; Jensen und Trager, 1977).   

Zur Bestimmung der Parasitämie wurden der Kultur Erythrozyten entnommen, auf 

einem Objektträger ausgestrichen und luftgetrocknet. Nach einer Fixierung in 

Methanol für etwa 30 sec folgte für 15 min ein Färbeprozess in einer 10%igen (v/v) 

Giemsa-Lösung in Giemsa-Puffer (0,49 g KH2PO4 und 1,09 g Na2HPO4). Schließlich 

wurde der Objektträger mit Leitungswasser abgespült, luftgetrocknet und bei einer 

1000-fachen Vergrößerung unter einem Lichtmikroskop (Zeiss, Jena) analysiert. Die 

Parasitämie wurde durch das Zählen der infizierten Zellen pro 500-1000 Erythrozyten 

bestimmt und dann prozentual dargestellt. 

 

 

2.4.3 Synchronisation von P. falciparum mit Sorbitol 

 

Für eine Synchronisation der Plasmodienkulturen wurde eine vorwiegend aus 

Ringstadien bestehende Kultur in 50 ml-Falcontubes zentrifugiert (1500 rpm, RT, 5 

min) und der Überstand verworfen. Das Pellet wurde in 5 Pelletvolumen einer auf 

37°C vorgewärmten, 5%igen (w/v) Sorbitollösung resuspendiert und bei 37°C für 5 

min inkubiert. Anschließend erfolgte eine Zentrifugation bei 1200 rpm und bei RT für 

5 min. Für die weitere Kultivierung wurde das Erythrozytenpellet zweimal mit RPMI 

1640-Medium gewaschen und wieder in RPMI-Medium aufgenommen. 

Die eingesetzte Sorbitollösung führt zu einer Lyse der mit den späten 

Parasitenstadien - Trophozoiten und Schizonten - infizierten Erythrozyten; die mit 

frühen Ringstadien infizierten Erythrozyten werden nicht lysiert, weshalb auf diesem 

Wege eine Synchronisation der Kultur erreicht wird. Ursache für diese differenzielle 

Lyse ist, dass reifere Plasmodienstadien im Gegensatz zu den jüngeren Stadien in 

der Plasmamembran der Erythrozyten eine Porenbildung induzieren; der sogenannte 



 - 39 - MATERIAL UND METHODEN 

„plasmodial erythrocyte surface anion channel“ (PESAC) liegt in infizierten 

Erythrozyten in etwa 1000–2000 Kopien pro Zelle vor und ist in nichtinfizierten RBCs 

nicht nachzuweisen (Desai et al., 2000; Wagner et al., 2003). Von zwei weiteren 

solchen Anion-Kanälen mit ähnlichen Eigenschaften wie PESAC ist berichtet worden 

(Huber et al., 2002; Egee et al., 2002). Diese Kanäle ermöglichen eine vermehrte 

Aufnahme von niedermolekularen Substanzen wie z. B. Sorbitol. Normalerweise ist 

die Erythrozytenmembran für Sorbitol undurchlässig, aber die durch den Parasiten 

induzierten Kanäle in der Membran der infizierten Zelle erlauben den Eintritt des 

Sorbitols. Infolgedessen schwellen die mit späten Plasmodienstadien infizierten 

Erythrozyten in der verwendeten isoosmotischen Sorbitollösung durch die Aufnahme 

von Wasser und Sorbitol bis zur Lyse an (Ginsburg et al., 1983; Aley et al., 1986; 

Braun-Breton, 1990; Go et al., 2004). Die Zelllyse findet statt, wenn die durch die 

Sorbitolaufnahme bedingte Volumenzunahme ein kritisches, hyperosmotisches 

Volumen erreicht (Oberfläche des Erythrozyten = 137 µm2). Um dieses Volumen zu 

erreichen, akkumulieren die Zellen unter experimentellen Bedingungen eine 

Sorbitolmenge von etwa 14 fmol (Wagner et al., 2003). 

 

 

2.4.4 Trennung der Parasitenstadien mittels eines diskontinuierlichen 

 Percoll-L-Alanin-Gradienten  

 

Die Verwendung eines diskontinuierlichen Percoll-L-Alanin-Gradienten ermöglicht die 

Auftrennung der verschiedenen Stadien einer P. falciparum-Kultur aufgrund ihrer 

unterschiedlichen Dichte (Aley et al., 1986; Kanaani und Ginsburg, 1989). Zu diesem 

Zweck wurde steriles Percoll mit 10-fach konzentriertem RPMI 1640-Medium auf 

eine 90%ige (v/v) isotonische Lösung verdünnt und 3% (w/v) L-Alanin hinzugegeben 

(Lösung A). Ausgehend von dieser 90%igen Lösung wurde der Percoll-Anteil durch 

Zugabe von Lösung B (3% L-Alanin (w/v) in 0,9% NaCl) zur Lösung A in 

entsprechenden Mengen auf jeweils 80%, 85%, 70% oder 60% gesenkt. Die 

hypertonischen Percoll-L-Alanin-Lösungen wurden dann auf 37°C erwärmt und für 

den Aufbau eines diskontinuierlichen Percoll-L-Alanin-Gradienten verwendet. Dazu 

wurden in ein Falcontube 6 ml der 90%igen Percoll-L-Alanin-Lösung vorgelegt und 

nacheinander mit 5 ml der 80%igen, 5 ml der 70%igen und 4 ml der 60%igen Percoll-

L-Alanin-Lösung überschichtet. Gleichzeitig wurden die zu untersuchenden 
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Plasmodien-Kulturen in Falcontubes bei RT für 10 min bei 2000 rpm (BS4402/A-

Rotor, Heraeus) abzentrifugiert. Das Pellet wurde einmal mit RPMI 1640-Medium 

gewaschen und anschließend in mindestens einem Pelletvolumen Lösung B 

aufgenommen. Diese Zellsuspension wurde dann vorsichtig auf den Percoll-

Gradienten gegeben. Die Auftrennung der verschiedenen Parasitenstadien erfolgte 

durch eine Zentrifugation bei RT in einer Sorvall-Zentrifuge für 20 min bei 10000 rpm 

in einem Festwinkelrotor (SS 34) oder in einer Heraeus Sepatech-Zentrifuge für 25 

min bei 4000 rpm.  

Wie erwähnt hängt die Verteilung der Parasitenstadien im Gradienten von ihrer 

jeweiligen Zelldichte ab; da Erythrozyten, die mit späteren Parasitenstadien infiziert 

sind, L-Alanin in weitaus größerer Menge aufnehmen (vgl. 2.4.3), schwellen sie in 

der eingesetzten 3%igen L-Alanin-Lösung an und ihre Dichte nimmt entsprechend 

ab. Infolgedessen lagern sich mit Schizonten infizierte Erythrozyten zwischen 60% -

70% Percoll, mit Trophozoiten infizierte Erythrozyten dagegen zwischen 70% - 80% 

Percoll an. Im Gegensatz dazu schrumpfen nichtinfizierte und mit Ringstadien 

infizierte Erythrozyten in der hypertonischen Percoll-L-Alanin-Lösung und ihre Dichte 

nimmt zu. Diejenigen Erythrozyten, die mit Ringstadien infiziert sind, lagern sich im 

oberen Bereich der 90%igen Percoll-Schicht an und sind damit von den 

nichtinfizierten Erythrozyten, welche sich im unteren Bereich der 90%igen Percoll-

Phase befinden, getrennt. Die mit Ring-, Trophozoiten- bzw. Schizontenstadien 

infizierten RBC wurden anschließend zweimal mit Earle’s Balanced Salt Solution 

(EBSS) oder 0,9%iger NaCl2-Lösung gewaschen und nach dem jeweiligen Wasch-

schritt zentrifugiert (10 min, 2000 rpm).  

 

 

2.4.5 Isolierung der Parasiten durch Verwendung von Streptolysin O  

 

Aufgrund der endoparasitischen Lebensweise bilden P. falciparum und Erythrozyten-

zelle eine Einheit. Um die Verteilung von Metaboliten in dieser Einheit untersuchen 

zu können, ist eine Trennung von Parasit und Wirtszelle erforderlich; eine solche 

Trennung kann durch die Verwendung von Streptolysin O (SLO) erreicht werden.  

SLO wurde in einer Konzentration von 100 µg/1,12 ml 2,33 mM KH2PO4, 8,33 mM 

K2HPO4, 150 mM NaCl und 1 mM DTT gelöst, in 16 µl- bzw. 32 µl- Aliquots auf 

vorgekühlte 500 µl - Eppendorfgefäße verteilt und bei -70°C gelagert. Die mittels 
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eines Percoll-Alanin-Gradienten angereicherten infizierten Erythrozyten wurden 

zunächst zweimal mit 0,9%iger NaCl2 gewaschen (10 min bei 4°C und 2000 rpm, 

BS4402/A-Rotor, Heraeus). Je 20 µl Zellpellet wurden dann in 180 µl 0,9%  NaCl2 in 

1,5 ml Eppendorfgefäßen vorsichtig resuspendiert. An den Rand des Eppendorf-

gefäßes wurden dann 16 µl der SLO-Lösung (1,43 µg) pipettiert und der Reaktions-

ansatz durch kurzes Vortexen gemischt. Nach einer Inkubation für 6 min bei RT, 

wobei der Ansatz in regelmäßigen Abständen (alle 2 min) vorsichtig gemischt wurde, 

wurden die Zellen bei 4°C und 1500 rpm für 5 min in einer Eppendorf-Zentrifuge 

abzentrifugiert (Rotor F45-24-11) und zweimal mit 0,9% NaCl2 gewaschen, bevor sie 

für weitere Analysen verwendet wurden. Sowohl der das Cytosol der Erythrozyten 

enthaltende Überstand als auch die isolierten Parasiten im Pellet wurden bezüglich 

des Polyamingehalts untersucht. SLO ist ein porenbildendes Toxin, das an 

cholesterinhaltige Membranstrukturen bindet und 25-100 nm lange und ca. 7,5 nm 

breite Poren bildet; durch Penetration der apolaren Domäne des Membran-Bilayers 

werden unter den beschriebenen Bedingungen selektiv die Plasmamembranen der 

Erythrozyten durchlöchert. Infolgedessen läuft das Cytoplasma der Erythrozyten aus, 

während sowohl die parasitophore Vakuole als auch die Plasmamembran des 

Parasiten intakt bleiben (Bhakti et al., 1985; Ansorge et al., 1997).  

 

 

2.4.6 Isolierung der Parasiten durch Saponinlyse  

 

Um Plasmodien aus infizierten Erythrozyten zu isolieren, wurde eine P. falciparum-

Kultur zunächst für 10 min bei 4°C und 2000 rpm (BS4402/A-Rotor, Heraeus) 

abzentrifugiert. Das Zellpellet wurde dann in 2 Pelletvolumen 0,2%igen Saponin, 

angesetzt in RPMI 1640, resuspendiert und für 10 min unter gelegentlichem Mischen 

auf Eis inkubiert. Saponin interagiert mit den Sterolen in der Zellmembran der 

Erythrozyten, was zur selektiven Lyse der Erythrozyten führt; der Parasit hingegen 

bleibt intakt. Anschließend wurde der Ansatz für 10 min bei 4°C und 2800 rpm 

(BS4402/A-Rotor, Heraeus) zentrifugiert und das Parasitenpellet nach zweimaligem 

Waschen mit eiskalter 0,9%iger NaCl-Lösung für weitere Analysen verwendet bzw. 

bei 70°C gelagert.  
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2.5 Automatische Bestimmung der Zellzahl 

 

Die Bestimmung der Erythrozytenzellzahl wurde in einem Cell Counter (Coulter Max 

M; Coulter Electronics, Krefeld, Germany) durchgeführt. Dazu wurden 20 µl der 

Erythrozytensuspension in 180 µl Hayem-Lösung fixiert. 

Alternativ wurde die Zellzahlbestimmung in einigen Fällen mit Hilfe einer Neubauer-

Zählkammer durchgeführt. 

 

 

2.6 Markierung der Polyamine durch Dansylierung der Aminogruppen  

 

Die Bestimmung der Polyaminmengen in den Erythrozyten und den Parasiten 

erfolgte nach Seiler und Knödgen (1978). Hierzu wurden die infizierten Erythrozyten 

nach Auftrennung im diskontinuierlichen Percoll-L-Alanin-Gradienten in dH2O 

aufgenommen und die Proteine durch Zugabe von 0,2 M Perchlorsäure über Nacht 

bei 4°C gefällt. Den Proben wurde 5,74 µg/10 µl 1,6-Diaminohexan als interner 

Standard beigefügt. Die Samples wurden dann für 20 min bei 14000 rpm 

zentrifugiert, der Überstand abgenommen und durch Zugabe von NaHCO3 bis zur 

Sättigung auf einen neutralen pH-Wert eingestellt. Nach Vortexen wurde das 

dreifache Volumen Dansylchlorid (2 mg/ml Aceton) hinzugegeben; nach erneutem 

Vortexen erfolgte die Markierungsreaktion im Dunkeln entweder über Nacht bei RT 

oder für 30 min bei 37°C. Dansylchlorid reagiert mit primären Aminen und bildet 

dansylierte Polypeptide. Durch saure Hydrolyse werden die Peptidbindungen 

gespalten und es entsteht eine N-terminale Dansylaminosäure mit intensiver gelber 

Färbung, die chromatographisch im pmolaren Bereich identifiziert werden kann.   

Durch die anschließende Zugabe von 1 ml Toluol wurde die Dansylierungsreaktion 

gestoppt und die dansylierten Polyamine gingen quantitativ in die organische Phase 

über. Wenn im HPLC-Chromatogramm der Verlauf der Basislinie einen oder mehrere 

Polyaminpeaks verdeckte, wurde das Toluolextrakt nach der Methode von Seiler et 

al. (1978) über eine Kieselgelsäule vorgereinigt. Überschüssiges Dansylchlorid und 

dansylierte Aminosäuren wurden hierdurch von der Probe abgetrennt. Dafür wurde 

eine Glassäule (0,7 x 20 cm) mit einer Kieselgel (mesh 70-230)/Toluol-Suspension 

gefüllt und mit Toluol gewaschen. Anschließend wurden die aus der Dansylierung 

erhaltenen Toluolphasen aufgetragen und mit 10 ml Toluol/Triethylamin (9:1, v/v) 
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gewaschen. Die Eluate wurden verworfen. Die auf der Säule verbleibenden 

dansylierten Polyamine konnten mit 10 ml Ethylacetat eluiert werden, wobei das 

Eluat gesammelt und auf Eppendorftubes portioniert wurde. Nach der 

Toluolextraktion wurden die Proben in einer SpeedVac (Savant SVC 100) bis zur 

Trockne eingedampft. Das Pellet wurde in 100 ml Methanol/Essigsäure (95:5, v/v) 

aufgenommen und wie unter 2.8 beschrieben analysiert. 

 

 

2.7 Dansylierung der Polyaminstandards 

 

Für die Eichung der HPLC wurden folgende Polyaminstandards verwendet: 

 

0,493 mM 1,6-Diaminohexan 

0,266 mM Putrescin-Dihydrochlorid 

0,246 mM Spermidin-Dihydrochlorid 

0,274 mM Spermin-Dihydrochlorid 

Die Polyaminstandards wurden in 0,01 N HCl gelöst und in Aliquots bei -20°C 

gelagert. Für die Dansylierung wurden 10 µl dieser Standardlösungen zu 1 ml dH2O 

in ein verschließbares Glasröhrchen gegeben und NaHCO3 bis zur Sättigung 

zugesetzt. Nach Vortexen wurde zu jedem Ansatz 1 ml Dansylchlorid (2 mg/ml 

Aceton) hinzugefügt, erneut gevortext und die Proben dann für 30 min bei 37°C oder 

über Nacht bei RT im Dunkeln inkubiert. Mit 1 ml Toluol wurden die dansylierten 

Polyamine anschließend quantitativ extrahiert und die organische Phase in 

Eppendorftubes überführt. Die Toluolextrakte wurden in der Vakuumzentrifuge 

evaporiert und das trockene Pellet in 100 µl Methanol/Essigsäure (95:5, v/v) 

resuspendiert. 

 

 

2.8 Bestimmung der Polyaminkonzentrationen mittels reversed-phase 

High Performance Liquid Chromatography (HPLC)  

 

Für die reversed-phase HPLC-Analyse der Polyaminkonzentrationen wurden 50 µl 

der dansylierten Derivate auf eine Spherisorb ODS II-Säule (5 µm, 250 x 3 mm, 

Machery-Nagel, Düren, Germany) aufgetragen. Die Bestimmung der Polyamin-
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mengen erfolgte nach zwei Methoden; die erste (modifiziert nach Seiler und 

Knödgen, 1978) bestand aus Methanol (Phase A) und dH2O (Phase B) mit 

folgendem Gradienten:  

 

Zeit [min]       0,0                                  25,0              37,5              46,25              50,0     52,5     62,5 

Phase B [%]     57,5     67,5     82,5    100,0   100,0     57,5     57,5 

 

Die Eichung der Säule erfolgte mit den Verbindungen Putrescin, Diaminohexan, 

Spermidin und Spermin in folgenden Konzentrationen: 

 

Verbindung Menge (ng) 

Putrescin - Dihydrochlorid   7,13 10,70 14,27 21,40 35,67 

Diamonhexan - Dihydrochlorid   9,57 14,35 19,13 28,70 47,83 

Spermidin - Dihydrochlorid 10,43 15,65 20,87 31,30 52,17 

Spermin - Dihydrochlorid 15,90 23,85 31,80 47,70 79,50 

 

Alternativ wurde auch eine Acetonitril-Phase (modifiziert nach Hayman und Gray, 

1985; Kabra, 1986) verwendet. Die mobile Phase A dieses acetonitrilhaltigen 

Gradienten bestand aus NaHPO4 (20 mM), Triethylamin (0,4%) und Acetonitril 

(30%). Als Phase B wurde nur Acetonitril (100%) eingesetzt. Der Gradient sah hier 

folgendermaßen aus:  

 

Zeit [min]      0,0                                  20,0              36,0          42,0              54,0     56,0     64,0 

Phase B [%]      0,0     38,5     50,0    82,0     87,0     87,0     0,0 

 

Auch in diesem Fall wurde die Säule zuvor mit den gleichen Verbindungen geeicht: 

 

Verbindung Menge (ng) 

Putrescin - Dihydrochlorid 42,80   85,60 128,40 171,20 214,00 

Diamonhexan - Dihydrochlorid 57,40 114,80 172,20 229,60 287,00 

Spermidin - Dihydrochlorid 62,60 125,20 178,80 250,40 313,00 

Spermin - Dihydrochlorid 95,50 190,80 286,20 381,60 477,00 
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Aufgrund des kontinuierlich ansteigenden Anteils an Methanol bzw. Acetonitril 

werden die verschiedenen Verbindungen mit unterschiedlichen Retentionszeiten von 

der Säule eluiert und können somit identifiziert werden. Die jeweiligen Mengen an 

dansylierten Polyaminen wurden dann mittels eines Fluoreszenzspektrometers 

(Exikation 365 nm, Emission 485 nm; SFM 25, Kontron) gemessen und konnten mit 

Hilfe des dansylierten Anteils des internen Standards quantifiziert werden. 

 

 

2.9 Bestimmung der AdoMet- und Methylthioadenosin (MTA)-

Konzentrationen mittels HPLC 

 

Für die reversed-phase HPLC-Analyse der AdoMet- und MTA-Konzentrationen 

wurden 50 µl der Proben auf eine Spherisorb ODS II Säule (5 µm, 250 x 3 mm, 

Machery-Nagel, Düren, Germany) aufgetragen. Für die Bestimmung der AdoMet- 

und der MTA-Mengen wurden die Methoden nach Wagner et al. (1981) angewendet; 

die mobilen Phasen bestanden aus 2% (v/v) Acetonitril und 98% (v/v) NaH2PO4 (0,1 

M), Oktansulfonsäure (8 mM) und 0,1 mM EDTA (Phase A). Der pH-Wert wurde mit 

H3PO4 auf 2,55 eingestellt. Phase B bestand aus einer 70:30 (v/v)-Mischung aus 

NaH2PO4 (0,2 M) und Acetonitril mit 8 mM Oktansulfonsäure; auch hier wurde für das 

Einstellen des pH-Werts (3,1) H3PO4 verwendet.  Der Gradient für die Trennung von 

AdoMet und MTA gestaltete sich bei einer Fliessgeschwindigkeit von 0,7 ml min-1 in 

diesem Falle folgendermaßen:  

 

Zeit [min] 0,0 16,0 28,0 32,0 37,0 42,0 

Phase B [%]    15,0 65,0 85,0 85,0 15,0   0,0 

 

Die Eichung der HPLC wurde mit folgenden Standards durchgeführt: 

0,8 mM S-(5’-Adenosyl)-L-Methioninchlorid (AdoMet) 

0,6 mM 5’-Deoxy-5’-Methylthioadenosin (MTA) 

 

Verbindung Menge (ng) 

AdoMet 80,00 40,00 20,00 4,00 2,67 

MTA 60,00 30,00 15,00 3,00 2,00 
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2.10 Bestimmung der Polyaminkonzentrationen nach Behandlung mit 

Inhibitoren der ODC und der AdoMetDC 

 

Um den Einfluss von Inhibitoren der Polyamin-Synthese auf den Polyamin-Gehalt in 

den infizierten Erythrozyten zu untersuchen, wurden der Plasmodienkultur die ODC-

Inhibitoren APA, CGP 54169A, CGP 52622A, AO-Agmatin, GAPA und bis-GAPA 

sowie die AdoMetDC-Inhibitoren MDL 73811, CGP 40215A, CGP 48664A und AMA 

in den jeweils gewünschten Konzentrationen zugegeben.  

 

 

2.11 IC50-Bestimmungen 

 

Für die Bestimmung der IC50-Werte der jeweiligen Inhibitoren wurden ebenfalls 

Plasmodien des 3D7-Stammes verwendet. Testbedingungen in der Plasmodienkultur 

waren eine 2%ige Parasitämie (vorwiegend Ringstadien) sowie ein Hämatokritwert 

von 2%. Zu einer 250 µl-Kultur wurden 5 µl des jeweiligen Inhibitors gegeben, 

angesetzt in 50% Ethanol (EtOH). Dieser Ansatz wurde dann nach 2minütigem 

Begasen mit 5% O2, 5% CO2, 90% N2 für 24 h bei 37°C inkubiert. 

Nach Ablauf der 24 h erfolgte die Zugabe von 10 µl 3H-Hypoxanthin (10 µCi/ml = 100 

nCi); nach nochmaligem Begasen wurde der Testansatz nochmals für 24 h bei 37°C 

inkubiert. Schließlich wurde der Test durch das Abernten und Waschen der Zellen 

mit dH20 beendet. Dieser Vorgang wurde mittels eines Zellharvester Systems 

(Inotech AG, Dottikon, Schweiz) durchgeführt; die Lösung aus den Mikrotiterplatten 

wird angesaugt, das Probenmaterial haftet auf Filterscheibchen. Die Vertiefungen 

werden dann nochmals mit einer Waschlösung gewaschen und diese dann ebenfalls 

abgesaugt. Die Filterpapiere wurden schließlich getrocknet, in Plastiktüten 

eingeschweißt und nach Zusatz von Scintillatorflüssigkeit in einem automatischen 

Flüssigszintillationszähler (PerkinElmer Wallac GmbH, Freiburg) gemessen. 

 

 

2.12 Präparation genomischer DNA aus P. falciparum 

 

Im ersten Schritt wurden mittels Saponinlyse isolierte P. falciparum-Parasiten in 50 

mM Tris-HCl (pH 8,0), 20 mM EDTA und 2% SDS resuspendiert. Nach Zugabe von 
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100 µg/ml Proteinase K erfolgte eine Inkubation über Nacht bei 37°C. Im Anschluss 

wurde dieser Ansatz für 10 min auf Eis gestellt, gesättigte NaCl-Lösung 

hinzugegeben (1/4 des Endvolumens), gründlich gemischt und für weitere 5 min auf 

Eis stehen gelassen, bevor der Reaktionsansatz für 15 min bei 4°C und 2000 rpm 

zentrifugiert wurde. Der Überstand wurde nach Zugabe von 20 µg/ml RNase für 15 

min bei 37°C inkubiert. Die Extraktion der genomischen DNA erfolgte dann mit einem 

Volumen Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol (25:24:1, v/v/v). Nach Ethanolfällung 

und einem Waschschritt mit 70%igem Ethanol wurde das DNA-Pellet getrocknet und 

schließlich in dH2O resuspendiert.    

 

 

2.13 Mini-Präparation von Plasmid-DNA 

 

Ein 2 ml-Aliquot einer ÜN-Kultur von E. coli wurde für 10 min bei 10000 rpm 

abzentrifugiert und das Zellpellet in 200 µl STET-Puffer (50 mM Tris/HCl, pH 8,0, 8% 

Sucrose, 50 mM EDTA, 5% Triton-X-100) resuspendiert. Nach Zugabe von 100 µg 

Lysozym und Inkubation für 10 min auf Eis wurden die Ansätze für 1,5 min in einem 

Wasserbad gekocht und dann nochmals bei 10000 rpm zentrifugiert, diesmal für 20 

min (Rotor F45-24-11, Eppendorf). Das Pellet wurde verworfen, der Überstand nach 

Zugabe von 500 µl 6 M Natriumjodid und 7,5 µl Glasmilch zur Bindung der DNA für 5 

min auf einem Schüttler bei RT inkubiert. Nach einer weiteren Zentrifugation wurde 

das Glasmilch-Pellet zweimal mit je 400 µl New Wash gewaschen, bevor die 

Resuspension und Elution in 60-80 µl dH2O bei 56°C erfolgte. Schließlich wurde die 

gelöste DNA durch einen abschließenden Zentrifugationsschritt von der Glasmilch 

getrennt. 

 

 

2.14 Midi- und Maxi-Präparationen von Plasmid-DNA      

 

Midi- bzw. Maxi-Präparationen von Plasmid-DNA erfolgten nach den Angaben des 

jeweiligen Herstellers (Qiagen Plasmid Midi- bzw. Maxi-Kit, Qiagen; Nucleobond PC 

100-Kit, Macherey und Nagel). Im Unterschied zur Mini-Präparation konnten bei der 

Midi-Präparation 100 ml, bei der Maxi-Präparation bis zu 500 ml einer Bakterien-ÜN-
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Kultur zur DNA-Gewinnung verwendet werden. Bei ersterer ließen sich bis zu 150 µg 

Plasmid-DNA isolieren, bei letzterer bis zu 500 µg. 

 

 

2.15 Polymerasekettenreaktion (PCR) 

 

Diese Methode dient der Amplifikation spezifischer DNA-Sequenzen (Saiki et al., 

1985), basierend auf einer enzymatischen Vermehrung eines DNA-Abschnittes 

zwischen zwei Oligonukleotid-Primern, die gegenläufig an komplementäre DNA-

Stränge binden. Je nach Bedarf lassen sich Länge der Primer und Stringenz der 

PCR-Bedingungen variieren. Die jeweiligen Reaktionsansätze enthielten neben den 

Puffern des Herstellers in einem Gesamtvolumen von 50 µl 200 µM 

Desoxyribonukleosid 5’-Triphosphat (Eurogenetech), 10 pmol der beiden 

Oligonukleotidprimer, 1-2 Einheiten der jeweils eingesetzten Polymerase sowie etwa 

100 ng DNA. Die PCR-Bedingungen wurden an den jeweiligen Polymerasetyp und 

das zu erwartende Produkt angepasst. Gemeinsam war den verschiedenen PCR-

Bedingungen ein anfänglicher Denaturierungsschritt von 94°C sowie 30 bzw. 35 

Amplifizierungszyklen, jeweils bestehend aus einer Denaturierungsphase (94°C, 20 

sec-1 min), einer Annealing-Phase (48-52°C, 20 sec ) und einer Extensions-Phase 

72-68°C, 2-6 min). Im Anschluss an die Zyklen folgte ein abschließender 

Extensionsschritt für 5-8 min. Als Polymerasen wurden Taq-Polymerase, Pfu-

Polymerase sowie HiFi-Polymerase verwendet.  

 

 

2.16 Enzymatische DNA-Restriktion 

 

Für einen Restriktionsverdau wurden 1-10 µg DNA mit den jeweils gewünschten 

Restriktionsendonukleasen in dem passenden, vom Hersteller empfohlenen 

Restriktionspuffer für 2-12 h inkubiert. Das Gesamtvolumen lag dabei zwischen 10 µl 

für analytische und 100 µl für präparative Reaktionsansätze. 
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2.17 DNA-Auftrennung über Agarosegel-Elektrophorese 

 

Die elektrophoretische Auftrennung von DNA wurde in horizontalen Flachgel-

Apparaturen (Gibco BRL) durchgeführt. Abhängig von der Größe der DNA-

Fragmente wurden die zu charakterisierenden DNA-Proben in 0,8-1,5%igen 

Agarosegelen in TBE-Puffer aufgetrennt. Den Agarosegelen wurden 5 µl Ethidium-

bromid zugesetzt, welches mit der DNA interkaliert und die Eigenschaft besitzt, in 

ultraviolettem Licht zu fluoreszieren. Auf diese Weise lässt sich die DNA unter UV-

Einstrahlung sichtbar machen. Als DNA-Größenstandard wurde ein 1 kb-Marker 

(Gibco BRL) verwendet. 

 

 

2.18 Elution und Aufreinigung von DNA aus Agarosegelen 

 

DNA-Fragmente, die aus einem präparativen TAE-Gel isoliert werden sollten, wurden 

ausgeschnitten, das Agarosestück in 6 M Natriumjodid aufgenommen und bei 56°C 

geschmolzen. Nach Zugabe von 8 µl Glasmilch zur Bindung der DNA ließ man den 

Ansatz für 5 min bei Raumtemperatur schütteln; nach Zentrifugation (30 sec, 10000 

rpm) wurde das Pellet zweimal mit je 1 ml New Wash gewaschen und anschließend 

bei 56°C getrocknet. Die DNA wurde - wie bereits beschrieben - mit dH2O eluiert.    

 

 

2.19 Aufreinigung von DNA über DNA-Affinitätssäulen  

 

Die Aufreinigung von DNA-Fragmenten erfolgte mittels des PCR-Purification Kits, 

den Angaben des Herstellers (Amersham) folgend. Mit Hilfe dieser Methode ließen 

sich Enzyme, Salze, freie Nukleotide und kleine DNA-Fragmente von dem 

aufzureinigenden DNA-Fragment trennen.  

 

 

2.20 DNA-Sequenzierungen 

 

Die Sequenzierungsreaktionen wurden nach der Didesoxy-Kettenabbruch-Methode 

von Sanger et al. (1977) durchgeführt. In diesem Fall erfolgte die Markierung über 
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eingebautes dATP (α-35S), verwendet wurde der Sequenase Version 2.0 Kit der 

Firma USB. Die Sequenase ist eine T7-DNA-Polymerase ohne 5'-3'-Exonuklease-

aktivität (Klenow-Fragment). 

Die DNA wurde zunächst denaturiert, indem sie nach Zugabe von 2 µl 2 N NaOH für 

10 min bei 37°C inkubiert wurde. Nach Zugabe von 1/10 Volumen 3 M NaAcetat und 

dem 2½ fachen Volumen Ethanol (95%) wurde der Ansatz für 30 min bei -70°C oder 

über Nacht bei -20°C gelagert. Nach einer Zentrifugation für 15 min bei 14000 rpm 

wurde der Überstand verworfen, das Pellet mit 200 µl Ethanol (75%) gewaschen und 

nochmals für 5 min zentrifugiert. Nach vollständigem Entfernen des Überstandes 

konnte das Pellet getrocknet, in 8-15 µl dH2O aufgenommen und für die 

Sequenzierungsreaktion verwendet werden. 

Alternativ wurde mit dem „ABI PRISMTM Dye Terminator Cycle Sequencing Ready 

Reaction Kit” (Perkin Elmer) nach den Angaben des Herstellers sequenziert. Die 

Sequenzierungsprodukte wurden mit dem Gerät ABI 373 der Firma Applied 

Biosystems aufgetrennt, die Sequenzanalysen erfolgten mit den Programmen 

DNASIS bzw. PROSIS (Hitachi). Des Weiteren wurden einige Sequenzierungs-

reaktionen extern in Auftrag gegeben (AGOWA, Berlin).  

 

 

2.21 Radioaktive Markierung von DNA 

 

Für die radioaktive Markierung von DNA wurde der „Random Primed Labeling Kit“ 

(Roche) verwendet; die Markierungsreaktion wurde gemäß den Angaben des 

Herstellers durchgeführt, d.h. 100 ng DNA wurden mit 50 µCi α-32P-dATP für 30 min 

bei 37°C inkubiert. Nicht eingebaute dNTPs wurden mittels einer MicroSpinTM S-200 

HR Säule (Amersham Pharmacia Biotech) von der radioaktiv markierten Sonde 

abgetrennt, die Sonde dann für die nachfolgende Hybridisierung weiterverwendet.  

 

 

2.22 Transfer von DNA (Southern Blot)  

 

Der Begriff des "Southern blottings" beschreibt die Übertragung der DNA von einem 

Elektrophoresegel auf eine Nitrozellulose- oder Nylon-Membran. Die DNA wird dann 
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mit einer markierten spezifischen DNA-Sonde hybridisiert. So können bestimmte 

Restriktionsfragmente identifiziert werden.  

Zunächst wurden 10 µg genomische DNA mit ausgesuchten Restriktionsenzymen 

verdaut und in einem 0,8%igen Agarosegel elektrophoretisch aufgetrennt.  

Im Anschluss daran wurde das Gel zunächst für 15 min bei RT in 0,25 N HCl (bewirkt 

eine Fragmentierung größerer DNA-Fragmente), dann - nach kurzem Waschen in 

dH2O - für 20 min in 0,5 N NaOH, 1,5 M NaCl (führt zur Trennung der DNA in 

Einzelstränge) und schließlich für 45 min in 10 x SSC inkubiert. Alle Schritte wurden 

bei RT durchgeführt. 

Die DNA wurde dann über Nacht mit 10 x SSC als Laufmittel aus dem Gel auf die 

Trägermembran (GeneScreenPlus-Membran, Roche) übertragen. Am folgenden Tag 

wurde die Membran mit 6 x SSC gewaschen, kurz luftgetrocknet und die DNA 

schließlich mittels einer zweiminütigen UV-Bestrahlung mit einem UV Stratalinker 

1800 (Stratagene) auf der Membran fixiert (Sambrook et al., 1989).  

 

 

2.23 Hybridisierung von DNA mit radioaktiv markierter DNA  

 

Nach der Fixierung der DNA auf einer Nylon- oder Nitrocellulose-Membran wurde 

diese in einer Prähybridisierungslösung (4 x SSC, 0,1% SDS, 5 x Denhardt’s Lösung, 

50 µg/ml denaturierte Heringsspermien-DNA, 1% NaPPi) bei 60°C für mindestens 4 h 

prähybridisiert. Die radioaktiv markierte Sonde wurde für 10 min bei 95°C denaturiert, 

bevor sie zu dem Reaktionsansatz hinzugegeben wurde; anschließend wurde dieser 

dann bei 60°C für die eigentliche Hybridisierung über Nacht inkubiert. Im Anschluss 

daran folgten zwei Waschschritte, der erste für 2 x 20 min in 2 x SSC und 0,1% SDS 

bei 60°C, der zweite für 2 x 30 min in 1 x SSC und 0,1% SDS, ebenfalls bei 60°C. 

Schließlich wurde die Membran auf einen Film (Kodak BIOMAX) gelegt, für 24 - 96 h 

in einer Filmkassette bei -80°C exponiert und die Signale durch Autoradiographie 

detektiert und ausgewertet. 
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2.24 Herstellung kompetenter Zellen   

 

Zunächst wurde eine Übernacht-Kultur des jeweils verwendeten Bakterienstammes 

in 10 ml LB-Medium bei 37°C inkubiert. Nach einer Verdünnung von 1:100 ließ man 

die Zellen dann - ebenfalls bei 37°C - bis zu einer OD600 von etwa 0,5 wachsen.  

Bevor sie bei 2000 rpm für 10 min bei 4°C abzentrifugiert wurden, wurden die Zellen 

für 15 min auf Eis gestellt. Der Überstand wurde verworfen und das Bakterienpellet in 

50 ml kaltem CaCl2 (80 mM) resuspendiert. Die Zellen wurden für weitere 20-30 min 

auf Eis inkubiert und erneut abzentrifugiert. Das Bakterienpellet wurde schließlich in 

5 ml 20% Glycerol/80 mM CaCl2 aufgenommen, aliquotiert und sofort bei -70°C 

gelagert. Alle Schritte erfolgten bei 4°C. 

 

 

2.25 Transformation  

 

Für jeden Transformationsansatz wurden 100 µl kompetente Zellen auf Eis aufgetaut 

und nach Zugabe von 10 µl Plasmid-DNA und vorsichtigem Mischen 30 min auf Eis 

inkubiert. Im Anschluss daran wurden die Zellen einem Hitzeschock bei 42°C für 90 

sec und einer weiteren Inkubation für 2-5 min auf Eis unterzogen, bevor 800 µl LB-

Medium hinzupipettiert und der Ansatz für 30-60 min bei 37°C auf dem Schüttler 

inkubiert wurde. Schließlich konnten die Zellen dann auf LB-Platten, denen die 

jeweils erforderlichen Selektionsantibiotika (Ampicillin: 50 µg/ml, Kanamycin: 10 

µg/ml, Tetracyclin: 10 µg/ml, Chloramphenicol: 25 µg/ml) zugesetzt worden waren, 

ausplattiert und über Nacht bei 37°C inkubiert werden. Wurden Transformations-

vektoren verwendet, mit denen eine Blau-Weiß-Selektion möglich war, wurden 

jeweils 60 µl 0,1 M IPTG und 20 mg/ml X-Gal in 2% Dimethylformamid auf den 

Platten ausgestrichen, bevor der Transformationsansatz ausplattiert wurde. Bei einer 

erfolgreichen Insertion der gewünschten DNA-Fragmente in den Vektor zeigen die 

Kolonien eine weiße Farbe, während jene, die das Fragment nicht integriert haben, 

eine Blaufärbung aufweisen. 
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2.26 Expression und Aufreinigung der rekombinanten AdoMetDC/ODC 

 

Für die Expression der rekombinanten AdoMetDC/ODC stand das entsprechende 

Expressionskonstrukt bereits zur Verfügung (Müller et al., 2000). Der die P. 

falciparum-AdoMetDC/ODC enthaltende pASK-IBA3-Expressionsvektor wurde 

zunächst in die AdoMetDC- und ODC-defiziente E. coli-Zelllinie EWH331 

transformiert. Mit einer einzelnen Kolonie der transformierten Bakterien wurde eine 

Übernacht-Kultur (25 ml LBamp-Medium) angeimpft, bei 37°C inkubiert und am 

nächsten Tag 1:50 in frischem LBamp-Medium (500 ml) verdünnt. Die Bakterien 

wurden bei 37°C inkubiert. Bei einer OD600 = 0,5 wurde die Proteinexpression mit 1 

mM AHT induziert; anschließend erfolgte eine weitere Inkubation der Zellen über 

Nacht bei RT, bevor sie am nächsten Tag für 20 min bei 4°C und 2500 rpm 

abzentrifugiert wurden (Megafuge 1.0R oder –3.0R). Das Zellpellet wurde in 100 mM 

Tris-HCl-Puffer, pH 8,0, 1 mM EDTA und 0,1 mM Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF) 

resuspendiert. Zum Aufschließen der Zellen wurden die Bakterien dann 12 x für 20 

sec in einem Branson Sonifier beschallt und anschließend für 1 h bei 100000 x g 

abzentrifugiert (TFT 55.38 Rotor, Centricon T-1065, Kontron).  

Der 100000 x g Überstand wurde unter Verwendung des Strep-tag purification 

systems (Institut für Bioanalytik, Göttingen (IBA)) nach Angaben des Herstellers 

aufgereinigt. Die Elution des Proteins erfolgte durch den Elutions-Puffer, von dem 5 x 

1 ml aufgetragen wurde. Die Fraktionen wurden einer Proteinbestimmung nach 

Bradford unterzogen, die proteinenthaltenden Fraktionen gepoolt und mittels einer 

SDS-PAGE und anschließender Coomassie-blue-Färbung auf ihre Reinheit 

überprüft. 

 

 

2.27 Klonierung der rekombinanten AdoMet-Synthetase 

 

Für die Amplifikation der AdoMet-Synthetase von P. falciparum mittels PCR wurden 

Sense- und Antisense-Oligonukleotide zur Klonierung in den pJC40 - Vektor designt. 

Die Sequenzen der verwendeten Oligonukleotidprimer sind nachfolgend aufgeführt. 

  

sense CCGCTCGAGGATGAGTCAGTTGAAAATTAA AdoMet-Synthetase 
antisense CGCGCGGGGCCCTTAATAATGCATCG 
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Als Template diente P. falciparum-cDNA. Das PCR-Produkt wurde mit den 

Restriktionsenzymen ApaI und XhoI verdaut und in den ebenfalls mit ApaI/XhoI 

geschnittenen Vektor pJC40 kloniert. Der die AdoMet-Synthetase enthaltende Vektor 

wurde dann zunächst in dH5α-Zellen transformiert. Mittels einer Mini-Präparation, 

anschließendem Verdau und Auftragen der DNA auf ein Agarosegel wurde dann die 

richtige Bandengröße überprüft. Schließlich erfolgte die Transformation in die 

Expressionszellen EWH 331, Rosetta gami B und BLR DE3 plys S. 

Die transformierten Bakterien wurden dann auf LB-Platten ausgestrichen, denen die 

Antibiotika Ampicillin (50 µg/ml), Tetracyclin (10 µg/ml), Kanamycin (10 µg/ml) und 

Chloramphenicol (25 µg/ml) zugefügt wurden, und über Nacht bei 37°C inkubiert. 

 

 

2.28 Expression und Aufreinigung der rekombinanten AdoMet-

 Synthetase 

 

Die Expression der AdoMet-Synthetase erfolgte wie im Falle der rekombinanten 

AdoMetDC/ODC wie unter 2.26 beschrieben. Allerdings wurden die Zellen in LBamp-

Medium mit Zugabe von Chloramphenicol (25 µg/ml), Kanamycin (10 µg/ml) und 

Tetracyclin (10 µg/ml) inkubiert, die Induktion der Protenexpression erfolgte statt mit 

AHT mit IPTG.  

Die Aufreinigung des AdoMet-Synthetase-His-tag-Fusionsproteins erfolgte über die 

Bindung an Ni2+-Nitrilotriacetat (NTA)-Agarose. Dazu wurden 5 ml der Ni2+-NTA-

Agarose für 5 min bei 600 rpm in einer Heraeus-Zentrifuge zentrifugiert und 

nacheinander mit je 40 ml ddH20 und Binding Buffer gewaschen. Das Pellet wurde 

schließlich in 5 ml 1 x Binding Puffer resuspendiert. Die Ni-NTA-Agarose kann - 

gelagert bei 4°C - ca. 4 Wochen verwendet werden. 

Das E. coli–Pellet wurde ebenfalls in 5-10 ml 1 x Binding Puffer resuspendiert und 1 

mM PMSF dazugegeben. Aufschluss der Zellen und Ultrazentrifugation erfolgten 

ebenfalls wie unter 2.26 geschildert. 

Das Waschen und Eluieren des rekombinanten Proteins wurde auf zwei 

verschiedene Arten durchgeführt; bei einem Verfahren wurden dem Überstand 800 µl 

der equilibrierten Ni-NTA-Agarose hinzugefügt und das Gemisch dann für 15-60 min 

bei 4°C leicht geschüttelt, um das Protein an die Ni-NTA-Agarose zu binden. Nach 

kurzer Zentrifugation (5 min, 600 rpm, 4°C) und dreimaligem Waschen mit je 25 ml 
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Wasch-Puffer (Qiagen) zum Entfernen unspezifisch gebundener Proteine erfolgte die 

Elution durch Zugabe von 2 x 1 ml Elutions-Puffer. Alle Wasch- und Elutionsschritte 

wurden für 15 min bei 4°C und unter leichtem Schütteln durchgeführt.  

Im zweiten Verfahren wurde eine Spritze mit Glaswolle (Roth) gefüllt und die 

equilibrierte Ni-NTA-Agarose daraufgegeben. Auf diese Säule wurde der 100000 x g-

Überstand gegeben und 2 x mit 50 ml Wasch-Puffer gewaschen. Das rekombinante 

Enzym wurde schließlich mit 2 x 1 ml Elutions-Puffer eluiert. Ein Teil des Eluats 

wurde nach einer Proteinbestimmung nach Bradford einer SDS-PAGE unterzogen, 

der Rest über Nacht dialysiert.   

 

 

2.29 Dialyse 

 

Nach der Elution der AdoMet-Synthetase wurde das Eluat, welches das Enzym 

enthielt, in Dialyseschläuche (Serva) pipettiert und über Nacht gegen 2 l 100 mM 

Tris-Puffer mit Zusatz von 1 mM DTT, 1 mM PMSF und 0,2% Brij-35 dialysiert. Auf 

diese Weise ließen sich eventuell noch vorhandene Imidazolreste entfernen, die sich 

in hohen Konzentrationen im Elutionspuffer befinden und die Enzymaktivität 

beeinflussen könnten. Im Anschluss wurde das rekombinante Enzym entweder 

gleich für weitere Untersuchungen eingesetzt oder bei -20°C weggefroren. 

 

 

2.30 Mutation der Bindungsstellen für Methionin und Mg2+  

 

Die Kristallstruktur der E. coli-AdoMet-Synthetase zeigt, dass das aktive Zentrum vier 

Aspartatreste enthält (Taylor und Markham, 1999). Wie schon bei anderen 

Organismen wie E. coli (McQueney und Markham, 1995; Taylor und Markham, 1999) 

oder L. donovani (Pérez-Pertejo et al., 2003) zuvor untersucht wurde, spielen die 

Aminosäuren Asp16, Asp271, Asp118, Asp238 und Glu45 eine wichtige Rolle bei der 

Bindung von Substrat und von Kationen, die essentiell für eine optimale 

Katalyseaktivität sind.  

Um den Einfluss dieser Aminosäurereste auf die Aktivität des Enzyms zu 

untersuchen, wurden Mutanten hergestellt, in denen die Aspartatreste Asp16, Asp118, 

Asp239 und Asp271 gegen Asparagin und das Glutamat Glu50 gegen Glutamin 
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ausgetauscht wurden. Um die entsprechenden Mutationen einzuführen, wurden 

folgende Oligonukleotid-Primer designt:  

 

sense GAATGAAGGACACCCAAATAAAATATGTGACCAG Mutante 

asp16asn antisense CTGGTCACATATTTTATTTGGGTGTCCTTCATTC 

sense GAATTAATAGGAGCAGGAAATCAAGGAATTATGTTTGG Mutante 

asp118asn antisense CCAAACATAATTCCTTGATTTCCTGCTCCTATTAATTC 

sense GGAGGACCAGCAGCAAATGCAGGTTTAACAGGAAG Mutante 

asp238asn antisense CTTCCTGTTAAACCTGCATTTGCTGCTGGTCCTCC 

sense GATGCATCAAAAGTCAATCGTTCAGCAGCTTA Mutante 

asp271asn antisense TAAGCTGCTGAACGATTGACTTTTGATGCATC 

sense ATAGCAAGGTTGCATGTCAAGTATGTGCTAAAAAGAATTA Mutante 

glu50gln antisense TAATTCTTTTTAGCACATACTTGACATGCAACCTTGCTAT 

 

Die Mutationen wurden unter folgenden PCR-Bedingungen eingeführt: 

Denaturierung: 95°C, 2 min; 95°C, 30 sec; Annealing: 48°C, 90 sec; Extension 68°C, 

9 min. Insgesamt wurden 18 Zyklen durchgeführt. 

Anschließend wurde ein DpnI-Verdau für 2 h bei 37°C durchgeführt, um die 

Template-DNA zu eliminieren. Das Restriktionsenzym DpnI schneidet die DNA an 

der palindromischen GATC-site nur dann, wenn die Adeninreste an beiden Strängen 

methyliert oder hemi-methyliert (Gm6ATC) wurden. Die Sequenz muss also die N6-

Methyl-Form des Adeninrestes besitzen; produziert werden blunt-end Fragmente 

nach der Spaltung zwischen me-A und T. Deshalb werden die nicht mutierte 

parentale DNA oder Mutanten-Wildtyp-Heteroduplices durch DpnI inaktiviert.    

Die PCR-Produkte wurden wie im Falle der Wildtyp-AdoMet-Synthetase zunächst in 

kompetente DH5α-Zellen und nach Minipräparation in die entsprechenden 

Expressionszellen (Rosetta/EWH/BLR) transformiert, auf LBamp-Platten, denen 

weitere Selektionsantibiotika (Tetracyclin, Kanamycin, Chloramphenicol) zugesetzt 

wurden, ausgestrichen und über Nacht bei 37°C inkubiert. Wie unter 2.28 

beschrieben wurden die mutierten Proteine dann exprimiert und aufgereinigt. Um zu 

überprüfen, ob die Mutagenese auch zu dem jeweils gewünschten Aminosäure-

austausch führte, wurden die Mutationsprodukte sequenziert. 
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2.31 Gelfiltration 

 

Nach Elution der AdoMet-Synthetase von der Ni-NTA-Säule wurde das Eluat auf 

eine FPLC-Säule geladen; hier konnte eine weitere Aufreinigung mittels einer 

Trennung der im Eluat vorhandenen Verbindungen nach deren molekularen Masse 

erreicht werden. Als Laufpuffer diente ebenfalls ein Tris-Puffer (100 mM) mit Zusatz 

von DTT, PMSF und Brij-35. Die einzelnen Fraktionen wurden in Volumina von 2- 

bzw. 4 ml aufgefangen, die Fließgeschwindigkeit betrug 1 ml/min. Anschließend 

wurden die Fraktionen, in denen die AdoMet-Synthetase eluierte, mittels einer 

Bradford-Proteinbestimmung auf ihren Proteingehalt untersucht und auf ein SDS-Gel 

aufgetragen, um den Reinheitsgrad des Enzyms bestimmen zu können, bevor 

letzteres für weitere Untersuchungen eingesetzt wurde.  

 

 

2.32 Proteinbestimmung  

 

Die Bestimmung der Proteinkonzentrationen entsprechend der Methode von 

Bradford (1976) beruht auf der Bindung des Farbstoffes Coomassie Brilliant Blue in 

ethanolhaltiger Phosphorsäurelösung an Proteine, wobei ein blauer Komplex 

entsteht. Die photometrische Messung erfolgte bei 595 nm (Uvikon Spectrometer 

930/932, Kontron Instruments). Zur Erstellung einer Eichkurve wurde Rinderserum-

albumin als Standardprotein verwendet.  

 

 

2.33 SDS-Disk-Polyacrylamidgelelektrophorese  

 

Die Bezeichnung dieser Proteinelektrophorese nach der Methode von Laemmli 

(1970) beruht auf der Tatsache, dass zwei bezüglich des pH-Werts, der Gel- und der 

Pufferzusammensetzung voneinander abweichende (diskontinuierliche) Polyacryl-

amidgele verwendet werden. Alle Proben wurden nach Zugabe von 2x Probenpuffer 

(1/2 Volumen) für 5-10 min bei 95°C gekocht. Nach einer Zentrifugation für 2 min bei 

14000 rpm wurde das Gel beladen und die Elektrophorese bei 30 mA durchgeführt. 

Für die Trennung wurden Minigel G41- oder G42-Kammern (Biometra) verwendet. 

Als Molekulargewichtsstandards dienten die Eichsubstanzen (high molecular weight) 
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von Gibco BRL.  Wie bereits erwähnt wurde im Anschluss an die Elektrophorese eine 

Coomassie-Blue-Färbung (siehe 2.34) durchgeführt, so dass die einzelnen Banden 

sichtbar wurden. Die Stammlösungen für die Gele setzen sich wie folgt zusammen:  

 

Monomer-Stock-Lösung: 29,1 g Acrylamid, 0,9 g Bisacrylamid/100 ml 

Trenngelpuffer:  36,3 g Tris-HCl/100 ml, pH 8,9 mit 3 M HCl eingestellt 

Sammelgelpuffer:  5,7 g Tris-HCl/100 ml, pH 6,7 mit 0,47 M H3PO4 eingestellt  

Ammoniumpersulfat: 10% in dH2O 

1 x SDS-Laufpuffer:  3 g Tris-HCl, 14,4 g Glycin, 10 ml SDS (10%), ad 1 l dH2O 

7,5%iges Trenngel:  1,5 ml Trenngelpuffer, 3,0 ml dH2O, 1,5 ml 30%iges  

    Acrylamid, 60 µl einer 10%igen Natriumdodecylsulfat  

    (SDS)-Lösung, 5 µl N',N',N',N'-Tetramethylethylendiamin  

    (TEMED), 25 µl Ammoniumpersulfat (APS) 

4%iges Sammelgel:  1 ml Sammelgelpuffer, 2,5 ml dH2O, 534 µl 30% Acryl-  

    amid, 5 µl TEMED, 60 µl einer 10%igen SDS-Lösung,  

    25 µl APS 

 

 

2.34 Coomassie-Brilliant-Blue-Färbung von Proteinen in Polyacrylamid-

gelen 

 

Die Polyacrylamidgele wurden zunächst für mindestens 30 min in der Färbelösung 

inkubiert. Im Anschluss daran wurden die Gele so lange mit der Entfärbelösung 

behandelt, bis sich die Proteinbanden deutlich vom Hintergrund abhoben. 

Fixierer:  Trichloressigsäure 20% 

Färbelösung:      Je ein Teil von Lösung A und Lösung B; 

                           Lösung A: 0,2% Coomassie R-250, gelöst in Ethanol 

                           Lösung B: 20% Eisessig in dH2O 

Entfärbelösung:  20% Ethanol, 10% Eisessig  
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2.35 Aktivitätsbestimmungen der AdoMetDC/ODC und der AdoMet-

 Synthetase 

 

2.35.1 ODC-Aktivitätstest 

 

Um die Aktivität der ODC zu ermitteln, wurde der Aktivitätstest nach Niemann et al. 

(1996) durchgeführt; dieser beruht auf der Verwendung von radioaktiv markiertem L-

[1-14C]-Ornithin. Die Aktivität der ODC kann nach Zugabe des Enzyms aufgrund der 

Freisetzung von 14CO2 als Folge des katalytischen Prozesses festgestellt werden. 

Das freigesetzte 14CO2 wird von einem Filterpapier, welches zuvor mit Protosol 

getränkt wurde, aufgefangen und kann nach Zugabe von Scintillatorlösung (Ultima 

Gold, Packard Bio Science) in einem Scintillator (Tri-Carb Liquid Scintillation 

Spectrometer, United Packard) gemessen werden. Der Reaktionsansatz des 

Standardassays enthielt in einem Gesamtvolumen von 250 µl 50 mM Tris-HCl (pH 

7,5), 1 mM EDTA, 40 µM PLP, 1 mM Dithioerythritol (DTT), 0,02% Brij-35, 100 µM 

Ornithin, 8,9 µM L-[1-14C]-Ornithin (50 nCi), die Reaktion wurde durch Zugabe des 

Enzyms gestartet. Der Aktivitätstest wurde in mit Gummideckeln verschließbaren 

Glasbehältern durchgeführt. Nach einer 30-minütigen Inkubation in einem 

Wasserschüttelbad bei 37°C wurde die Reaktion durch Zugabe von 0,5 ml 

Trichloressigsäure (50 mM) beendet. Nach einer anschließenden 15-minütigen 

Inkubation, der Zugabe von 0,5 ml NaHCO3 und einer weiteren 15-minütigen 

Inkubation wurde schließlich - nach Zugabe der Scintillationslösung - der Mess-

vorgang im Scintillationszähler durchgeführt. 

 

 

2.35.2 AdoMetDC-Aktivitätstest 

 

Die Messmethode der AdoMetDC-Aktivität gleicht jener, die für die ODC verwendet 

wurde, mit dem Unterschied, dass statt des L-[1-14C]Ornithins S-Adenosyl-L-[methyl-
14CO2]Methionin (8,8 µM) verwendet wurde und der Reaktionsansatz sich aus 50 

mM Kaliumphosphat-Puffer, 0,1 mM EDTA, 0,02% Brij 35 und 1 mM DTT 

zusammensetzte. 
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2.35.3 Bestimmung der Km-Werte für die ODC und die AdoMetDC 

 

Um die Km-Werte der PfODC und der PfAdoMetDC bestimmen zu können, wurde 

dem Reaktionsansatz des ODC- bzw. AdoMetDC-Aktivitätstests neben dem 

radioaktiv markierten Substrat in konstanter Konzentration nichtmarkiertes Substrat 

in variierenden Mengen (10 µM - 200 µM) zugefügt.  

 

 

2.35.4 Bestimmung der Ki–Werte für die ODC-Inhibitoren 

 

Die Untersuchung der Enzymaktivitäten unter Einfluss der ODC-Inhibitoren wurde 

unter Standardassay-Bedingungen mit variierenden Konzentrationen des Ornithins 

und ebenfalls variierenden Mengen des jeweiligen Inhibitors durchgeführt. Dabei 

wurden die Inhibitorkonzentrationen von APA und dessen Derivaten im nanomolaren 

Bereich gewählt (APA: 0-6 nM, CGP 54169A: 0-11 n, CGP 52622A: 0-20 nM). Im 

Falle der Inhibitoren AO-Agmatin und GAPA lagen die Inhibitorkonzentrationen 

zwischen 0-7,5 bzw. zwischen 0-15 µM. Die Ki-Werte für die Inhibitoren wurden 

anhand eines Lineweaver-Burk-Diagramms ermittelt. Bei der Ermittlung der Ki-Werte 

für APA, CGP 54169A und CGP 52622A wurde die Tatsache berücksichtigt, dass es 

sich um sogenannte „tight binding“-Inhibitoren handelt; aufgrund dessen wurde für 

die Berechnung der Ki-Werte die Morrison-Gleichung (Henderson, 1972) verwendet. 

 

 

2.35.5 Bestimmung der Ki–Werte für die AdoMetDC-Inhibitoren 

 

Auch bei der Ermittlung der Ki-Werte für die AdoMetDC-Inhibitoren MDL 73811, CGP 

40215A und AMA wurden unterschiedliche Mengen der Inhibitoren bei 

verschiedenen Substratkonzentrationen eingesetzt. Da die irreversiblen Inhibitoren 

MDL 73811 und AMA einen zeitabhängigen Inhibierungstyp aufweisen, wurde die 

AdoMetDC mit variierenden Konzentrationen des jeweiligen Inhibitors (MDL 73811: 

0-0,6 µM, AMA: 0-1,0  µM) für unterschiedliche Zeiten (0-15 min) präinkubiert. Die 

Präinkubation erfolgte in 50 mM Kaliumphosphat-Puffer, 0,1 mM EDTA, 0,02% Brij 

35 und 1 mM DTT. Im Anschluss wurde der Standardassay für 30 min bei 37°C 
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durchgeführt. Die Auswertung des Ki-Wertes erfolgte nach der Methode von Kitz und 

Wilson (1962).   

 

 

2.35.6 AdoMet-Synthetase-Aktivitätstest 

 

Die Aktivitätsbestimmung der AdoMet-Synthetase wurde nach der Methode von 

Libby (1978) durchgeführt und beruht auf der Reaktion von ATP und Methionin, 

wobei AdoMet gebildet wird. Die Reaktion wurde nach einer Inkubationszeit von 30 

min durch Zugabe von 10 µl Trichloressigsäure gestoppt. Nach kurzer Zentrifugation 

wurden 50 µl des Überstandes auf P81-Phosphozellulosepapier (2,5 x 2,5 cm2) 

pipettiert. Das radioaktiv markierte Reaktionsprodukt bindet an einen Ionen-

austauscher (P81-Phosphozellulosepapier), das überschüssige Substrat wird dann 

durch zweimaliges Waschen mit nichtmarkiertem Methionin und einem weiteren 

Waschschritt mit 100%igem EtOH entfernt. Nach dem Trocknen wurde das P81-

Papier in ein Scintillationsgefäß mit 4 ml Scintillationsflüssigkeit überführt und mittels 

der Bestimmung der Radioaktivität im Scintillator die Aktivität des Enzyms bestimmt.  

Der Reaktionsansatz des Standardtests setzte sich aus 0,1 M Tris/HCl, pH 8,2, 20 

mM MgCl2, 150 mM KCl, 10 mM DTT, 10 mM ATP, 100 µM Methionin und 8,5 µM 

(100 nCi) [3H]-Methionin zusammen. Das Gesamtvolumen des Testansatzes betrug 

100 µl.  

 

 

2.35.7 Bestimmung der Abhängigkeit der AdoMet-Synthetase von KCl 

 

Unter Standardtestbedingungen wurde dem Reaktionsansatz KCl in Konzentrationen 

von 0-250 mM zugegeben. So konnte ermittelt werden, in welchem Maße KCl die 

Enzymaktivität der AdoMet-Synthetase beeinflusst. 
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2.35.8 Bestimmung des pH-Optimums der AdoMet-Synthetase 

 

Um zu untersuchen, unter welchen pH-Bedingungen die AdoMet-Synthetase von P. 

falciparum optimale Katalyseaktivität zeigt, wurde der Standardassay in 

verschiedenen Puffern mit unterschiedlichen pH-Werten durchgeführt. 

Eingesetzt wurden ein KH2PO4-Puffer, dessen pH-Wert im Test zwischen 6,0 und 8,0 

lag, des Weiteren ein Tris-Puffer (pH 7,5-9,0) und schließlich ein Glycin-Puffer (pH 

8,5-10,0).  

 

 

2.35.9 Auswertung der Ergebnisse der Enzymtests  

 

Die Auswertung, graphische Darstellung und Bestimmung der jeweiligen Km- und Ki-

Werte wurde mit Hilfe des GraphPADPrism-Programms Inplot 3,1 (GraphPAD, San 

Diego) durchgeführt. 
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3 ERGEBNISSE 

 

3.1 Bestimmung der Polyaminkonzentrationen während des 

erythrozytären Zyklus von P. falciparum 

 

Um den Polyamingehalt während der erythrozytären Schizogonie von P. falciparum 

zu bestimmen, wurden infizierte Erythrozyten einer synchronisierten Kultur mittels 

eines diskontinuierlichen Percoll-L-Alanin-Gradienten an drei verschiedenen 

Zeitpunkten nach der Invasion von den nichtinfizierten Erythrozyten getrennt. So 

konnten Ringstadien (4-10 h nach Invasion), Trophozoiten (18-24 h nach Invasion) 

und Schizonten (36-42 h nach Invasion) erhalten werden. Die Parasitämie der 

isolierten Zellen betrug mindestens 95%. Wie in Tab. 1 gezeigt, konnte eine 

Korrelation zwischen den intrazellulären Putrescin-, Spermidin- und Spermin-

Konzentrationen und den Entwicklungsstadien der Parasiten beobachtet werden. Die 

Mengen aller drei Polyamine stiegen vom Ring- zum Schizontenstadium um das 17-, 

14- und 22-fache an. In allen Entwicklungsstadien repräsentierte Spermidin das 

Polyamin mit der höchsten Konzentration, gefolgt von Putrescin und geringen 

Mengen an Spermin. In den nichtinfizierten Erythrozyten waren die Polyamin-

konzentrationen im Vergleich dazu niedrig. 

 

 

 Polyamine [nmol 1010 Zellen-1] 

 Putrescin Spermidin Spermin 

Ringe 35,9 ± 24,2  93,4 ± 62,9 5,1 ± 3,3 

Trophozoiten 454,5 ± 195,8 1079,0 ± 185,0 39,8 ± 17,2 

Schizonten 624,0 ± 227,7 1295,4 ± 398,9  112,5 ± 53,2 

Nichtinfizierte Erythrozyten 23,1 ± 10,3  43,5 ± 19,6    11,9 ± 8,0 

 

Tab. 1: Stadienspezifischer Polyamingehalt von Pf-infizierten Erythrozyten. Vor der Polyamin-

bestimmung wurden die infizierten Erythrozyten durch einen diskontinuierlichen Percoll/L-Alanin-

Gradienten von den nichtinfizierten Erythrozyten getrennt. Die Daten repräsentieren die Mittelwerte (± 

Standardabweichung) von acht unabhängigen Versuchen. 
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3.2 Bestimmung der Polyaminverteilung in den Kompartimenten 

 infizierter Erythrozyten 

 

Zur Untersuchung der Polyaminverteilung in der Parasit-Wirtszell-Einheit wurden 

zunächst mit Trophozoiten infizierte Erythrozyten mit SLO behandelt. Die folgenden 

quantitativen Analysen der so gewonnenen Kompartimente zeigten, dass der größte 

Anteil der Polyamine mit dem Parasiten assoziiert ist und dass das 

Erythrozytenkompartiment im Vergleich dazu geringere Polyaminlevel aufweist (Tab. 

2). Dies steht in Einklang mit den niedrigen Polyaminkonzentrationen, die in 

nichtinfizierten Erythrozyten gefunden wurden (Tab. 1). 

 

 Polyamine [nmol 1010 Zellen-1] 

 Putrescin Spermidin Spermin 

Parasit / Wirtszell-Einheit  164,6 ± 69,8 865,9 ± 342,5 45,7 ± 21,5 

Parasit  104,7 ± 54,1 686,8 ± 299,4 34,0 ± 19,3 

Wirtszelle  41,9 ± 9,6   140,4 ± 37,0    11,9 ± 6,8 

 

Tab. 2: Analyse der Polyaminverteilung in mit Pf-Trophozoiten infizierten Erythrozyten. Parasiten und 

Cytoplasma der Wirtszellen wurden durch SLO-Behandlung getrennt. Die Daten stellen die Mittelwerte 

(± Standardabweichung) von vier unabhängigen Versuchen dar. 

 

 

3.3 Effekt von APA-Derivaten, bis(Guanosylhydrazon)-Derivativen und 

AdoMet-Analoga auf die AdoMetDC/ODC von P. falciparum 

 

Für die bifunktionelle Pf-AdoMetDC/ODC wurden die Inhibitionskonstanten 

verschiedener ODC- und AdoMetDC-Inhibitoren bestimmt. Tab. 3 zeigt die Ki-Werte 

aller getesteten Inhibitoren. Die Abbildungen 9-14, 16 und 17 zeigen die graphischen 

Darstellungen der Ki-Bestimmungen für die jeweiligen ODC- und AdoMetDC-

Inhibitoren. Die Strukturformeln der ODC- und AdoMetDC-Inhibitoren sind in Abb. 8 

bzw. Abb. 15 dargestellt. 

Mit einem Ki-Wert von 1,3 µM war CGP 40215A bezüglich der reversiblen 

AdoMetDC-Inhibitoren die effektivste Verbindung. Die Inhibitionskonstante für den 

AdoMetDC-Inhibitor AMA hatte einen Ki-Wert von 17,8 µM. AMA inhibiert die Pf-
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AdoMetDC-Aktivität zeitabhängig; der tau50-Wert (Halbwertszeit des Enzyms unter 

sättigenden Konzentrationen des Inhibitors) von AMA liegt bei 6,0 ± 0,4 min. Der 

klassische irreversible AdoMetDC-Inhibitor MDL 73811 besitzt einen Ki-Wert von 1,6 

± 0,4 µM für das bifunktionale Enzym, der tau50-Wert beträgt hier 1,8 ± 0,6 min. 

Die kinetischen Analysen für den „tight-binding“ ODC-Inhibitor APA und seiner 

Derivative CGP 54169A und CGP 52622A zeigen für das plasmodiale Enzym extrem 

niedrige Ki-Werte zwischen 3 und 20 nM. Die APA-Vorstufen AO-Agmatin und GAPA 

besitzen weit schlechtere Ki-Werte, die statt im nanomolaren nur im millimolaren 

Bereich liegen. 

 

 ODC/AdoMetDC 

ODC-Inhibitoren Ki-Wert [[[[nM] 

APA 2,7 ± 0,5 

CGP 54169A 5,9 ± 1,2 

CGP 52622A          17,0 ± 6,7 

AO-Agmatin         1960 ± 280 

GAPA         7330 ± 860 

AdoMetDC-Inhibitoren Ki-Wert [[[[µµµµM]]]] 

CGP 40215A 1,3 ± 0,2 

CGP 48664A n.b. 

AMA          17,7 ± 5,5 

MDL 73811 1,6 ± 0,4 

 

Tab. 3: Effekt von ODC- und AdoMetDC-Inhibitoren auf die Enzymaktivitäten. Die Ki-Werte wurden mit 

der rekombinanten, bifunktionalen Pf-ODC/AdoMetDC bestimmt. Die Daten repräsentieren die 

Mittelwerte (± Standardabweichung) von vier bis sechs unabhängigen Versuchen. 
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Abb. 8: Strukturen der ODC-Inhibitoren 
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Abb 10: Inhibierung der PfODC 

durch CGP 54169A. Für die 

Bestimmung des Ki-Werts wurden 

folgende Inhibitorkonzentrationen 

eingesetzt:  

0 (■), 5 (▲), 8 (▼), 11 (♦) nM. 

V entspricht nmol min-1mg-1. 

Abb 9: Inhibierung der PfODC 

durch APA. Für die Bestimmung 

des Ki-Werts wurden folgende 

Inhibitorkonzentrationen eingesetzt: 

0 (■), 2 (▲), 4 (▼), 6 (♦) nM.  

V entspricht nmol min-1mg-1. 

Abb 11: Inhibierung der PfODC 

durch CGP 52622A. Für die 

Bestimmung des Ki-Werts wurden 

folgende Inhibitorkonzentrationen 

eingesetzt:  

0 (■), 10 (▲), 15 (▼), 20 (♦) nM. 

V entspricht nmol min-1mg-1. 
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Abb 12: Inhibierung der PfODC 

durch AO-Agmatin. Für die 

Bestimmung des Ki-Werts wurden 

folgende Inhibitorkonzentrationen 

eingesetzt:  

0 (■), 2,5 (▲), 5 (▼), 7,5 (♦) µM. 

V entspricht nmol min-1mg-1. 

Abb 13: Inhibierung der PfODC 

durch GAPA. Für die Bestimmung 

des Ki-Werts wurden folgende 

Inhibitorkonzentrationen eingesetzt:  

0 (■), 5 (▲), 10 (▼), 15 (♦) µM.  

V entspricht nmol min-1mg-1. 

Abb 14: Inhibierung der 

PfAdoMetDC durch CGP 40215A. 

Für die Bestimmung des Ki-Wertes 

wurden folgende Inhibitor-

konzentrationen eingesetzt:  

0 (■), 0,5 (▲), 1,0 (▼), 2,0 (♦) µM. 

V entspricht nmol min-1mg-1. 
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Abb. 15: Strukturen der AdoMetDC-Inhibitoren 
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Abb. 16: Zeitabhängige Inhibierung der PfAdoMetDC durch MDL 73811 (A). Das Enzym wurde für 

drei verschiedene Zeitintervalle (5 min, 10 min, 15 min) mit 0 (�), 0,1 (▲), 0,2 (▼), 0,3 (♦), 0,4 (•) und 

0,6 (� ) µM MDL 73811 präinkubiert. Die Präinkubation wurde im Standardtestpuffer mit Zusatz von 

MDL 73811, aber ohne Substrat durchgeführt. Darstellung von t1/2 gegen (MDL 73811)-1 (B).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 17: Zeitabhängige Inhibierung der PfAdoMetDC durch AMA (A). Das Enzym wurde für drei 

verschiedene Zeitintervalle (5 min, 10 min, 15 min) mit 0 (�), 0,25 (▲), 0,5 (▼) und 1,0 (•) µM AMA 

präinkubiert. Die Präinkubation wurde im Standardtestpuffer mit Zusatz von AMA, aber ohne Substrat 

durchgeführt. Darstellung von t1/2 gegen (AMA)-1 (B). 
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3.4 Effekt von ODC- und AdoMetDC-Inhibitoren auf P. falciparum in 

Kultur  

 

Der Einfluss verschiedener ODC- und AdoMetDC-Inhibitoren auf das Wachstum von 

P. falciparum wurde evaluiert, indem die Parasiten in Gegenwart steigender Inhibitor-

konzentrationen kultiviert wurden. Die Wachstumsrate von P. falciparum, untersucht 

mittels des Einbaus von [3H]-Hypoxanthin, ist von allen eingesetzten Inhibitoren 

beeinflusst worden. Im Vergleich dazu wurden die Inhibitoren gegen murine B-

Lymphozyten getestet. Entsprechende Daten über eine humane T24 Blasenkrebs-

Zelllinie (Regenass et al., 1994; Stanek et al., 1992; Stanek et al., 1993) wurden zu 

Vergleichszwecken ebenfalls herangezogen. Tab. 4 fasst die errechneten IC50-Werte 

zusammen. Im Vergleich zu dem klassischen ODC-Inhibitor DFMO erwiesen sich die 

ODC-Inhibitoren APA, CGP 54169A und CGP 52622A hinsichtlich des P. falciparum-

Enzyms um das 500- bis 1300-fache effektiver. Bezüglich der AdoMetDC-Inhibitoren 

zeigte CGP 40215A mit 1,8 µM den besten IC50-Wert, gefolgt von dem bereits 

etablierten AdoMetDC-Inhibitor MDL 73811. CPG 48664A, in Säugetierzellen ein 

recht effektiver Inhibitor, lag mit einem IC50-Wert von 8,8 µM etwa um das fünffache 

höher als CGP 40215A. Das ebenfalls untersuchte AdoMet-Analogon AMA, ein 

irreversibler Inhibitor der AdoMetDC, wies nur einen sehr geringen Effekt mit einem 

IC50-Wert von 100 µM auf. Versuche, in denen APA mit MDL 73811 kombiniert 

wurde, zeigten einen additiven, aber keinen synergistischen Effekt auf das 

Wachstum von P. falciparum (Abb. 18).  

Die ODC-Inhibitoren AO-Agmatin und GAPA sind Agmatin-Analoga und hinsichtlich 

ihrer chemischen Beschaffenheit Vorstufen von APA. Diese als „pro drugs“ von APA, 

CGP 54169A und CGP 52622A konzipierten Verbindungen wiesen jedoch bei 

weitem nicht so effektive IC50-Werte auf wie APA und dessen Derivate selbst.    

Vergleicht man die Daten mit jenen bezüglich der Säugetierzellen, so zeigt sich, dass 

die P. falciparum-Kulturen mit Ausnahme des AdoMetDC-Inhibitors CGP 48664A 

eine höhere Sensitivität (4-40-fach) gegenüber den Inhibitoren aufweisen als die 

Säugetierzellen.  

Die gleichzeitige, exogene Zugabe von Putrescin zu den P. falciparum-Kulturen, die 

mit ODC-Inhibitoren behandelt wurden, führte zur Aufhebung des Wachstumsstopps; 

dies untermauerte die Spezifität der Inhibitoren APA, CGP 54169A und CGP 52622A 

und zeigte, dass die Putrescinsynthese von diesen Inhibitoren direkt blockiert wird. 
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Die Zugabe von Spermidin hingegen vermag die durch die ODC-Inhibitoren bewirkte 

Wachstumsinhibierung nicht aufzuheben (Abb. 19) und veränderte auch den Effekt 

der AdoMetDC-Inhibitoren nur in geringem Maße. 

 

 

IC50-Wert in 

P. falciparum-Kultur 

IC50-Wert in 

Säugerzellen-Kultur 

ODC-Inhibitoren [[[[µµµµM]]]] [[[[µµµµM]]]] 

APA 1,0 ± 0,3 12,8 ± 3,6 / 24,4+ 

CGP 54169A 2,0 ± 0,3 40,8 ± 16,3 

CGP 52622A 2,7 ± 0,2              12,2 ± 3,2              

DFMO             1250 ± 420 n.b. 

AO-Agmatin 92,5 ± 12,6 n.b. 

GAPA            166,7 ± 41,6 n.b. 

AdoMetDC-Inhibitoren [[[[µµµµM]]]] [[[[µµµµM]]]] 

CGP 40215A 1,8 ± 0,4 74,4 ± 3,8 / > 100* 

CGP 48664A 8,8 ± 1,7 0,18 ± 0,07 / 0,6# 

MDL 73811 3,0 ± 0,4 n.b. 

AMA 100,0 n.b. 

 

Tab. 4: Effekt von ODC- und AdoMetDC-Inhibitoren auf die Überlebensrate von P. falciparum in Kultur 

sowie auf Säugetierzellen. Die IC50-Werte wurden für P. falciparum-Zellen und murine B-Lymphozyten 

(A20/J2 Zellen) 48 h nach Zugabe des jeweiligen Inhibitors ermittelt. Die Daten für die humanen T24 

Blasenkrebszellen sind übernommen von +(Stanek et al., 1992), *(Stanek et al., 1993); # (Regenass et 

al., 1994). Dargestellt sind die Mittelwerte (± Standardabweichung) von drei unabhängigen Versuchen. 
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Abb. 18: Wachstumsinhibierung von P. 

falciparum in Kultur durch MDL 73811 (1,5 

µM), APA (1,0 µM) und Kombination von 

MDL 73811 und APA (1,5 µM/1,0 µM). 

Dargestellt sind die Mittelwerte aus vier 

Versuchen ± Standardabweichung. 
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Abb. 19: Effekt exogener Polyamine auf die IC50-Werte der mit ODC-Inhibitoren behandelten P. 

falciparum-Kulturen. Dem P. falciparum-Kulturmedium wurden 0 µM, 0,5 µM, 1 µM, 2 µM und 4 µM 

APA (A), CGP 52622A (B) oder CGP 54169A (C) sowie 500 µM Putrescin (▲) oder Spermidin (▼) 

zugesetzt. Die Kontrollzellen (■) wurden ohne Polyaminzusatz geführt. 
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3.5 Einfluss von Inhibitoren der Polyamin-Synthese auf das 

Polyaminmuster von P. falciparum in Kultur  

 

Die effektivsten der getesteten ODC- und AdoMetDC-Inhibitoren wurden auch 

hinsichtlich ihres Einflusses auf die intrazellulären Polyaminkonzentrationen 

untersucht. Zu diesem Zweck wurden P. falciparum-Kulturen für 24 h bzw. 48 h mit 

subletalen Konzentrationen des jeweiligen Inhibitors versetzt. Danach wurden die 

infizierten Erythrozyten mit Hilfe eines Percoll-L-Alanin-Gradienten von den 

nichtinfizierten Erythrozyten getrennt, die Zellen aufgeschlossen und die 

Veränderungen der Polyaminkonzentrationen analysiert. 

Wie aus Tab. 5 ersichtlich, beeinflusst der ODC-Inhibitor APA die Putrescinmengen 

in infizierten Erythrozyten schon in geringen Konzentrationen. Die Behandlung mit 2 

µM APA für 24 h führte zu einer fast vollständigen Abnahme des Putrescins. Das 

Verhältnis von Spermidin zu Putrescin nahm von 4:1 in den Kontrollen bis zu 22:1 in 

den behandelten Zellen zu; als Konsequenz des verringerten Putrescinlevels 

nahmen jedoch auch die Spermidinkonzentrationen insgesamt um 80% ab, während 

die Sperminmengen anstiegen. Die Zugabe von 5 µM des ODC-Inhibitors CGP 

52622A für 24 h resultierte ebenfalls in einer bemerkenswerten Reduktion der 

Putrescin- und Spermidinkonzentrationen um durchschnittlich 50%. Ähnlich des 

durch die Behandlung mit APA erzielten Effekts zeigen die Sperminlevel eine 

geringe, aber deutliche 3-fache Zunahme nach der Zugabe von 5 µM CGP 52622A. 

Die Inkubation von P. falciparum-Kulturen mit 1 µM CGP 54169A für 24 h resultierte 

ebenfalls in einer drastischen Abnahme der Putrescin- und Spermidin-

Konzentrationen, die auf 22% und 38% reduziert waren. Wie bei APA und CGP 

52622A waren die Sperminlevel erhöht. Eine Behandlung des Parasiten mit 5 µM 

CGP 54169A resultierte in einer 95%igen Reduktion des Putrescins; die 

Spermidinlevel fielen um mehr als 80%. Im Vergleich dazu war der Effekt der „pro 

drugs“ AO-Agmatin, GAPA und bis-GAPA nicht so gravierend. Alle drei zeigten erst 

bei einer Konzentration von 10 µM eine Abnahme der Putrescinkonzentration. Im 

Falle von bis-GAPA und AO-Agmatin sanken auch die Spermidinkonzentrationen. 

Nicht so deutlich war der Effekt auf Spermidin bei GAPA; hier stieg die Konzentration 

nur wenig an. Der AdoMetDC-Inhibitor MDL 73811 zeigte einen konzentrations-

abhängigen Effekt. Die Behandlung resultierte in deutlich erhöhten Putrescinlevels 

und verringerten Spermidinkonzentrationen in den behandelten Zellen.  



 - 75 - ERGEBNISSE 

 Intrazelluläre Polyamine [nmol 1010 Zellen-1] 

Behandlung (24 h) Putrescin Spermidin Spermin 

Kontrolle 272,4 ± 37,1 1007,8 ± 118,7 49,9 ± 5,5 

1 µM APA   52,6 ± 38,0   319,2 ± 180,1 69,4 ± 9,9 

2 µM APA 10,1 ± 4,8   222,7 ± 105,4 88,8 ± 6,6 

Kontrolle 410,2 ± 87.0 1550,5 ± 76,0 83,5 ± 3,3 

1 µM CGP 54169A   91,7 ± 28,5  589,2 ± 198,0 187,1 ± 35,6 

5 µM CGP 54169A   23,4 ± 13,3  287,5 ± 127,9 202,0 ± 59,3 

Kontrolle   453,9 ± 100,4  888,9 ± 245,7 38,9 ± 23,5 

1 µM CGP 52622A   342,9 ± 99,4  641,0 ± 162,1 81,5 ± 67,2 

5 µM CGP 52622A 286,6 ± 85,6  489,1 ± 106,3 117,7 ± 100,8 

Kontrolle 462,0 816,5 18,5 

5 µM GAPA 408,5 778,0 43,5 

10 µM GAPA 285,0       1012,5 59,0 

Kontrolle 753,0 613,0 9,0 

5 µM AO-Agmatin 769,5 633,3 31,0 

10 µM AO-Agmatin 475,0 423,5 50,0 

Kontrolle 794,0       1291,5 76,0 

5 µM bis-GAPA 576,5       1046,5        135,0 

10 µM bis-GAPA 444,0 939,0        139,5 

 

Tab. 5: Effekt der ODC-Inhibitoren APA, CPG 54169A, CGP 52622A, GAPA, AO-Agmatin und bis-

GAPA auf die Polyaminmuster P. falciparum-infizierter Erythrozyten. Die Daten repräsentieren 

bezüglich APA, CGP 52622A und CGP 54169A den Durchschnitt ± der Standardabweichung von vier 

bis fünf unabhängigen Versuchen; im Falle von GAPA, AO-Agmatin und bis-GAPA wird der Mittelwert 

aus zwei Versuchen gezeigt. 

 

Eine Inkubation mit 5 µM MDL 73811 für 24 h erhöhte den Putrescinlevel um das 3-

fache und die Spermidinkonzentrationen nahmen um 67% ab. 

Die Sperminmengen waren nach einer Behandlung für 48 h mit dieser Verbindung 

ebenfalls verringert. Im Gegensatz zu MDL 73811 beeinflusste die Inkubation mit den 
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AdoMetDC-Inhibitoren CGP 40215A und CGP 48664A die Polyaminmuster infizierter 

Erythrozyten nicht (Tab. 6). 

 

 Intrazelluläre Polyamine [nmol 1010 Zellen-1] 

Behandlung (24 h) Putrescin Spermidin Spermin 

Kontrolle 172,9 ± 76,6 649,5 ± 129,2 24,6 ± 3,4 

1 µM MDL 73811 367,3 ± 40,1   301,2 ± 22,3 29,4 ± 3,4 

5 µM MDL 73811   515,0 ± 168,9   213,1 ± 25,6 33,4 ± 9,2 

Kontrolle   334,1 ± 24,7   935,3 ± 93,2 64,7 ± 6,9 

5 µM CGP 40215A   262,2 ± 33,2 1182,9 ± 179,6   84,5 ± 16,0 

Behandlung (48 h)    

Kontrolle 261,8 ± 40,6   743,9 ± 68,0 39,3 ± 15,6 

1 µM MDL 73811   616,2 ± 124,3 594,8 ± 120,9    17,8 ± 4,4 

5 µM MDL 73811   822,6 ± 151,9 335,0 ± 117,5    13,6 ± 5,0 

Kontrolle   479,5 ± 128,1 1045,6 ± 144,6    41,1 ± 8,4 

2 µM CGP 40215A   422,9 ± 124,9 1246,5 ± 110,9    46,8 ± 13,0 

4 µM CGP 40215A   379,7 ± 200,2 1169,3 ± 175,6 50,5 ± 14,2 

Kontrolle   364,4 ± 149,5 1312,0 ± 650,9 73,2 ± 33,9 

5 µM CGP 48664A  362,9 ± 185,1 1337,3 ± 516,5 94,2 ± 61,4 

10 µM CGP 48664A  465,4 ± 270,8 1211,9 ± 897,4 91,8 ± 59,0 

Kontrolle   400,3 ± 122,0 772,7 ± 367,2 56,0 ± 53,2 

1 µM AMA  324,6 ± 102,8 624,5 ± 471,1 36,6 ± 34,3 

10 µM AMA  598,6 ± 287,7 887,8 ± 704,0 71,2 ± 53,7 

 

Tab. 6: Effekt der AdoMetDC-Inhibitoren MDL 73811, CGP 40215A, CGP 48664A und AMA auf die  

Polyaminmuster P. falciparum-infizierter Erythrozyten. Die Daten repräsentieren den Durchschnitt ± 

der Standardabweichung von drei bis fünf unabhängigen Versuchen. 
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3.6 Klonierung und Expression der rekombinanten AdoMet-

 Synthetase von P. falciparum 

 

Die PfAdoMet-Synthetase wurde mittels einer PCR auf Pf-cDNA amplifiziert. Das 

erhaltene 1,2 kb große Fragment (Abb. 20) wurde in den Vektor pJC40 kloniert und 

in DH5α-Zellen transformiert. Ein Verdau der DNA mit XhoI und ApaI (Abb. 21) 

zeigte bei den positiven Klonen eine Bande bei ca. 1,2 kb (AdoMet-Synthetase) und 

eine bei ca. 2,5 kb (pJC40). Der offene Leserahmen wurde durch eine anschließende 

Sequenzanalyse kontrolliert. 

 

Abb. 20: PCR-Produkt der AdoMet-Synthetase             Abb. 21: PfAdoMet-Synthetase in pJC40.          

von P. falciparum. Die Abbildung zeigt ein                     Das Gel zeigt die pJC40PfAdoMet-      

Agarosegel mit einem PCR-Produkt von                        Synthetase nach Verdau mit XhoI/ApaI.             

1200 bp (A). Als DNA-Größenstandard wurde               Spur 4 und 5 zeigen je ein Fragment von 

ein 1 kb-Leiter aufgetragen.                                            2,5 kb (A) und eines von 1,2 kb (B). 

                                                                                        Als DNA-Größenstandard wurde ein 1 kb-     

                                                                                        Leiter aufgetragen. 
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Die Expression der P. falciparum-AdoMet-Synthetase wurde in den E. coli-Zelllinien 

EWH 331, Rosetta gami B und BLR DE3 pLys S getestet. Die höchste Ausbeute an 

Protein konnte in den Rosetta gami B-Zellen erhalten werden. Nach Expression und 

Reinigung der rekombinanten AdoMet-Synthetase über eine Ni-NTA-Säule und 

anschließenden Waschschritten wurde mit einer SDS-PAGE die Reinheit des 

Enzyms überprüft. Abb. 22 zeigt nach Färbung des Gels mit Coomassie-blue eine 44 

kD-Bande, was der Größe des His-Tag-Fusionsproteins entspricht. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 22: Coomassie-gefärbtes SDS-Gel der Expression der rekombinanten PfAdoMet-Synthetase in 

Rosetta gami-Zellen. Für die Expression wurden die Zellen mit 1 mM IPTG induziert und ÜN bei RT 

inkubiert. Anschließend wurde die Bakterienkultur abzentrifugiert, das Pellet in Binding-Puffer 

(Qiagen) resuspendiert, sonifiziert und bei 100000 x g nochmals abzentrifugiert. Im Anschluss wurde 

eine Ni2+-NTA-Chromatographie durchgeführt. M: Proteinmarker (Roti-Mark), 1: Waschlösung, 2: 

nichtinduzierte Expression, 3-6: IPTG-induzierte Expression, A: Position der rekombinant exprimierten 

PfAdoMet-Synthetase. 

 

 

Zur Bestimmung des Molekulargewichts der AdoMet-Synthetase wurde das 

gereinigte Enzym auf eine geeichte Sephadex S-200-Säule aufgetragen, das Eluat in 

2 ml-Fraktionen aufgefangen und die Proteinkonzentration bestimmt. Die protein-

haltigen Fraktionen wurden mit Hilfe des Standard-Aktivitätstests auf ihre Enzym-

aktivität untersucht. Die AdoMet-Synthetase eluierte in Fraktion 51 (Abb. 23), was 

entsprechend der Eichung der FPLC-Säule einer molekularen Masse von 44 kDa 

entspricht. Des Weiteren zeigt das Elutionsprofil nur einen einzelnen Peak. Dies 

deutet darauf hin, dass die AdoMet-Synthetase als Monomer vorliegt.  
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Abb. 23: Elutionsprofil der AdoMet-Synthetase. Das Enzym wurde mittels einer Gelfiltration über eine 

Sephadex S-200-Säule eluiert, in 2 ml-Fraktionen aufgefangen und die Aktivität im Standardassay 

ermittelt. Sowohl die Enzymaktivität (■) als auch die Proteinkonzentration (▼) ist auf die 2 ml-

Fraktionen bezogen.  

 

 

3.6.1 Bestimmung des pH-Optimums der AdoMet-Synthetase 

 

Der Aktivitätstest für die AdoMet-Synthetase wurde unter Standardtest-Bedingungen, 

aber mit drei verschiedenen Puffersystemen durchgeführt, um festzustellen, in 

welchem pH-Bereich das Enzym eine optimale Katalyseaktivität zeigt. Der pH-

Bereich von pH 6,0-8,0 wurde von einem 50 mM KH2PO4-Puffer, jener von pH 8,0-

9,0 von einem Tris-Puffer und der pH-Bereich zwischen 9,0-10,0 mittels eines Glycin-

Puffers abgedeckt. Wie aus Abb. 24 ersichtlich liegt der optimale pH-Wert bei pH 8,0. 

Diese Pufferbedingungen wurden im Folgenden für den Standardtest verwendet. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 24: pH-Optimum der AdoMet-

Synthetase. Dargestellt ist die 

Katalyseaktivität der AdoMet-Synthetase 

bei verschiedenen pH-Werten unter-

schiedlicher Puffer:  

50 mM KH2PO4-Puffer (■; pH 6,0-8,0), 

100 mM Tris-HCl-Puffer (▼; pH 7,5-9,0), 

50 mM Glycin (▲; pH 8,5-10,0). 
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3.6.2 Abhängigkeit der AdoMet-Synthetase von KCl 

 

Das aktive Zentrum der AdoMet-Synthetase bindet - neben zwei divalenten 

Metallionen (z.B. Mg2+) - auch ein monovalentes Kation (K+); sowohl das ein- als 

auch die zweiwertigen Ionen werden für eine maximale Katalyseaktivität des Enzyms 

benötigt (Markham et al., 1980; Markham, 1981; Markham, 1984; Zhang et al., 1993; 

McQueney und Markham, 1995). Um zu überprüfen, bei welcher KCl-Konzentration 

die AdoMet-Synthetase optimale Katalyseaktivität zeigt, wurden dem 

Standardaktivitätstest steigende Mengen an KCl zugesetzt. Wie aus Abb. 25 

hervorgeht, weist die AdoMet-Synthetase ab einer KCl-Konzentration von 100 mM 

einen optimalen Substratumsatz auf. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3.6.2.1 Bestimmung des Km-Wertes der AdoMet-Synthetase für Methionin 

 

Zur Bestimmung des Km-Wertes der rekombinanten AdoMet-Synthetase von P. 

falciparum für das Substrat Methionin wurden unter Standardtest-Bedingungen 

variierende Konzentrationen an Methionin (25-500 µM) eingesetzt. Der so ermittelte 

Km-Wert lag bei 86,2 ± 7,1 µM (Abb. 26). Die spezifische Aktivität betrug 1,2 ± 0,04 

nmol/min/mg Protein. 

 

 

 

Abb. 25: Enzymaktivität der AdoMet-

Synthetase bei steigenden KCl-

Konzentrationen; eingesetzt wurden 

0 - 250 mM KCl. 
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Abb. 26: Km-Wert der PfAdoMet-Synthetase für Methionin. Für die Bestimmung des Km-Wertes 

wurden Methionin-Konzentrationen von 25-500 µM eingesetzt. (A): Michaelis-Menten-Diagramm, (B): 

Lineweaver-Burk-Diagramm. 

 

 

3.6.2.2 Bestimmung des Km-Wertes für ATP 

 

Der Km-Wert der AdoMet-Synthetase von P. falciparum für ATP wurde mit 

steigenden ATP-Konzentrationen (0,2-2,5 mM) ermittelt. Der Km-Wert lag bei 446 ± 

49 µM (Abb. 27).  Die spezifische Aktivität betrug 218,6 ± 19,7 pmol/min/mg Protein. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 27: Km-Wert der PfAdoMet-Synthetase für ATP. Für die Bestimmung des Km-Wertes wurden 

ATP-Konzentrationen von 0,1-2,5 mM eingesetzt. (A):Michaelis-Menten-Diagramm, (B): Lineweaver-

Burk-Diagramm. 
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3.7 Einfluss des AdoMet-Synthetase-Inhibitors Selenomethionin und 

des AdoMetDC-Inhibitors CGP 40215A auf die Enzymaktivität der 

PfAdoMet-Synthetase 

 

3.7.1 Bestimmung der IC50-Werte für Selenomethionin und CGP 40215A 

 

Das Substratanalogon Selenomethionin inhibiert die AdoMet-Synthetase von P. 

falciparum mit einem IC50-Wert von 132 µM, der IC50-Wert des AdoMetDC-Inhibitors 

CGP 40215A für die AdoMet-Synthetase beträgt 39 µM (Abb. 28 und 29). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 28: IC50-Bestimmung für den 

PfAdoMet-Synthetase-Inhibitor 

Selenomethionin. Eingesetzt wurden 

Selenomethionin-Konzentrationen 

von 0-1000 µM. Gezeigt ist die 

prozentuale Darstellung des Mittel-

werts aus 3 unabhängigen 

Versuchen ± Standardabweichung. 

Abb. 29: IC50-Bestimmung für den 

PfAdoMetDC-Inhibitor CGP 40215A. 

Eingesetzt wurden CGP 40215A-

Konzentrationen von 0-50 µM.  

Gezeigt ist die prozentuale 

Darstellung des Mittelwerts einer 

Doppelbestimmung. 
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3.7.2 Bestimmung des Ki-Werts für Selenomethionin 

 

Im Anschluss an die IC50-Bestimmung wurde der Standardaktivitätstest zur 

Ermittlung des Ki-Werts durchgeführt; eingesetzt wurden Selenomethionin-

Konzentrationen, die in der IC50-Bestimmung die plasmodiale AdoMet-Synthetase 

inhibierten (50-200 µM). Der so erhaltene Ki-Wert betrug 89 µM ± 16 µM (Abb. 30). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3.8 Mutation konservierter Aminosäurereste der AdoMet-Synthetase in 

P. falciparum 

 
 
Ein Vergleich (Abb. 33) der Aminosäuresequenz der AdoMet-Synthetase von P. 

falciparum mit den Sequenzen vier anderer pro- und eukaryotischer Organismen 

zeigt eine hohe Identität/Homologie zwischen der P. falciparum-Sequenz und den 

Sequenzen der Vergleichsorganismen (E. coli 48% / 66%, H. sapiens 56% / 75%, L. 

donovani 56% / 71%, T. cruzi 56% / 72%). Unter den konservierten Aminosäure-

resten befinden sich auch jene, die für die Vergleichsorganismen als essentiell für die 

Katalyseaktivität der AdoMet-Synthetase beschrieben wurden; die mit den Resten 

Asp24 und Asp271 korrespondierenden Aminosäuren sind an der Bindung der Mg2+-

Ionen beteiligt, die für eine optimale Katalyseaktivität des Enzyms benötigt werden. 

Jene mit Asp127 und Asp238 korrespondierenden Reste sind an der Methioninbindung 

und die dem Glu50 entsprechenden Reste an der Bindung des K+-Ions beteiligt 

Abb 30: Inhibierung der 

PfAdoMet-Synthetase durch 

Selenomethionin. Für die 

Bestimmung des Ki-Werts 

wurden folgende Inhibitor-

konzentrationen eingesetzt:  

0, 50, 100, 200 µM. 
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(Taylor und Markham, 1999, Pérez-Pertejo, 2003). Zur Bestätigung der Hypothese, 

dass diese Reste auch bei dem plasmodialen Enzym essentiell für die 

Katalyseaktivität sind, wurden die Mutanten D24N, D127N, D238N, D271N und E50Q 

hergestellt, exprimiert und die Aktivität der entsprechenden Proteine ermittelt. Abb. 

31 und Abb. 32 zeigen SDS-Elektrophoresegele der exprimierten Mutanten.  

 
 
 

 

 

Abb. 31: SDS-PAGE der Mutanten D24N, D127N, D238N und D271N der PfAdoMet-Synthetase. Das 

rekombinante Wildtyp-Enzym diente als Kontrolle. Sowohl Induktions-, Inkubations- als auch Ni2+-

NTA-Chromatographiebedingungen der Mutanten glichen der Expression und Aufreinigung des 

Wildtyp-Enzyms. M: Proteinmarker, 1: rekombinante AdoMet-Synthetase, 2: Mutante D127N, 3: 

Mutante D238N, 4: Mutante D24N, 5: Mutante D271N. 

 
 
 

 

 

Abb. 32: SDS-PAGE der Mutanten E50Q und D271N der PfAdoMet-Synthetase. Das rekombinante 

Wildtyp-Enzym diente als Kontrolle. Sowohl Induktions-, Inkubations- als auch Ni2+-NTA-

Chromatographiebedingungen der Mutanten glichen der Expression und Aufreinigung des Wildtyp-

Enzyms. M: Proteinmarker, 1: Mutante D271N, 2: Mutante E50Q, 3: Mutante E50Q, 4: rekombinante 

AdoMet-Synthetase. 
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Ec    1 --------------MAKHLFTSESVSEGHPDK IADQISDAVLDAILEQDPKARVACETYV

Hs    1 MNGPVDGLCDHSLSEGVFMFTSESVGEGHPDK ICDQISDAVLDAHLKQDPNAKVACETVC

Tc    1 ------------MSVRQILFSSEHVSEGHPDK LCDQVSDAVLDACLASDPLSRVACETCS

Ld    1 ------------MSVHSILFSSEHVTEGHPDK LCDQVSDAVLDACLAGDPFSKVACESCA

Pf    1 -------MSQLKIKRGNFLFTSESVNEGHPDK ICDQISDAILDSCLREDPYSKVACEVCA

Ec   47 KTGMVLVGGEITTSAWVDIEEITRNTVREIGY VHSDMGFDANSCAVLSAIGKQSPDINQG

Hs   61 KTGMVLLCGEITSMAMVDYQRVVRDTIKHIGY DDSAKGFDFKTCNVLVALEQQSPDIAQC

Tc   49 KTGMIMIFGEITTNAVLDYQKVVRDAVKEIGF DDGEKGLDYRSCNLLIAIEHQSPEILQS

Ld   49 KTGMVMVFGEITTKAVLDYQKIVRNTIKDIGF DSADKGLDYESCNVLVAIEQQSPDICQG

Pf   54 KKNYIFIFGEITTKAKVNYDKVTRDVLKHIGY DDESKGLDYKTAEIKVSIDEQSPDIAQC

Ec  107 VDR-ADPLEQGAGDQGLMFGYATNETDVLMPA PITYAHRLVQRQAEVRKNGTLPWLRPDA

Hs  121 VHLDRNEEDVGAGDQGLMFGYATDETEECMPL TIILAHKLNARMADLRRSGLLPWLRPDS

Tc  109 LGD-FDGEGLGAGDQGMMFGYATDETETFMPL TYELSRGLAVKYSELRRNGTLPWARPDA

Ld  109 LGN-FDSEDLGAGDQGMMFGYATDETETLMPL TYELARGLAKKYSELRRSGSLEWARPDA

Pf  114 VHENRSPELIGAGDQGIMFGYATDETENYMPL THHYATLLGKRLTEVRKLGILPYLGPDG

Ec  166 KSQVTFQYDDGK--------IVGIDAVVLSTQ HSEEIDQKSLQEAVMEEIIKPILPAEWL

Hs  181 KTQVTVQYMQDNG----AVIPVRIHTIVISVQ HNEDITLEEMRRALKEQVIRAVVPAKYL

Tc  168 KTQVTVQYEYDSREGRQLLTPKRVAVVLISAQ HDADVKNETLRKDLMEKVIKAVIPAHML

Ld  168 KTQVTVEYDYDTREGKQVLTPKRVAVVLISAQ HDEHVTNDKISVDLMEKVIKAVIPANML

Pf  174 KTQITIEYKNKGSCGG-HLEPLRVHTVLISTQ HAEDIKYEQLKTDLMENVIKYVIPEKLL

Ec  218 TSATKFFINPTGRFVIGGPMGDCGLTGRKIIV DTYGGMARHGGGAFSGKDPSKVDRSAAY

Hs  237 DEDTVYHLQPSGRFVIGGPQGDAGVTGRKIIV DTYGGWGAHGGGAFSGKDYTKVDRSAAY

Tc  228 DADTKYHLNPSGRFVIGGPHGDAGLTGRKIIV DTYGGWGAHGGGAFSGKDPSKVDRSAAY

Ld  228 DAETKYWLNPSGRFVRGGPHGDAGLTGRKIIV DTYGGWGAHGGGAFSGKDPSKVDRSAAY

Pf  233 DNETLYYLNPSGKFVLGGPAADAGLTGRKIIC DTYGGWGAHGGGAFSGKDASKVDRSAAY

Ec  278 AARYVAKNIVAAGLADRCEIQVSYAIGVAEPT SIMVETFG--TEKVPSEQLTLLVREFFD

Hs  297 AARWVAKSLVKAGLCRRVLVQVSYAIGVAEPL SISIFTYG--TSQKTERELLDVVHKNFD

Tc  288 AARWIAKSLVAGGLARRCLVQLAYAIGVAEPL NIHIETYG--TGKYDDGRILEIVTKNFR

Ld  288 AARWIAKSIVAGGLARRCLVQLAYAIGVAEPL SMHVETYG--TGKYDDAKLLEIVKQNFK

Pf  293 YLRFIAKSLVANKFCRRVLVQASYSIGIANPI SLNVNSYGTVSTGYTDYDLEQIILRNFD

Ec  336 LRPYGLIQMLDLLHPIYKETAAYGHFGREH-- ----FPWEKTDKAQLLRDAAGLK

Hs  355 LRPGVIVRDLDLKKPIYQKTACYGHFGRSE-- ----FPWEVPRKLVF--------

Tc  346 LRPYDIIKELDLRRPIYHMTSRFGHFGREDKS GRGGFTWEIPKKLDESC------

Ld  346 LRPYDIIQELNLRRPIYYDTSRFGHFGRKDEL GTGGFTWEVPKKMVE--------

Pf  353 LRPGFIIQELKLTEPVFSKTSAYGHFGREGD- ---TFTWEKIKDLSHEKNALKN-  
 

Abb. 23: Vergleich der Aminosäuresequenzen der AdoMet-Synthetasen von E. coli (Ec), H. sapiens 

(Hs), L. donovani (Ld) und T. cruzi (Tc) mit jener von P. falciparum (Pf). Identische Aminosäurereste 

sind schwarz, ähnliche grau gekennzeichnet. Die gegen Asparagin ausgetauschten Aspartatreste 

sowie der gegen Glutamin ausgetauschte Glutamatrest sind mit einem Pfeil gekennzeichnet. 

 

 

3.8.1 Die Mutanten D127N und D238N  

 

Die Aminosäurereste Asp127 und Asp238 wurden gegen Asparagin ausgetauscht, die 

jeweiligen Mutanten exprimiert und mittels des Standardaktivitätstests auf ihre 

Enzymaktivität untersucht. Wie aus Abb. 34 ersichtlich, zeigen beide Mutanten nur 

noch eine äußerst geringe Restaktivität von 1,1% (D127N) bzw. 1,4% (D238N). 
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3.8.2 Die Mutanten D24N und D271N  

 

Die Aminosäurereste Asp24 und Asp271 wurden ebenfalls mutiert; auch hier handelte 

es sich um einen Austausch des Aspartats gegen Asparagin (D24N/D271N). Wie im 

Falle von D127N und D238N verblieb - verglichen mit dem Wildtyp - nur eine geringe 

Restaktivität von 3,4% bei beiden Mutanten (Abb. 35).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3.8.3 Die Mutante E50Q  

 

Die AdoMet-Synthetase-Aktivität ist bei allen bisher untersuchten Organismen K+-

abhängig. Der Aminosäurerest Glu50, der bei anderen AdoMet-Synthetasen für die 

Bindung der K+-Ionen verantwortlich ist, wurde gegen einen Glutaminrest 

ausgetauscht. Die PfAdoMet-Synthetase-Mutante E50Q wurde exprimiert und der 
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Abb. 35: Restaktivität der 

PfAdoMet-Synthetase-

Mutanten D24N und D271N im 

Vergleich zum Wildtyp. 

Dargestellt sind die Mittelwerte 

aus 7 Versuchen  

± Standardabweichung. 

Abb. 34: Restaktivität der 

PfAdoMet-Synthetase-

Mutanten D127N und D238N im 

Vergleich zum Wildtyp. 

Dargestellt sind die Mittelwerte 

aus 8 Versuchen  

± Standardabweichung. 
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Standardaktivitätstest mit steigenden KCl-Konzentrationen durchgeführt. Die Mutante 

zeigte auch bei zehnfach erhöhtem KCl-Angebot nur eine Restaktivität von 1,4% 

(Abb. 36). 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3.9 Effekt der PfAdoMet-Synthetase-Inhibitoren Selenomethionin und 

 Cycloleucin auf P. falciparum in Kultur 

 

Wie bei den ODC- und AdoMetDC-Inhibitoren wurde der Einfluss der AdoMet-

Synthetase-Inhibitoren Selenomethionin und Cycloleucin auf das Wachstum von P. 

falciparum untersucht, indem die Parasiten in Gegenwart des jeweiligen Inhibitors 

kultiviert wurden. Auch hier sind die Wachstumsraten von P. falciparum mittels des 

Einbaus von [3H]-Hypoxanthin untersucht und die IC50-Werte ermittelt worden; diese 

betrugen 65 µM für Selenomethionin und 7,5 mM für Cycloleucin. Abb. 37 zeigt die 

Strukturen des Methionins und dessen Analoga. 

 

 

 

 

 

 

 Methionin   Selenomethionin   Cycloleucin 

 

Abb. 37: Strukturen des AdoMet-Synthetase-Substrats Methionin und der kompetitiven Inhibitoren 

Selenomethionin und Cycloleucin. 
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Abb. 36: Restaktivität der 

PfAdoMet-Synthetase-Mutante 

E50Q im Vergleich zum Wildtyp. 

Dargestellt sind die Mittelwerte 

aus 2 Versuchen. 
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3.10 Polyaminmuster von P. falciparum in Kultur nach Behandlung mit 

 Selenomethionin 

 

Der AdoMet-Synthetase-Inhibitor Selenomethionin inhibiert die AdoMet-Synthetase 

kompetitiv. Ob dieser Inhibitor auch einen Einfluss auf die intrazellulären 

Polyaminkonzentrationen hat, wurde durch die Zugabe von 100 µM Selenomethionin 

und Inkubation für 24 bzw. 48 h untersucht. In beiden Fällen konnten keine 

bemerkenswerten Änderungen der Polyaminmengen im Vergleich zur Kontrolle 

festgestellt werden (Tab. 7). 

 

 Intrazelluläre Polyamine [nmol 1010 Zellen-1] 

Behandlung (24 h) Putrescin Spermidin Spermin 

Kontrolle 196,3 ± 150,7 516,8 ± 244,7 44,1 ± 25,4 

100 µM Selenomethionin 258,4 ± 184,1   419,0 ± 64,2 57,1 ± 22,0 

Behandlung (48 h)    

Kontrolle 238,7 ± 192,3 535,8 ± 298,5 30,3 ± 11,4 

100 µM Selenomethionin 272,7 ± 177,6 512,1 ± 128,7 35,9 ± 16,9 

 

Tab. 7: Effekt des AdoMet-Synthetase-Inhibitors Selenomethionin auf die Polyaminmuster P. 

falciparum-infizierter Erythrozyten. Die Daten repräsentieren den Durchschnitt ± der Standard-

abweichung aus drei unabhängigen Versuchen. 

 

 

3.11 Konzentrationen von AdoMet in P. falciparum in Kultur nach 

 Behandlung mit Selenomethionin 

 

Um einen eventuellen Einfluss des AdoMet-Synthetase-Inhibitors Selenomethionin 

auf die intrazellulären Konzentrationen von AdoMet nachweisen zu können, wurden 

den Plasmodienkulturen 50 µM bzw. 100 µM Selenomethionin zugegeben. Nach 24-

stündiger Inkubation war die AdoMet-Konzentration in den mit 50 µM 

Selenomethionin behandelten Kulturen nahezu unverändert, während die Inkubation 

mit 100 µM Selenomethionin zu einer Abnahme der AdoMet-Menge auf etwa 50% 

führte (Tab. 8). 
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Behandlung (24 h) Intrazelluläres AdoMet [nmol 1010 Zellen-1] 

Kontrolle 38,4 ± 2,2 

Selenomethionin 50 µM 34,2 ± 3,5 

Selenomethionin 100 µM 21,3 ± 2,8 

 

Tab. 8: Effekt des AdoMet-Synthetase-Inhibitors Selenomethionin auf die AdoMet-Konzentrationen P. 

falciparum-infizierter Erythrozyten. Die Daten repräsentieren den Durchschnitt ± der Standard-

abweichung aus drei unabhängigen Versuchen. 

 

 

3.12 Konzentrationen von AdoMet/MTA in P. falciparum in Kultur nach 

 Behandlung mit CGP 40215A 

 

Ob der AdoMetDC-Inhibitor CGP 40215A auch einen Einfluss auf die intrazellulären 

Konzentrationen von AdoMet und MTA hat, wurde durch die Zugabe von 5 µM bzw. 

10 µM CGP 40215A und Inkubation für 24 h untersucht. Nach Behandlung mit 5 µM 

CGP 40215A war die AdoMet-Konzentration auf etwa ein Viertel der Kontrollwerte 

gesunken, während die Inkubation mit 10 µM CGP 40215A zu einer Abnahme der 

AdoMet-Menge auf weniger als 10% führte (Tab. 9). Die Konzentrationen von MTA 

nahmen auf ca. 2/3 des Kontrollwertes ab. 

 

 Intrazelluläres AdoMet/MTA [nmol 1010 Zellen-1] 

Behandlung (24 h) AdoMet MTA 

Kontrolle 42,5 ± 7,9 10,0 ± 1,6 

CGP 40215A 5 µM 10,1 ± 5,1   7,6 ± 2,9 

CGP 40215A 10 µM   3,3 ± 1,5   6,8 ± 1,1 

 

Tab. 9: Effekt des AdoMetDC-Inhibitors CGP 40215A auf die AdoMet- und MTA-Konzentrationen  

P. falciparum-infizierter Erythrozyten. Die Daten repräsentieren den Durchschnitt ± der Standard-

abweichung. 
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4 DISKUSSION 

 

4.1 AdoMet-Synthetase 

 

AdoMet ist eine Schlüsselverbindung in Transmethylierungsreaktionen (Mato et al., 

2002), ein Propylamingruppendonor im Metabolismus von Spermidin und Spermin 

(Tabor und Tabor, 1985) und ein Intermediat im trans-Sulfurierungspathway zu 

Cystein (Mato et al., 1990). Die AdoMet-Synthetase katalysiert die enzymatische 

Kondensation von ATP und Methionin in allen lebenden Organismen und liefert - 

neben Pyro- und Orthophosphat - AdoMet als Hauptsyntheseprodukt (Chiang und 

Cantoni, 1977; Kotb und Geller, 1993; Tabor und Tabor, 1984). Aufgrund ihrer 

wichtigen Eigenschaften in verschiedenen Stoffwechselprozessen wurden einige 

grundlegende biochemische und kinetische Charakteristika dieses Enzyms in P. 

falciparum sowie die inhibitorischen Effekte von Methioninanaloga auf das Enzym 

untersucht, um Anhaltspunkte für eine mögliche Eignung der AdoMet-Synthetase von 

P. falciparum als potentielles „drug target“ zu erlangen. 

 

Nach Klonierung, Expression und Aufreinigung zeigte die rekombinante AdoMet-

Synthetase von P. falciparum eine molekulare Masse von 44 kDa. Dies stimmt mit 

einer vorhergehenden Beschreibung des plasmodialen Enzyms überein; Chiang et 

al. (1999) berichteten von einer molekularen Masse von 45 kDa. Das Enzym eluierte 

- analysiert mittels Gelfiltration - als Monomer. Für andere Organismen wurden 

sowohl Homodimere wie z.B. bei Leishmanien (Reguera et al., 2002; Pérez-Pertejo 

et al. 2003) oder bei Methanococcus jannaschii (Lu und Markham, 2002) als auch 

Homotetramere wie in E. coli (Markham et al., 1980) beschrieben. Die native 

molekulare Masse variiert zwischen den einzelnen Organismen, die Untereinheiten 

besitzen jedoch überwiegend die gleiche Größe und liegen sowohl bei Protozoen wie 

L. infantum und L. donovani (Reguera et al., 2002; Pérez-Pertejo et al., 2003) oder 

Amoeba proteus (Jeon und Jeon, 2003) als auch bei Bakterien und Pflanzen von 

wenigen Ausnahmen abgesehen mit molekularen Massen zwischen 42 und 46 kDa 

(Markham et al., 1984; Lee et al., 1997; Schröder et al., 1997; Ahn und Henney, 

1997; Slapeta et al., 2003) im gleichen Bereich wie das plasmodiale Enzym. 

Im Gegensatz zu Protozoen und Bakterien sind im Gewebe von Säugetieren drei 

unterschiedliche Formen der AdoMet-Synthetase identifiziert worden; sie werden als 
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AdoMet-Synthetase I, II und III bezeichnet (Hoffman und Kunz, 1977; Liau et al., 

1977; Okada et al., 1979; Liau et al., 1979; Okada et al., 1981; Sullivan und Hoffman, 

1983) und besitzen unterschiedliche biochemische Eigenschaften (Okada et al., 

1981; Suma et al., 1986; Mitsui et al., 1988). Die AdoMet-Synthetase II wird 

überwiegend in nichthepatischem Gewebe und in der fetalen Leber als 

Heterotetramer exprimiert (Kotb und Geller, 1993; Mitsui et al., 1988; Halim et al., 

1999; LeGros et al., 2000). In der adulten Leber kommt die AdoMet-Synthetase als 

Tetramer (I) und als Dimer (III) vor. Der Grund für das Vorhandensein zweier 

Isoformen ist bisher noch nicht geklärt (Corrales et al., 2002).  

Trotz der verschiedenen Formen der AdoMet-Synthetase zeigt sich auch bei dem 

Enzym der Säugetiere, dass die Untereinheiten bezüglich ihrer molekularen Masse 

zwischen 38 kDa und 48 kDa liegen (Chiang und Cantoni, 1977; Oden und Clarke, 

1983; Sullivan und Hoffmann, 1983; Kotb und Kredich, 1985; Mitsui et al. 1988). 

Diese Daten wurden auch für die AdoMet-Synthetase der humanen Leber 

beschrieben: die molekulare Masse der Untereinheiten beträgt 44 kDa (Alvarez et al., 

1993) und das humane Enzym gleicht mit seinen zwei oligomeren Formen dem 

Muster anderer Säugerenzyme wie z. B. dem der Rattenleber (Alvarez et al., 1993). 

 

 

4.2 Analyse der biochemischen Eigenschaften der AdoMet-Synthetase 

 

Das pH-Optimum der rekombinanten AdoMet-Synthetase von P. falciparum liegt bei 

8,0. Unter identischen pH-Bedingungen wurde die AdoMet-Synthetase-Aktivität für 

die Enzyme von E. coli (Taylor et al., 2002), L. infantum (Reguera et al., 2002), L. 

donovani (Pérez-Pertejo et al., 2003) und M. jannaschii (Lu und Markham, 2002) 

bestimmt. Für das Enzym von Cryptosporidium parvum liegt das pH-Optimum bei 8,2 

(Slapeta et al., 2003). Niedrigere pH-Optima wurden mit 7,4 für rekombinantes 

humanes MAT II-Enzym (Halim et al., 1999) und mit 6,2-6,4 für das Enzym der 

humanen Lunge festgelegt (Sternowsky et al., 1976). Die AdoMet-Synthetase von T. 

b. brucei ist über ein breiteres pH-Spektrum zwischen pH 7,5 und pH 10,0 hinweg 

aktiv und zeigt zwischen pH 8,0 und 10,0 kaum Änderungen in der Aktivität (Yarlett 

et al., 1993). 
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Um einen optimalen Substratumsatz zu gewährleisten, benötigt die AdoMet-

Synthetase von P. falciparum neben dem passenden pH-Wert eine KCl-

Konzentration von 50 mM; bei einer KCl-Konzentration von 10 mM wies das Enzym 

nur eine Aktivität von etwa 50% auf, ohne KCl war keine Enzymaktivität festzustellen. 

Diese Daten stehen in Einklang mit den AdoMet-Synthetasen von E. coli (McQueney 

und Markham, 1995) und T. brucei (Yarlett et al., 1993), für die ebenfalls eine 

Mindestkonzentration an KCl für eine optimale Katalyseaktivität beschrieben wurde. 

Generell ist die AdoMet-Synthetase eines von vielen Enzymen, die durch 

monovalente Metall-Kationen aktiviert werden (Suelter, 1970). Für die katalytischen 

Reaktionen, Bildung von AdoMet und Hydrolyse von Tripolyphosphat (PPPi), werden 

darüber hinaus divalente Metallionen wie Mg2+ benötigt (McQueney und Markham, 

1995). 

Bei E. coli bindet neben diesen zwei divalenten Ionen ein monovalentes Kation an 

das aktive Zentrum (Abb. 38) und stimuliert den Schritt der AdoMet-Bildung um das 

bis zu 100-fache. Gleichzeitig verringert dies den Km-Wert von ATP um das 4-fache 

und den des Methionins um das 12-fache, hat aber einen relativ geringen Effekt auf 

die Rate der PPPi-Hydrolyse-Reaktion (McQueney und Markham, 1995). Obwohl 

bisher weder der Mechanismus noch die strukturellen Details für diese monovalente 

Aktivierung durch Kationen bekannt sind, wird vorgeschlagen, dass sie ein Resultat 

geringfügiger Änderungen der Proteinkonformation ist (Markham, 1986). Die 

Kristallstruktur der AdoMet-Synthetase von E. coli zeigte, dass keine direkte 

Interaktion zwischen K+-Ion und ADP oder Pi zu erkennen ist; somit könnte die Rolle 

des K+-Ions eher in der Organisation der Struktur des aktiven Zentrums liegen 

(Takusagawa et al., 1996), analog der Rolle des K+-Ions in der Pyruvatkinase 

(Larsen et al., 1994) oder der Dialkylglycin-Decarboxylase (Toney et al., 1993). Ein 

weiteres monovalentes Ion, wahrscheinlich ebenfalls ein K+-Ion, ist im Zentrum des 

Dimers lokalisiert und könnte für die Ausbildung und die feste Bindung der dimeren 

Struktur wichtig sein (Takusagawa et al., 1996).  

Aufgrund der hohen Homologien der P. falciparum-Sequenz zu der von E. coli und 

dem Vorhandensein der K+-Bindungsstelle am Glu50 (Glu42 bei E. coli) sowie der 

Notwendigkeit einer Mindestkonzentration an KCl für eine optimale Katalyseaktivität 

lässt sich für P. falciparum eine vergleichbare Rolle der K+-Ionen bei der Aktivierung 

der AdoMet-Synthese vermuten. 
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Abb. 38: Aktives Zentrum der AdoMet-Synthetase von E. coli. Je ein Mg2+-Ion bindet an Asp16 bzw. 

Asp271. Ein K+-Ion bindet an das Glu42 (aus: Takusagawa et al., 1995). 

 

 

Der Km-Wert der AdoMet-Synthetase für Methionin wurde mit 86 µM bestimmt und 

liegt damit im Bereich der Km-Werte von 80 µM für E. coli (Taylor und Markham, 

1999) und 96 µM für C. parvum (Slapeta et al., 2003). Auch die Km-Werte für die drei 

Isoenzyme I, II und III der AdoMet-Synthetase aus Catharanthus roseus befinden 

sich zwischen 102 µM und 109 µM und damit in diesem Bereich (Schröder et al., 

1997). Höhere Km-Werte lassen sich bei den bakteriellen Organismen M. jannaschii 

mit 240 µM (Lu und Markham, 2002) und Mycobacterium smegmatis mit 288 µM 

(Berger und Knodel, 2003) finden. Der Km-Wert für L. infantum-Promastigoten ist mit 

35 µM (Reguera et al., 1999) hingegen etwas niedriger als der von P. falciparum. 

Interessanterweise beschrieben Pérez-Pertejo et al. (2004) bei L. donovani einen 

S0,5-Wert (Liganden-Konzentration, die für die halbmaximale Geschwindigkeit 

benötigt wird) für Methionin von 250 µM, im Vergleich zum Km-Wert von L. infantum 

einen um das siebenfache höheren Wert. 

Für T. brucei konnte festgestellt werden, dass die Km-Werte in Abhängigkeit von der 

Substratkonzentration variieren; Yarlett et al. (1993) zeigten, dass bei Methionin-

konzentrationen zwischen 0,01-0,25 mM der Km-Wert bei 20 µM, zwischen 0,5-5,0 

bei 150 µM liegt. Ein solcher biphasischer oder sigmoidaler Kurvenverlauf mit 



 - 94 - DISKUSSION 

vergleichbaren Km-Werten ist auch für die Enzyme einiger anderer pro- und 

eukaryotischer Organismen beschrieben worden (Chiang und Cantoni, 1977; Xue et 

al., 1989; Pajares et al., 1992; Mato et al., 2002; Wang et al., 2003), war im Falle der 

AdoMet-Synthetase von P. falciparum bei eingesetzten Methioninkonzentrationen im 

Bereich von 0,025-1,0 mM jedoch nicht festzustellen. 

Auf die AdoMet-Synthetase der Schafsleber wirkt AdoMet in hohen Konzentrationen 

inhibierend. Auch für T. brucei beschrieben Yarlett et al. (1993) einen inhibitorischen 

Effekt des Substrats in hohen Konzentrationen mit einem Ki-Wert von 0,24 mM. 

Diese Ergebnisse weisen darauf hin, dass die AdoMet-Synthetase regulatorische 

Eigenschaften besitzt und die Reaktionsrate in vivo direkt durch die Substrat- und 

Produktkonzentrationen beeinflusst werden kann (Xue et al., 1989). 

Über den Grund für die Anwesenheit zweier unterschiedlicher AdoMet-Synthetase-

Isoformen in der Leber ist lange spekuliert worden. Da jedoch der Großteil des 

Methionins in diesem Organ metabolisiert wird, könnte die Existenz zweier 

verschiedener AdoMet-Synthetase-Isoformen eine Adaption an die speziellen 

metabolischen Anforderungen der Leber darstellen. Sowohl in vitro als auch in vivo in 

Ratten-Hepatozyten konnte gezeigt werden, dass das Substrat Methionin die 

AdoMet-Synthetase III in eine Konformation mit einer höheren spezifischen Aktivität 

umwandeln kann, ein Phänomen, das als “hysteretic behavior“ bezeichnet wurde (del 

Pino et al., 2000). 

In diesem Zusammenhang wird postuliert, dass die Verfügbarkeit von Methionin die 

Aktivität der AdoMet-Synthetase III reguliert (Mato et al., 2002). In Rattenhepatozyten 

liegt die Methioninkonzentration zwischen 50 und 80 µM (Finkelstein, 1990); unter 

diesen Bedingungen würde die AdoMet-Synthetase III dann überwiegend in der 

sogenannten „low specific activity“-Konformation vorliegen und die AdoMet-

Synthetase I wäre das für die AdoMet-Synthese verantwortliche Enzym. Nach einem 

Anstieg der Methioninkonzentration würde eine Konversion in die „high activity“-Form 

der AdoMet-Synthetase III stattfinden und der Methionin-Überschuß schnell eliminiert 

bzw. abgebaut werden. Solch ein Mechanismus wäre sehr sensitiv gegenüber 

Änderungen der Methioninkonzentration (Mato et al., 2002). 

 

Der Km-Wert für das zweite Substrat ATP liegt bei P. falciparum bei 446 µM und ist 

damit weitaus höher als die für andere Organismen ermittelten Km-Werte. Pèrez-

Pertejo (2003) ermittelten für L. donovani einen Km-Wert von 27 µM, während Yarlett 
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et al. (1992) für T. brucei bei Substratkonzentrationen zwischen 0,01 mM und 0,25 

mM ATP einen Km-Wert von 53 µM beschrieben, bei ATP-Konzentrationen zwischen 

0,5 mM und 5,0 mM jedoch einen Km-Wert bei 1,35 mM. Aufgrund des - wie im Falle 

für das Substrat Methionin - daraus resultierenden biphasischen Kurvenverlaufs zeigt 

sich bei höheren Substratkonzentrationen eine positive Kooperativität, während bei 

niedrigen ATP-Konzentrationen ein eher lineares Verhältnis vorliegt. Ein Hill-

Koeffizient von nH = 1,0 (keine Kooperativität, hyperbolischer Kurvenverlauf) wurde 

sowohl für Methionin als auch für ATP ermittelt. Bei höheren ATP-Konzentrationen ist 

bei T. brucei nH = 2,0, was eine positive Kooperativität des Enzyms bei höheren 

Substratkonzentrationen anzeigt. Eine ähnliche Beobachtung machten auch Pérez-

Pertejo (2003) für die AdoMet-Synthetase von L. donovani. Der Km-Wert für ATP bei 

L. infantum lag - analog zu dem für Methionin - auch hier um ein vielfaches höher 

(Reguera et al., 1999). Für die AdoMet-Synthetasen von Säugetieren wurde eine 

solche positive Kooperativität bei höheren ATP-Konzentrationen ebenfalls 

beschrieben  (Okada, 1981; Xue et al., 1989; Pajares et al., 1992).  

Generell liegen die Km-Werte bei den meisten bisher untersuchten Organismen 

zwischen 50 µM und 1 mM (Chiang und Cantoni, 1977; Okada, 1981; Pajares et al., 

1992; Schröder et al., 1997; Taylor und Markham, 1999; Lu und Markham, 2002; 

Berger und Knodel, 2003). Auch für die AdoMet-Synthetase-Isoformen der humanen 

Leber beschrieben Mato et al. (2002) Km-Werte für ATP zwischen 30 µM und 1 mM. 

Der hohe Km-Wert des plasmodialen Enzyms gibt Anlass zu der Vermutung, dass 

auch bei P. falciparum eine Kooperativität hinsichtlich des ATP vorliegen könnte. Im 

Rahmen dieser Arbeit ließ sich ein solches Phänomen jedoch nicht feststellen; bei 

den eingesetzten ATP-Konzentrationen von 0,2-2,5 mM ergab sich stets ein 

hyperbolischer Kurvenverlauf. 

 

 

4.3 Effekt der AdoMet-Synthetase-Inhibitoren Selenomethionin und 

 Cycloleucin 

 

Das Substratanalogon Seleno-L-Methionin inhibiert die Wachstumsrate von P. 

falciparum in Kultur mit einem IC50-Wert von 132 µM. Den gleichen IC50-Wert (130 

µM) beschrieben Porter et al. (1984) für L1210-Zellen. Kajander et al. (1990) testeten 

verschiedene Zelllinien auf die Wachstumsinhibierung durch Selenomethionin und 
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stellten fest, dass alle ermittelten IC50-Werte zwischen 45 und 160 µM und somit in 

einem ähnlichen Bereich wie bei P. falciparum liegen. 

 

Der Ki-Wert für Selenomethionin bezüglich der AdoMet-Synthetase von P. falciparum 

betrug 89 µM. Yarlett et al. (1993) bestimmten für das Enzym von T. brucei einen 

weitaus höheren Ki-Wert von 510 µM, konnten jedoch feststellen, dass 

Selenomethionin in Abwesenheit des eigentlichen Substrats Methionin als Substrat 

dient; bei geringeren Selenomethionin-Konzentrationen von 0,01-0,1 mM 

synthetisiert das Enzym zunehmende Konzentrationen des Produktanalogons mit 

einem Km-Wert von 100 µM. 

Die Cytotoxizität von Selenomethionin ist darüber hinaus auch in Kulturen humaner 

und muriner Lymphoid-Zellen analysiert worden. Auch hier konnte gezeigt werden, 

dass Selenomethionin zu dem entsprechenden AdoMet-Analogon umgewandelt und 

in Transmethylierungsreaktionen sowie in der Polyaminbiosynthese weiter 

metabolisiert wird, gleich den korrespondierenden schwefelhaltigen Metaboliten des 

Methionins. In Konzentrationen unter 40 µM in dem Kulturmedium konnte keine 

Inhibition des Zellwachstums festgestellt werden. Erst bei Konzentrationen über 40 

µM zeigte Selenomethionin Cytotoxizität. Bei cytotoxischen Selenomethionin-

konzentrationen wurde der inhibitorische Effekt von Änderungen der AdoMet-

Konzentrationen begleitet: Selenomethionin-Konzentrationen zwischen 30 und 160 

µM bedingten einen cytotoxischen Effekt mit einer 50%igen Wachstumsinhibierung, 

gleichzeitig nahmen die intrazellulären AdoMet-Mengen ab (Kajander et al., 1990, 

1991). 

Hinsichtlich eines möglichen Einflusses des Selenomethionins auf die intrazellulären 

Polyaminkonzentrationen konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass durch die 

Zugabe von 100 µM Selenomethionin zu P. falciparum in Kultur und die Inkubation 

für 24 bzw. 48 h keine signifikanten Änderungen der Polyaminmengen im Vergleich 

zur Kontrolle eintraten. Somit scheint der inhibitorische Effekt ausschließlich durch 

die Interaktion mit der AdoMet-Biosynthese stattzufinden. Um dies genauer zu 

analysieren, wurde auch der Einfluss von Selenomethionin auf die intrazellulären 

Mengen an AdoMet untersucht. Hier konnte festgestellt werden, dass die 

Behandlung der infizierten Erythrozyten mit 100 µM Selenomethionin zu einer 

Abnahme der AdoMet-Konzentration auf etwa 50% der Kontrollwerte führte. Da 

davon ausgegangen werden kann, dass ein Umsatz des Substratanalogons 
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Selenomethionin zu S-Adenosylselenomethionin bei der quantitativen HPLC-Analyse 

keinen Unterschied in der detektierbaren Menge des Reaktionsprodukts ausmachen 

würde, kann davon ausgegangen werden, dass der antiproliferative Effekt aufgrund 

der Störung der Transmethylierungsreaktionen vermittelt wird, was die fehlende 

Beeinflussung der Polyaminbiosynthese erklärten würde. 

 

Der IC50-Wert des zweiten untersuchten AdoMet-Synthetase-Inhibitors Cycloleucin 

für P. falciparum lag bei 7,5 mM. Damit befindet sich der IC50-Wert im gleichen 

Bereich wie der für L1210-Zellen ermittelte IC50-Wert von 5 mM (Porter et al., 1984). 

Bereits zuvor wurde hinsichtlich des Einflusses von Cycloleucin auf die AdoMet-

Synthetase von P. falciparum ein Ki-Wert von 10 mM beschrieben; auch dieser Ki-

Wert gleicht jenem für humane Leberzellen, der bei 10 mM liegt (Chiang et al., 1999). 

Bei der humanen Neuroblastoma-Zelllinie SH-SY5Y resultierte die Zugabe von 4 mM 

Cycloleucin in einer signifikanten 50%igen Inhibierung der katalytischen Aktivität der 

AdoMet-Synthetase (Gomes Trolin et al., 1998); auch nach Inkubation humaner 

Erythrozyten mit Cycloleucin waren die Transmethylierungsreaktionen zu 70% 

inhibiert (Kim et al., 1980). Im Falle somatischer Säugetierzellen wurden die 

Methylierungsreaktionen durch Cycloleucin ebenfalls erheblich gestört (Caboche und 

Mulsant, 1978). Neben dem Effekt dieses Inhibitors auf die Katalyseaktivität wurde 

auch ein Einfluss auf die AdoMet- und die Methioninkonzentrationen beschrieben; 

die Behandlung von Mäusen mit Cycloleucin (2 mg/g Körpergewicht) resultierte in 

reduzierten AdoMet- und stark erhöhten Methioninkonzentrationen. Auch in diesem 

Fall wurden die Effekte des Cycloleucins als Ergebnis der durch den AdoMet-Mangel 

beeinträchtigten Transmethylierungsprozesse interpretiert (Lee et al., 1992). 

Die AdoMet-Synthetase von C. parvum wird ebenfalls durch Cycloleucin inhibiert 

(Slapeta et al., 2003); des Weiteren konnte festgestellt werden, dass die 

inhibitorischen Eigenschaften des Cycloleucins auch in Viren die AdoMet-Mengen 

beeinflussen. In Hühnerembryozellen, die mit dem B77 Avian Sarcoma Virus infiziert 

sind, konnten mit Cycloleucin die intrazellulären Konzentrationen von AdoMet 

reduziert und auf diese Weise die Methylierung viraler RNA inhibiert werden (Dimock 

und Stolzfus, 1978). In mit dem SV40-Virus infizierten BSC-1-Zellen bedingte die 

Behandlung mit 2 und 5 mg/ml Cycloleucin eine 10- und 100-fache Reduktion der 

methylierten SV40-mRNA (Finkel und Groner, 1983). 

Insgesamt lässt sich feststellen, dass Cycloleucin nur in verhältnismäßig hohen 
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Dosierungen eine inhibitorische Wirkung zeigt, unabhängig davon, welche Art von 

Organismus behandelt wird. Die Ergebnisse für die plasmodiale AdoMet-Synthetase 

bilden hier keine Ausnahme. Wie im Falle von Selenomethionin scheint der 

inhibitorische Effekt durch eine Beeinflussung der AdoMet-Biosynthese stattzufinden; 

da die Polyaminbiosynthese nicht beeinträchtigt wird, kann davon ausgegangen 

werden, dass der antiproliferative Effekt ausschließlich aufgrund der Störung der 

Transmethylierungsreaktionen oder anderer Ziele vermittelt wird.  

 

 

4.4 Mutation konservierter Aminosäurereste der AdoMet-Synthetase in 

 P. falciparum 

 

Ein Vergleich der Aminosäuresequenzen von pro- und eukaryotischen AdoMet-

Synthetasen macht deutlich, dass ein hoher Grad an Homologie zwischen der P. 

falciparum-Sequenz und den Sequenzen anderen Organismen festzustellen ist, der 

zwischen 66% und 75% liegt. Die Motive, die in anderen Organismen als notwendig 

für die katalytische Aktivität der AdoMet-Synthetase beschrieben wurden, sind in P. 

falciparum ebenfalls hochkonserviert. Das Nonapeptid GGGAFSGKD an Position 

258-266 korrespondiert mit einem P-Loop, der einen Teil der ATP-Bindungsstelle 

bildet (Deigner et al., 1995). Die Hydrolyse des Triphosphats geschieht an dem 

Arg244-Rest. Die Asp24- und Asp271-Reste werden als essentiell für die Bindung der 

Mg2+-Ionen beschrieben (Taylor und Markham, 1999), während das Glu50 an der 

Bindung des K+-Ions beteiligt ist (McQueney und Markham, 1995). In der 

Aminosäuresequenz von P. falciparum ist des Weiteren das Hexapeptid GAGDQG 

an Position 115-120 konserviert, das in L. donovani Teil des aktiven Zentrums ist 

(Pérez-Pertejo et al., 2003). Die mit Asp127 und Asp238 korrespondierenden Reste 

spielen eine wichtige Rolle bei der Bindung des Methionins (Taylor und Markham, 

1999).  

 

Um festzustellen, ob diese Aminosäurereste auch bei der AdoMet-Synthetase von P. 

falciparum essentiell für die Katalyseaktivität sind, wurden die potentiell für die 

Substratbindung erforderlichen Aminosäurereste ausgetauscht, die Mutanten D24N, 

D127N, D238N, D271N und E50Q hergestellt und auf ihre Aktivität untersucht.  
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Erwartungsgemäß wiesen die Mutanten D127N und D238N nur noch eine äußerst 

geringe Restaktivität von etwa 1% auf. In der AdoMet-Synthetase von E. coli wurden 

ebenfalls vergleichbare Mutationen charakterisiert (Taylor und Markham, 1999). Bei 

den Mutanten D118N und D238N, die mit den bei P. falciparum durchgeführten 

Mutationen D127N und D238N korrespondieren, nahm die enzymatische Aktivität in 

vergleichbarem Maße wie bei dem plasmodialen Enzym ab. 

Bei den Mutationen D24N und D271N verblieb bei P. falciparum ebenfalls nur eine 

geringe Restaktivität von ca. 3%. Die entsprechenden Werte für die korrespon-

dierenden Mutationen bei der AdoMet-Synthetase von E. coli lagen bei 0,05% 

Restaktivität für D16N und bei 0,3% für D271N (Taylor und Markham, 1999). Somit 

konnte mittels dieser Mutanten in P. falciparum nachgewiesen werden, dass die 

Aminosäurereste D127, D238, D24 und D271 essentiell für die katalytische Aktivität der 

AdoMet-Synthetase von P. falciparum sind. 

Taylor und Markham (1999) stellen fest, dass hinsichtlich der Teilreaktion der PPPi-

Hydrolyse die Mutanten der Mg2+-bindenden Reste, D16N und D271N, eine um das 

mehr als 700-fache reduzierte katalytische Effizienz besaßen. Zwar war diese 

Abnahme im Falle des plasmodialen Enzym weniger stark, aber dennoch machen 

diese Daten deutlich, dass die divalenten Kationen im Rahmen der Gesamtreaktion 

eine besondere Rolle in der Hydrolyseaktivität des Enzyms besitzen. Hinsichtlich der 

Rolle der Mg2+-Ionen wurde postuliert, dass sie eine pyramidenartige Brücke 

zwischen beiden Enden der Triphosphatkette bilden; jedes Mg2+-Ion ist dabei durch 

zwei Sauerstoffatome des PPi-Ions und durch ein Sauerstoffatom des Pi-Ions 

koordiniert, wird darüber hinaus von den Aminosäureresten Asp271 und Asp16 der 

AdoMet-Synthetase gebunden und positioniert (Takusagawa et al., 1996) und ist so 

maßgeblich an einer maximalen Hydrolyserate des Triphosphats zu PPi und Pi 

beteiligt (Markham et al., 1980). 

Die Seitenketten Asp118 und Asp238 gelten als essentiell für die Bindung des 

Methionins; das Asp118 interagiert dabei mit dem Schwefelatom, das Asp238 mit der α-

Aminogruppe des Methionins (Schalk-Hihi und Markham, 1999). Die Abnahme der 

Aktivität der plasmodialen D118N-Mutante hängt infolgedessen damit zusammen, 

dass durch den Aminosäureaustausch eine Carboxygruppe gegen eine Ketogruppe 

ausgetauscht wird; dies würde mit einem Verlust einer energetisch günstigen 

elektrostatischen Interaktion zwischen Schwefelatom und Carboxylat einhergehen 

und den fast vollständigen Rückgang der katalytischen Aktivität erklären. Im Falle 
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des Asp238 liegt die Wahrscheinlichkeit nahe, dass durch den Aminosäureaustausch 

ebenfalls die Bindungsmöglichkeit an die α-Aminogruppe des Methionins 

herabgesetzt wird und die gravierende Abnahme der Katalyseaktivität bei der D238N-

Mutante sowohl im Falle von E. coli als auch von P. falciparum bedingt. 

 

Mg2+ wirkt als Aktivator der AdoMet-Synthetase-Reaktion (Taylor und Markham, 

1999). Trotz der Tatsache, dass für die Mutanten der Mg2+-Bindungsstellen des 

Enzyms von E. coli eine etwa um das 10- bis 15-fache erhöhte Aktivatorkonstante 

(Mg2+-Konzentration für ½ Vmax) im Vergleich zum Wildtyp ermittelt werden konnte, 

ließ sich für die plasmodiale AdoMet-Synthetase keine Aktivität bei steigenden Mg2+-

Konzentrationen feststellen. Diese Unterschiede hinsichtlich der Aktivierungs-

kapazität durch Mg2+ bei den Asp16- und Asp271-Mutanten finden sich auch bei 

anderen Enzymen. Untersuchungen über die anorganische Pyrophosphatase, die 

alkalische Phosphatase und die T7 RNA-Phosphatase, die alle Phosphorylgruppen 

übertragen und verschiedene Metallionen im aktiven Zentrum enthalten, zeigten 

ähnliche Abweichungen (Bishop et al., 1980; Avaeva et al., 1996a; Avaeva et al., 

1996b; Moon-Woody et al., 1996; Tibbits et al., 1996). Im Falle der Pyrophosphatase, 

die der PPPiase-Aktivität der AdoMet-Synthetase funktionell relativ nahe ist, bedingt 

ein Asp→Asn-Austausch keine Änderung in der Konzentrationsabhängigkeit der 

Mg2+-Aktivierung (Avaeva et al., 1996a; Avaeva et al., 1996b). Bei der T7 RNA-

Polymerase setzte eine Asp-Asn-Mutation die Affinität des Mg2+ nur um das 2- bis 5-

fache herab, inaktivierte aber das Enzym (Moon-Woody et al., 1996). Im Gegensatz 

dazu führte eine Asp-Asn-Mutation in der alkalischen Phosphatase zu einer 

gravierenden Abnahme der Affinität für Mg2+ und resultierte darin, dass das Mg2+ 

nicht mehr an das aktive Zentrum binden konnte (Tibbits et al., 1996). 

Höhere Konzentrationen an Mg2+ führten bei der AdoMet-Synthetase von P. 

falciparum zu keiner Steigerung der katalytischen Aktivität; der Austausch der 

putativen Mg2+-Bindungsstellen resultierte in einer nicht zu umgehenden 

Inaktivierung des Enzyms. Die Koordinationsgeometrie von jedem Metallion scheint 

genau darauf abgestimmt zu sein, sowohl die AdoMet-Bildung als auch die PPPi-

Hydrolyse-Reaktion zu erleichtern, was die entscheidende Rolle der Aspartatreste 

Asp16 und Asp271 bei der Gesamtreaktion der plasmodialen AdoMet-Synthetase 

unterstreicht. 
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Für die maximale Katalyseaktivität der AdoMet-Synthetase ist - wie bereits 

beschrieben - neben zwei divalenten auch ein monovalentes Kation erforderlich 

(Markham et al., 1980; Markham, 1981; Markham, 1984; Zhang et al., 1993; 

McQueney und Markham, 1995). Von dem Aminosäurerest Glu50 wird angenommen, 

dass hier die Bindung der K+-Ionen stattfindet. Die Bindung des K+-Ions führt bei E. 

coli zu einer bis zu 100-fachen Stimulation des Schrittes der AdoMet-Bildung, setzt 

die Km-Werte sowohl von ATP als auch von Methionin herab, hat jedoch relativ 

geringe stimulierende Effekte auf die Hydrolyserate von PPPi (McQueney und 

Markham, 1995). Im Falle der AdoMet-Synthetase von P. falciparum resultierte der 

Austausch des Glutamatrestes Glu50 gegen Glutamin in einem fast vollständigen 

Verlust der Enzymaktivität; die Mutante zeigte auch bei zehnfach erhöhtem KCl-

Angebot nur eine Restaktivität von etwa 1%. Eine Stimulation der Enzymaktivität war 

hier nicht mehr möglich. Vergleichbare Untersuchungen bei dem Enzym von E. coli 

zeigten ebenfalls eine Abnahme der spezifischen Aktivität auf 1%. Diese Mutante 

wies kinetische Eigenschaften auf, die denen des Wildtyp-Enzyms in Abwesenheit 

von K+-Ionen glichen (McQueney und Markham, 1995). Da das Glutamat der einzige 

geladene Ligand in der näheren Umgebung der K+-Bindungstasche ist, kann davon 

ausgegangen werden, dass der Austausch dieses Glutamats gegen Glutamin die 

Bindung des monovalenten Kations und die Aktivierung der Katalyse durch das 

Entfernen der negativen Ladung unterbindet. 

Sowohl in der AdoMet-Synthetase von P. falciparum und der von E. coli als auch bei 

zwei anderen K+-aktivierten Enzymen, nämlich der Pyruvat-Kinase (Toney et al., 

1993) und der Dialkylglycin-Decarboxylase (Larson et al., 1994), enthält die K+-

Bindungsstelle einen Carboxylatrest, der als Carboxylat-Ligand für das K+ über eine 

Wasserstoffbrückenbindung an einen Arginin-Rest gebunden sein könnte, der - 

zumindest in der Pyruvat-Kinase - wiederum eine H-Bindung an das γ-Phosphat des 

ATP ausbildet. Somit könnte sowohl in der Pyruvat-Kinase als auch in der AdoMet-

Synthetase das K+ über eine Carboxylat-Arginin-Aminosäurebrücke an das ATP-

Substrat gebunden sein (McQueney und Markham, 1995). Der vollständige Verlust 

der katalytischen Aktivität bei der Mutante E50Q im plasmodialen Enzym deutet 

darauf hin, dass der Mechanismus der AdoMet-Synthetase von P. falciparum 

hinsichtlich der Bindung von K+ in vergleichbarer Weise funktioniert und das Glu50 im 

plasmodialen Enzym die einzige Bindungsstelle für die K+-Ionen darstellt. Durch den 

Austausch des Glutamats gegen Glutamin und den damit verbundenen Austausch 
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der Carboxylgruppe gegen eine Ketogruppe ist davon auszugehen, dass die 

Bindungskapazität für K+-Ionen nahezu vollständig verloren geht, was den Verlust 

der katalytischen Aktivität der AdoMet-Synthetase von P. falciparum erklären würde. 

Die hier durchgeführten Mutationen zeigen, dass die bei AdoMet-Synthetasen 

anderer Organismen für die Bindung von Methionin und Mg2+ essentiellen 

Aminosäurereste auch bei P. falciparum eine wesentliche Rolle spielen; ihr 

Austausch gegen andere Aminosäurereste führt zu einer Inaktivierung des Enzyms. 

Des Weiteren deuten die Ergebnisse darauf hin, dass die Substratbindung und die 

Bindung der benötigten Ionen in ähnlicher Weise stattfinden könnten wie im Falle der 

AdoMet-Synthetasen anderer Organismen. Inhibitoren, die als Substrat- oder 

Produktanaloga der Phosphatgruppe oder des K+-Ions wirken, sind in E. coli schon 

erfolgreich getestet worden und zeigten z. T. bessere Effekte als die hier getesteten 

Methioninanaloga Selenomethionin und Cycloleucin. So untersuchten Reczkowski 

und Markham (1999) die inhibitorischen Eigenschaften von Imidophosphatanaloga 

und zeigten, dass Diimidotriphosphat und Imidodiphosphat als potente Inhibitoren mit 

Ki-Werten von 2 nM bzw. 0,8 µM wirken. Auch das Uranyl-Ion UO2
2+ wirkt mit einem 

Ki-Wert von 350 nM als kompetitiver Inhibitor an der K+-Bindungsstelle (McQueney 

und Markham, 1995). Aufgrund der Parallelen, die zwischen dem katalytischen 

Prozess anderer Organismen und dem von P. falciparum vorzuliegen scheinen, 

könnte versucht werden, diese auch im Falle von P. falciparum als potentielles 

Target für den Einsatz solcher Verbindungen zu nutzen. 

 

 

4.5 Bestimmung der Polyaminkonzentrationen während des 

 erythrozytären Zyklus von P. falciparum 

 

Die Untersuchung der Polyaminkonzentrationen in asexuellen erythrozytären Stadien 

von P. falciparum zeigt einen deutlichen Zusammenhang zwischen dem jeweiligen 

Entwicklungsstadium der Parasiten und den intrazellulären Konzentrationen an 

Putrescin, Spermidin und Spermin. Die Mengen aller drei Polyamine steigen 

während der Entwicklung vom Ring- zum Schizontenstadium stark an, wobei 

Spermidin - unabhängig vom Entwicklungsstadium - stets das Polyamin mit der 

höchsten Konzentration darstellt, gefolgt von Putrescin und geringen Mengen an 

Spermin. Die Polyaminkonzentrationen in nichtinfizierten Erythrozyten sind im 
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Vergleich zu den infizierten Erythrozyten sehr niedrig. Ein solches Ansteigen der 

Polyaminmengen im Laufe der parasitären Entwicklung ist erwartungsgemäß, da das 

Wachstum und die Proliferationsprozesse des Parasiten von einem steigenden 

Polyaminbedarf begleitet sein sollten. Dieses Ergebnis korreliert zum einen mit den 

stadienspezifischen Expressionsmustern der bifunktionalen AdoMetDC/ODC (Müller 

et al., 2000) und der SpdSyn (Haider et al., 2005) und bestätigt zum anderen die 

Ergebnisse vorhergehender Untersuchungen, in denen die Entwicklung von P. 

falciparum mit Änderungen der Polyaminmuster und Änderungen der ODC- und 

AdoMetDC-Aktivitäten in P. falciparum-Kulturen assoziiert waren (Assaraf et al, 

1984; Whaun et al., 1985; Wright et al., 1991). 

Hinsichtlich der Verteilung der Polyamine in der Wirtszellen-Parasiten-Einheit ist der 

Großteil von Putrescin, Spermidin und Spermin mit dem Parasiten assoziiert; nur ein 

kleiner Teil der Polyamine kann den Erythrozyten zugeordnet werden. Da Polyamine 

eine wesentliche Rolle beim Wachstum von Zellen und bei Differentationsprozessen 

spielen (Marton und Pegg, 1995; Seiler, 2003), erklärt dies den steigenden Bedarf 

der Plasmodien an Polyaminen im Laufe ihrer Entwicklung. In Übereinstimmung 

damit konnten Assaraf et al. (1987) zeigen, dass die intrazellulären 

Polyaminkonzentrationen von P. falciparum mit der Reifung und der metabolischen 

Aktivität des sich entwickelnden Parasiten zunehmen, während abnehmende Raten 

von DNA-, Protein- und RNA-Synthese von reduzierten Polyaminlevels begleitet 

werden. Da Erythrozyten keinen eigenen Polyaminsyntheseapparat besitzen 

(Assaraf et al., 1987), ist die Tatsache, dass Polyamine nur in Spuren in ihnen 

vorkommen, nicht überraschend; das geringe Vorkommen der Polyamine in 

nichtinfizierten Erythrozyten beruht einzig auf der Aufnahme dieser Verbindungen, 

wobei die Sperminaufnahme in weitaus geringerem Maße stattfindet als die der 

anderen beiden Polyamine und die Affinität der Erythrozyten für Spermidin wiederum 

bis zu 30-mal höher ist als die für Putrescin (Moulinoux et al., 1984). Dennoch sind 

auch in Bezug auf humane Erythrozyten Änderungen der Polyaminkonzentrationen 

im Laufe der erythrozytären Entwicklung beschrieben. Cooper et al. (1976) 

untersuchten die Polyaminkonzentrationen in Erythrozyten und konnten bei den 

Putrescin-, Spermidin- und Sperminkonzentrationen signifikante Unterschiede 

zwischen jungen und alten Erythrozyten feststellen.  
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4.6 Effekt von ODC- und AdoMetDC-Inhibitoren 

 

Die Inhibition der Polyaminbiosynthese resultiert erfahrungsgemäß in einer 

Blockierung der Entwicklung erythrozytärer Stadien von P. falciparum im 

Trophozoitenstadium (Assaraf et al., 1984; Whaun und Brown, 1985; Assaraf et al., 

1987; Wright et al., 1991); aufgrund dessen liegt die Vermutung nahe, dass die 

Polyamine an der Kontrolle des Schizogonieprozesses in Plasmodium beteiligt sind. 

Ihre elementare Bedeutung an Zellwachstum und -differenzierung, gekoppelt mit 

dem erhöhten Bedarf schnell proliferierender Zellen an Polyaminen, lässt eine 

Inhibierung der Schlüsselenzyme und die daraus resultierende Blockierung der 

Polyaminbiosynthese als geeignete Möglichkeit erscheinen, die Entwicklung des 

Parasiten zu unterbrechen. 

Der Einfluss verschiedener ODC- und AdoMetDC-Inhibitoren auf die Enzymaktivität 

der bifunktionellen PfAdoMetDC/ODC und das Wachstum der Plasmodien in Kultur 

wurde untersucht, indem zum einen die Inhibitionskonstanten für die einzelnen 

Inhibitoren festgelegt wurden und zum anderen die IC50-Werte und die Auswirkungen 

der jeweiligen Inhibitoren auf die intrazellulären Polyaminkonzentrationen analysiert 

worden sind. 

 

 

4.6.1 Effekt der ODC-Inhibitoren auf Enzymaktivität, Wachstumsrate und 

 Polyaminlevel 

 

Die effektivsten in dieser Arbeit getesteten ODC-Inhibitoren, APA und dessen 

Derivate CGP 52622A und CGP 54169A, inhibieren die katalytische Aktivität der 

plasmodialen AdoMetDC/ODC mit Ki-Werten in einem niedrigen nanomolaren und 

das Wachstum der Parasiten in Kultur in einem einstelligen mikromolaren Bereich. 

Sie blockieren die Parasitenentwicklung im Trophozoitenstadium, ein Ergebnis, das 

mit vorherigen Untersuchungen über den stadienspezifischen Effekt des ODC-

Inhibitors DFMO in Übereinstimmung steht (Assaraf et al., 1984; Assaraf et al., 1987; 

Wright et al., 1991). 

Die besonderen Eigenschaften, die APA und dessen Derivate zu so potenten 

Inhibitoren der ODC machen, liegen zu einem großen Teil in ihrem Reaktions-

mechanismus begründet. Die Decarboxylierungsreaktion von Ornithin beinhaltet die 
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Bildung einer Schiff’schen Base zwischen dem Cofaktor PLP und einer Aminogruppe 

des Substrats. Um die entsprechenden Enzyme zu inhibieren, liegt die Verwendung 

von Carbonylverbindungen wie Derivaten von Hydrazin, Hydroxylamin, Semicarbazid 

oder ähnlichem somit nahe. Der inhibitorische Effekt von APA und seiner Derivate 

beruht auf der Aminooxy-Gruppe, die mit einer Carbonylgruppe reagiert und 

infolgedessen ein Oxim mit dem Cofaktor PLP im aktiven Zentrum der ODC bildet. 

Da APA und dessen Derivate Strukturanaloga von Putrescin sind, ist ihr 

inhibitorischer Effekt zudem sehr spezifisch, während die Aktivitäten anderer PLP-

abhängiger Enzyme bei weitem weniger betroffen sind (Khomutov et al., 1985a). 

APA weist darüber hinaus strukturelle Ähnlichkeiten zu Canalin auf, einem potenten 

Inhibitor verschiedener Enzyme, die PLP als Cofaktor benötigen, einschließlich der 

ODC und der Tyrosin-Aminotransferase (Rahiala et al., 1971). Khomutov et al. 

(1985a) untersuchten den Einfluss von APA auf solche pyridoxalphosphat-

abhängigen Enzyme wie die Tyrosin-Aminotransferase, die Alanin-Aminotransferase 

und die Aspartat-Aminotransferase und stellten fest, dass diese von APA nicht 

beeinflusst wurden, was die Spezifität dieses Inhibitors unterstreicht. 

 

Für APA, den effektivsten der getesteten ODC-Inhibitoren und dessen Derivate 

wurde ein Ki-Wert im niedrigen nanomolaren Bereich (3-17 nM) bestimmt. Dieser Ki-

Wert von APA liegt im gleichen Bereich wie der für die ODC von E. coli; diese wird 

durch APA ebenfalls im nanomolaren Bereich mit einem Ki-Wert von 1,0 nM inhibiert 

(Paulin et al., 1986), genau wie die ODC der Mäuseniere, für die ein Ki-Wert von 3,2 

nM beschrieben wurde (Khomutov et al., 1985a). Die ODC der Mäuseleber wird 

durch APA mit einem IC50-Wert von 21 nM inhibiert (Khomutov et al., 1985b). 

Krause et al. (2000) konnten zeigen, dass die separat exprimierte ODC-Domäne von 

P. falciparum gleiche kinetischen Konstanten aufweist wie das bifunktionale Protein. 

Vergleicht man die Ki-Werte für CGP 54169A und CGP 52622A mit denen des 

bifunktionalen Enzyms von P. falciparum, so wird deutlich, dass sich die Inhibitor-

konstanten nicht von jenen des bifunktionalen Enzyms unterscheiden. 

 

In Einklang mit der effektiven Inhibierung der plasmodialen ODC wird auch das 

Wachstum von P. falciparum in Kultur durch APA und die abgeleiteten CGP-

Verbindungen mit IC50-Werten zwischen 1 und 3 µM blockiert. Im Vergleich dazu liegt 

der IC50-Wert für APA bei humanen T24 Blasenkrebszellen bei etwa 13 µM (Stanek et 
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al., 1993); bei murinen B-Lymphozyten beträgt der für CGP 52622A 12,2 µM, jener 

für CGP 54169A 40,8 µM. Hier sind die IC50-Werte im Vergleich zu P. falciparum also 

um das ca. 5- bis 20-fache höher. Vergleicht man diese IC50-Werte der neueren 

kompetitiven ODC-Inhibitoren mit jenem für DFMO, dem bisher am besten 

untersuchten ODC-Inhibitor, so zeigt sich, dass DFMO für P. falciparum in vitro einen 

IC50-Wert von 1,3 mM aufweist (Bitonti et al., 1987) und damit um das 1000-fache 

schlechter wirkt als APA.  

Ein Versuch, bei dem APA mit dem potenten AdoMetDC-Inhibitor MDL 73811 

kombiniert wurde, zeigte einen additiven, aber keinen synergistischen Effekt auf das 

Wachstum von P. falciparum. Auch dieses Ergebnis steht in Einklang mit bereits 

zuvor erhaltenen Daten über die Kombination eines ODC-Inhibitors (DFMO) mit dem 

AdoMetDC-Inhibitor MDL 73811 (Wright et al., 1991). 

Zusammenfassend lässt sich sagen, dass APA und dessen Derivate die ODC zum 

einen deutlich besser inhibieren als die bisher bekannten ODC-Inhibitoren, zum 

anderen birgt die Selektivität dieser Inhibitoren, die sich in den 10-20-fach 

schlechteren IC50-Werten bei anderen Zelltypen - insbesondere bei Säugetierzellen - 

zeigt, die Möglichkeit einer Entwicklung dieser Verbindung als potentielles 

Chemotherapeutikum.  

 

Übereinstimmend mit den beschriebenen niedrigen Ki-Werten für die rekombinante 

ODC von P. falciparum und dem gravierenden Einfluss auf die Wachstumsraten von 

P. falciparum in Kultur haben APA und seine Derivate auch einen starken Effekt auf 

die Polyaminmengen in infizierten Erythrozyten, resultierend in einer fast 

vollständigen Abnahme des Putrescins, einer starken Reduzierung der 

Spermidinkonzentrationen und einer Zunahme der Sperminlevel. Die APA-Derivate 

CGP 54169A und CGP 52622A führten ebenfalls zu einer solchen Polyamin-

verteilung, wobei der Effekt von CGP 54169A dem von APA in seiner Intensität glich, 

der von CGP 52622A hingegen einen etwas weniger gravierenden Einfluss zeigte. 

Die starke Abnahme der Spermidinmengen konnten Hyvonen et al. (1988, 1990) 

auch bei Hamsternierenzellen feststellen; die Zugabe von 0,5 mM APA zu dem 

Kulturmedium blockierte das Zellwachstum und reduzierte die Putrescinmengen, die 

zellulären Spermidinlevel sanken innerhalb von 24 h auf weniger als 10% der 

Kontrollwerte. Diese starke Spermidinverarmung resultierte hier in einer 

zunehmenden Aktivität der AdoMetDC, die Reduktion der Spermidinmengen war von 
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einem völligen Erliegen der Exkretion von Putrescin, Spermidin und acetylierten 

Polyaminen, einer Zunahme der AdoMetDC-Aktivität und der daraus resultierenden 

Akkumulation von AdoMet und dcAdoMet begleitet. Diese Effekte waren reversibel 

und konnten durch die Zugabe von 0,5 mM Putrescin oder 0,1 mM Spermidin 

aufgehoben werden.  

 

Die Auswirkungen von APA auf die Enzymaktivität und die Polyaminkonzentrationen 

fanden sich auch in humanen Darmkrebszellen (Caco-2 und HT-29). Hier blockierte 

APA die ODC-Aktivität innerhalb von 24 h komplett. APA und der AdoMetDC-

Inhibitor AMA in Kombination (je 100 µM) reduzierten die ODC- und AdoMetDC-

Aktivität auf nicht mehr detektierbare Level und die intrazellulären Polyamine auf 8-

23% der Kontrollwerte. Der daraus resultierende Wachstumsstop konnte nur durch 

die Zugaben von Spermidin umgekehrt werden (Milovica, 2001). 

Garriz et al. (2003) konnten zeigen, dass APA in dem Pilz Sclerotinia sclerotiorum 

die ODC, die Spermidin-Synthase und die AdoMetDC inhibiert. Die Addition von APA 

(1 mM) zum Kulturmedium bedingte eine 29%ige Abnahme von Spermidin und eine 

zweifache Zunahme von Spermin. 

Bei P. falciparum konnte die extreme Abnahme der intrazellulären Putrescin- und 

Spermidin-Konzentrationen durch Zugabe von 500 µM Putrescin zu dem Medium 

wieder aufgehoben werden; dies steht in Übereinstimmung mit den Beobachtungen, 

die bei den anderen untersuchten Zelltypen gemacht worden sind. Auch der Effekt 

von DFMO lässt sich durch die Zugabe von 500 µM Putrescin aufheben. Im 

Gegensatz zu APA und dessen Derivaten ermöglichte bei DFMO-behandelten P. 

falciparum in Kultur jedoch auch die Zugabe von 0,25 mM Spermidin eine 

Wiederherstellung des Wachstumsprozesses (Assaraf et al., 1987). Darüber hinaus 

berichteten Bitonti et al. (1987), dass dem Effekt von DFMO durch eine gleichzeitige 

Zugabe von Spermidin und Spermin entgegengewirkt werden kann, während die 

Zugabe exogenen Spermins allein den Effekt von DFMO nicht aufzuheben vermag 

(Assaraf et al., 1987). 

In diesem Zusammenhang konnte festgestellt werden, dass Putrescin von P. 

falciparum-infizierten Erythrozyten weitaus besser aufgenommen werden kann als 

von nichtinfizierten Erythrozyten, während die Aufnahme von Spermidin nur gering-

fügig verstärkt war und in der ohnehin schon niedrigen Sperminaufnahme keine 

Änderung auftrat (Assaraf et al., 1987). Infolgedessen sollte in Betracht gezogen 
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werden, dass eine verstärkte Aufnahme von Putrescin durch infizierte Erythrozyten 

die Effizienz der ODC-Inhibitoren reduzieren könnte. Ein spezifischer Putrescin-

transporter wurde bei Plasmodium knowlesi charakterisiert (Singh et al., 1997). 

Erhöhte Sperminkonzentrationen in P. falciparum-infizierten Erythrozyten, wie sie 

nach Einwirkung von APA, CGP 54169A und CGP 52622A auftraten, wurden 

ebenfalls für die Behandlung mit DFMO berichtet (Bitonti et al., 1987). Da dem 

Genom von P. falciparum jedoch ein SpmSyn-Gen fehlt (untersucht mittels BLAST 

search der P. falciparum-Genomdatenbank), ist es bemerkenswert, dass die 

parasitierten Erythrozyten Spermin anhäufen, während die intrazelluläre 

Putrescinkonzentration aufgrund der ODC-Inhibition abnimmt. Dieser Effekt lässt 

darauf schließen, dass die Parasiten eine Möglichkeit besitzen, dieses Polyamin zu 

synthetisieren; tatsächlich konnte kürzlich nachgewiesen werden, dass die P. 

falciparum-SpdSyn in geringem Maße auch die Bildung von Spermin aus Spermidin 

und dcAdoMet katalysiert (Haider et al., 2005). Bei Säugetierzellen, die mit ODC-

Inhibitoren behandelt wurden, blieben die Spermin-Mengen dagegen fast 

unverändert (Marton und Pegg, 1995; Seiler, 2003). 

Die Wachstumsrate von promyelozytischen Leukämiezellen HL-60 wurde durch APA 

(0,5 mM) ebenfalls blockiert. Bemerkenswerterweise kann diese Inhibition durch 

Spermidin, aber nicht durch Putrescin aufgehoben werden (Khomutov, 1985a). Die 

Behandlung von Ehrlich-Ascitestumorzellen mit APA resultierte ebenfalls in einer 

Abnahme des zellulären Gehalts von Putrescin und Spermidin, begleitet von einem 

Wachstumsstop des Zellwachstums. Die Aktivität der AdoMetDC war hier - wie auch 

schon bei anderen untersuchten Zellen - um ein vielfaches gesteigert (Persson et al., 

1989). 

Die als sogenannte „pro drugs“ konzipierten Verbindungen H2NO-Agmatin (AO-

Agmatin) und H2N-Agmatin (GAPA), isosterische Analoga von Agmatin, zeigten 

weitaus schlechtere inhibitorische Konstanten als APA und dessen Derivate. Von 

diesen „pro drugs“ erhofft man sich, dass sie aufgrund ihrer chemischen Struktur 

nach Aufnahme in die Zelle durch zelleigene Komponenten so modifiziert werden, 

dass sie ODC und/oder AdoMetDC inhibieren. Die Aufnahme von GAPA in die Zelle 

über einen Transportmechanismus und die Umwandlung zu APA, möglicherweise 

katalysiert durch eine Urease, würde zu einer Inhibierung der ODC führen. Des 

Weiteren wird postuliert, dass im Falle von bis-GAPA die strukturelle Nähe zu MGBG 

eine Inhibition der AdoMetDC bewirkt, bevor die Verbindung weiter zu AO-Agmatin 
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und APA umgewandelt wird, resultierend in einer effektiven Inhibition der ODC 

(Simonian et al., unveröffentlicht). Wie zu erwarten war, zeigten die Ki-Werte, dass 

diese Verbindungen zumindest auf das Enzym bei weitem nicht so effektiv wirken 

wie die APA-Derivate, was auf der Tatsache beruht, dass es sich um „pro drugs“ 

handelt und diese somit erst nach Modifikationen im Zellinneren ihre volle 

Wirksamkeit entfalten. 

Trotz dieses Konzepts einer intrazellulären Prozessierung in pharmakologisch 

wirksamere Verbindungen zeigen die IC50-Werte nicht den erhofften Effekt; sie liegen 

deutlich höher als jene für die Hydroxylverbindungen, weisen aber immer noch etwa 

zehnfach bessere Werte auf als DFMO. 

Übereinstimmend mit den IC50-Werten wiesen AO-Agmatin, GAPA und bis-GAPA 

auch bezüglich der Polyaminkonzentrationen P. falciparum-infizierter Erythrozyten 

nicht so starke Auswirkungen wie APA, CGP 54169A und CGP 52622A auf. Hier 

kann davon ausgegangen werden, dass dieser weniger auffällige Einfluss auf die 

Polyaminkonzentrationen das Resultat der schlechteren inhibitorischen 

Eigenschaften dieser „pro drugs“ auf Grund schlechterer Aufnahme in die Zelle oder 

einer fehlenden oder unvollständigen Umwandlung in inhibitorisch aktivere 

Endverbindungen ist. 

 

Fasst man diese Resultate, die diese jüngere Generation von ODC-Inhibitoren 

liefern, zusammen, so bleibt zu bemerken, dass besonders im Falle von APA und 

den daraus abgeleiteten Derivaten CGP 54169A und CGP 52622A Verbindungen zur 

Verfügung stehen, die bezüglich ihrer inhibitorischen Wirkung auf Enzymaktivität und 

Zellwachstum ihre Vorgänger bei weitem übertreffen. Erste Untersuchungen 

hinsichtlich der ODC von Säugetierzellen zeigen darüber hinaus eine geringere 

Beeinflussung des Enzyms, was sicherlich einen weiteren Vorteil in Bezug auf zu 

vermeidende Nebenwirkungen darstellt. Weitere Untersuchungen sind daher 

dringend notwendig, um zu erwägen, ob sich das enorme Potential dieser 

Verbindungen für die Entwicklung von Chemotherapeutika gegen P. falciparum 

nutzen lässt.  
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4.6.2 Effekt der AdoMetDC-Inhibitoren auf die Enzymaktivität, 

 Wachstumsrate und Polyaminlevel 

 

Das bicyclische Analogon des bereits etablierten AdoMetDC-Inhibitors MGBG, CGP 

40215A, ist ein potenter Inhibitor der P. falciparum AdoMetDC-Aktivität mit einem Ki-

Wert von 1,3 µM. Damit liegt die Inhibitionskonstante im gleichen Bereich wie die des 

bereits bekannten und gut charakterisierten irreversiblen AdoMetDC-Inhibitors MDL 

73811 (1,6 µM) und der Ausgangsverbindung MGBG, für die eine Inhibitions-

konstante von 0,46 µM beschrieben wurde (Rathaur und Walter, 1987). Die separat 

exprimierte AdoMetDC-Domäne wurde auch bereits hinsichtlich des CGP 40215A-

Inhibitors getestet (Wrenger et al., 2001); auch hier zeigte sich mit 0,8 µM ein 

vergleichbarer Ki-Wert. 

Im Falle der trypanosomalen AdoMetDC wurde ein IC50-Wert für CGP 40215A von 

20 µM beschrieben (Bacchi et al., 1996).; hier ist die Differenz zu dem inhibitorischen 

Effekt der nichtcyclischen Mutterverbindung MGBG (130 µM) weitaus höher als bei 

dem plasmodialen Enzym. Die sowohl antitrypanosomale als auch antileishmaniale 

Aktivität von CGP 40215A hinsichtlich des Zellwachstums im niedrigen mikromolaren 

Bereich ist schon zuvor gut untersucht worden. Brun et al. (1996) ermittelten für CGP 

40215A bei T. brucei rhodesiense einen IC50-Wert von 4,5 nM; außerdem konnten 

sie zeigen, dass dieser Inhibitor im Vergleich zu anderen antitrypanosomalen 

Verbindungen mit einem IC50-Wert von 1,1 mM deutlich weniger toxisch für eine 

humane Adenocarcinoma-Zellline ist. Darüber hinaus beschrieben sie die fehlende 

Wirkung von CGP 40215A gegen L. donovani- und T. cruzi-Amastigoten in murinen 

Makrophagen in vitro. Mukhopadhyay et al. (1996) bestimmten für L. donovani-

Promastigoten einen IC50-Wert von 18 µM. 

In P. falciparum inhibierte CGP 40215A den Wachstumsprozess mit einem IC50-Wert 

von 1,8 µM, ein weitaus geringerer IC50-Wert als der von Das et. al (1997) für die 

Mutterverbindung MGBG beschriebene (224 µM). Hier wird deutlich, dass der 

inhibitorische Effekt bezüglich der Wachstumsinhibition weitaus besser ist als der für 

MGBG; die Hemmung des Enzyms dagegen erfolgt mit ähnlichen Inhibitor-

konstanten. Infolgedessen kann vermutet werden, dass CGP 40215A neben der 

Wirkung auf die plasmodiale AdoMetDC noch andere Prozesse beeinflusst, durch die 

der antiplasmodiale Effekt verstärkt wird. 
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Die vielversprechenden Eigenschaften von CGP 40215A bestätigten sich in 

Labormodellversuchen, die in der Heilung akuter, durch T. brucei-Unterarten und T. 

congolense verursachter Infektionen (Bacchi et al., 1996) resultierten und auch 

gegen andere Trypanosomenarten einschließlich eines multidrug-resistenten T. 

brucei brucei-Stammes eine signifikante inhibitorische Aktivität aufwiesen (Brun et 

al., 1996). 

 

Die Behandlung von P. falciparum in Kultur mit 5 µM des irreversiblen AdoMetDC-

Inhibitors MDL 73811 führte zu stark erhöhten Putrescin- und verringerten 

Spermidin- und Sperminkonzentrationen in den infizierten Erythrozyten. Dieses 

Polyaminmuster nach Behandlung mit MDL 73811 steht in Übereinstimmung mit 

allen anderen bisher untersuchten Organismen: für T. brucei rhodiense (Bitonti et al., 

1990), L1210-Zellen (Byers et al., 1992), basophile Leukämiezellen aus der Ratte 

(Bianchi et al., 1996) und auch für P. falciparum (Wright et al., 1991) wurde ein 

Anstieg der Polyaminkonzentrationen und eine Abnahme der Spermidinmengen 

beschrieben. Trotz der hohen Effizienz von MDL 73811 gegen P. falciparum in Kultur 

zeigte diese Verbindung in P. berghei-infizierten Mäusen keine Wirkung (Wright et 

al., 1991). Dies lässt sich mit hoher Wahrscheinlichkeit der sehr schnellen Clearance 

des Inhibitors zuschreiben; die Halbwertszeit von MDL 73811 im Plasma von Ratten 

und Mäusen beträgt nur etwa 10 min (Byers et al., 1992). 

Der Effekt des AdoMetDC-Inhibitors wurde im Falle von P. falciparum durch die 

Zugabe von Spermidin nur in geringem Maße aufgehoben, was auf eine ineffiziente 

Aufnahme des Triamins hinweisen könnte. Diese Daten stehen in Kontrast zu jenen 

vorhergehender Untersuchungen mit MDL 73811, in denen sowohl die Zugabe von 

250 µM Spermidin als auch von 250 µM Spermin den inhibitorischen Effekt aufhoben 

(Wright et al., 1991). 

Byers et al. (1991) berichteten über den Effekt des AdoMetDC-Inhibitors MDL 73811 

auf T. brucei brucei und fanden eine starke Anhäufung der AdoMet-Mengen 

innerhalb einer Stunde nach Behandlung, während die Polyaminmengen innerhalb 

dieser Zeitspanne nicht beeinflusst waren. Im Zusammenhang mit diesen 

Ergebnissen ist diskutiert worden, dass die Lebensfähigkeit der Parasiten durch eine 

erhöhte Rate an Methylierungsreaktionen beeinträchtigt werden könnte. Im Gegen-

satz dazu resultierte die Behandlung von Säugetierzellen mit MDL 73811 für 6 h nur 

in einer 1,5- bis 2-fachen Zunahme der AdoMet-Level. Der Grund für die typischen 
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Veränderungen der Polyaminmuster nach Behandlung mit MDL 73811 beruht auf der 

Tatsache, dass MDL 73811 die AdoMetDC durch eine irreversible Aminierung der 

prosthetischen Pyruvoylgruppe des Enzyms inaktiviert (Shantz et al., 1992). Als 

Konsequenz erfolgt keine Decarboxylierung von AdoMet mehr, was wiederum zu 

herabgesetzten Spermidin- und Sperminkonzentrationen in den Zellen und Geweben 

führt, gefolgt von einer Induktion der ODC und einer Zunahme der 

Putrescinkonzentrationen. 

Im Gegensatz zu MDL 73811 beeinflusste die Inkubation der Plasmodienkulturen mit 

subletalen Dosen der AdoMetDC-Inhibitoren CGP 40215A und CGP 48664A die 

Polyaminmuster P. falciparum-infizierter Erythrozyten nicht. Dies weist auf einen 

Wirkungsmechanismus hin, der nicht auf eine Polyamin-Depletion abzielt, sondern 

einen anderen Wirkungsort anspricht. In diesem Zusammenhang ist es 

erwähnenswert, dass die Struktur von CGP 40215A jenen von Berenil (Diminazen) 

und Pentamidin gleicht. Für beide Verbindungen ist der Wirkungsmechanismus 

unbekannt; es wird jedoch vermutet, dass Nukleinsäuren und ihr Metabolismus 

beteiligt sind (Wang, 1995). 

Laughton et al. (1996) berichteten, dass viele dikationische Amidinverbindungen an 

eine zentrale AATT-Sequenz der „minor groove“ der DNA binden und eine sehr 

effektive Aktivität gegen eine Vielzahl von Erregern besitzen. Substituierte 

aromatische Diamidine wie Furamidin, Berenil und Pentamidin sind typische 

Beispiele für diese Verbindungsklasse. Genauere Analysen mittels Kristallisierungen 

zeigten die Ausbildung ausgedehnter Wasserstoffbrückenbindungen zwischen den 

Amidingruppen des Inhibitors und den -NH-Gruppen der DNA-Basen der „minor 

groove“. Eine Korrelation zwischen der DNA-Bindung erwähnter Inhibitoren und dem 

antiparasitischen Effekt ist unbestritten (Bell et al., 1990, 1991, 1993; Tidwell und 

Boykin, 2003). Auch CGP 40215A kann mit der DNA interagieren (Nguyen et al., 

2002, 2004) und zeigte in diesem Zusammenhang eine hohe Affinität für AT-reiche 

DNA-Sequenzen, aber eine sehr schwache Bindung an GC-Sequenzbereiche. 

Aufgrund dieser Erkenntnisse kann vermutet werden, dass eine solche Interaktion 

mit der DNA für den inhibitorischen Effekt von CGP 40215A verantwortlich sein 

könnte, insbesondere, wenn man den ungewöhnliche hohen A+T-Anteil des 

plasmodialen Genoms von 80% (Gardner et al., 2002) bedenkt.  

Im Gegensatz zu den geringen Auswirkungen von CGP 40215A auf die 

Polyaminkonzentrationen von P. falciparum sind bei anderen untersuchten 
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Organismen jedoch durchaus gravierende Effekte auf die Polyaminmengen 

beschrieben worden; die Behandlung von L. donovani-Promastigoten sowie von T. 

cruzi und T. congolese mit CGP 40215A resultierte in signifikanten Abnahmen der 

Spermidinkonzentrationen (Mukhopadhyay, 1996; Bacchi, 1993). Aufgrund dieser 

reduzierten Spermidin- und erhöhten Putrescinkonzentrationen in Trypanosoma-

Zellen wird die trypanosomale AdoMetDC als ein primäres Zielenzym für die 

Inhibition durch CGP 40215A angesehen (Bacchi et al., 1996). 

In amelanocytischen AMEL-3 Hamster-Melanomzellen beschrieben Garcia-

Fernandez et al. (2005) eine kompetitive Inhibition des Putrescintransports durch 

CGP 40215A mit einem Ki-Wert von 1,9 µM. Ein solches Phänomen wäre auch eine 

Erklärung für den fehlenden Einfluss auf die Polyaminkonzentrationen in P. 

falciparum; eine Anhäufung des Putrescins als Folge der AdoMetDC-Inhibition würde 

durch eine blockierte Putrescinaufnahme ausbleiben. 

Um zu untersuchen, ob der AdoMetDC-Inhibitor CGP 40215A auch die Aktivität der 

AdoMet-Synthetase beeinflusst, wurde auch die Wirkung auf dieses Enzym getestet. 

Hier war zwar ein Effekt von CGP 40215A auf die AdoMet-Konzentrationen in Form 

einer starken Abnahme zu erkennen; die inhibitorische Wirkung auf das Enzym 

zeigte sich jedoch erst in höheren Konzentrationen. Somit kann davon ausgegangen 

werden, dass ein inhibitorischer Einfluss von CGP 40215A auf die AdoMet-

Synthetase nicht der Grund für den gravierenden inhibitorischen Effekt dieses 

Inhibitors einerseits und den fehlenden Einfluss auf die Polyaminkonzentrationen 

andererseits ist.   

 

Ein weiterer hier untersuchter AdoMetDC-Inhibitor, CGP 48664A, der das Wachstum 

von Säugetierzellen sehr effektiv blockiert (Regenass et al., 1994) und bereits in 

klinischen Studien der Phasen I und II an Krebspatienten auf seine Aktivität gegen 

Tumorzellen und non-Hodgkin’s Lymphoma getestet wurde (Pless et al., 2004; 

Paridaens et al., 2000; van Zuylen et al., 2004; Seiler, 2003; Millward et al., 2005), 

hat sich gegen P. falciparum als weniger effektiv erwiesen, weder hinsichtlich der 

Inhibitorkonstanten noch bezüglich des Einflusses auf die Polyaminkonzentrationen.  

Im Gegensatz zu dem relativ geringen Effekt von CGP 48664A auf die 

Wachstumsrate und die Polyaminkonzentrationen von P. falciparum wurde in 

humanen Tumorzelllinien ein IC50-Wert von 5 nM beschrieben, begleitet von einem 

Anstieg des Putrescinpools um das zehnfache und eines Abfallens der Spermidin- 
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und Sperminkonzentrationen auf weniger als 10% der Kontrollen (Regenass et al., 

1994). Für weitere Tumorzelllinien aus Säugetieren wurden ebenfalls gravierende 

Effekte auf die Polyamine in Form von sinkenden Spermidin- und Spermin-

konzentrationen und stark erhöhten Putrescinmengen sowie IC50-Werte zwischen 0,1 

und 5 µM gezeigt (Dorhout et al., 1995; Manni et al., 1995; Thomas, 1996; Svensson 

et al., 1997). Allerdings beschrieben Dorhout et al. (1997) im Zusammenhang mit 

L1210-Zellen unveränderte Polyaminmengen nach Behandlung mit CGP 48664A; 

Zellzahl und Überlebensfähigkeit der Zellen jedoch fielen konzentrationsabhängig auf 

50% bis 70% der Kontrollen. Infolgedessen postulierten sie, dass die 

Wachstumsinhibition durch CGP 48664A nicht aus einer AdoMetDC-Inhibition 

resultiert, sondern eher aufgrund eines bisher nicht bekannten zweiten Effekts 

erfolgt. 

AMA ist ein weiterer Inhibitor der AdoMetDC. Es stellt ein AdoMet-Analogon dar, in 

dem eine Methylgruppe, verbunden mit einer Aminooxygruppe, an das 

Sauerstoffatom substituiert ist; eine Aminomethylengruppe ist hier gegen eine 

Aminooxygruppe ausgetauscht. Solch eine Substitution ist isosterisch, die Ähnlichkeit 

des Inhibitors mit dem Substrat führt dazu, dass sich die Bindungskapazität von AMA 

an einen Pyruvatrest im aktiven Zentrum des Enzyms (Capitani et al., 2003) nur in 

geringem Maße ändert, wodurch die Inhibierung spezifisch ist.  

Die AdoMetDC von P. falciparum wurde von AMA mit einem Ki-Wert von 17,7 µM 

inhibiert. Diese Inhibitorkonstante ist etwa um das dreifache niedriger als jene für die 

AdoMetDC von E. coIi mit 47 µM (Paulin, 1986). 

Der IC50-Wert für die Wachstumsinhibierung von Plasmodien (100 µM) gleicht dem 

von L1210-Leukämiezellen, der ebenfalls bei 100 µM liegt (Kramer et al., 1989). 

Trotz dieser Wachstumsinhibition der Plasmodienzellen in Kultur ließ sich kein 

Einfluss auf die Polyaminmuster erkennen. Dieses Ergebnis hinsichtlich der 

Polyaminkonzentrationen passt zu denen von CGP 40215A und CGP 48664A, steht 

jedoch im Gegensatz zu den von Kramer et al. (1989) beschriebenen sinkenden 

Spermidin- und Sperminmengen und der mehr als zehnfachen Zunahme des 

Putrescins. In diesem Zusammenhang konnte die Enzymspezifität von AMA durch 

das Aufheben der Wachstumsinhibition durch die Zugabe exogenen Spermidins 

gezeigt werden. 

Trotz der Tatsache, dass der in anderen Zellen, insbesondere in Tumorzellen sehr 

erfolgreiche AdoMetDC-Inhibitor CGP 48664A bei P. falciparum keinen bemerkens-
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werten Effekt zeigt, konnte für das zweite MGBG-Derivat CGP 40215A eine sehr 

effektive Inhibition sowohl der Enzymaktivität der plasmodialen AdoMetDC mit einem 

Ki-Wert von 1,3 µM als auch des Zellwachstums mit einem IC50-Wert von 1,8 µM 

festgestellt werden. In noch höheren Maße als bei den ODC-Inhibitoren lassen sich 

hier signifikante Unterschiede zu dem IC50-Wert in Säugetierzellen erkennen, der in 

humanen T24 Blasenkrebszellen bei 74 µM liegt (Stanek et al., 1993), so dass von 

weitaus weniger Nebenwirkungen ausgegangen werden kann als beispielsweise bei 

der Mutterverbindung MGBG. 

Bedenkt man darüber hinaus, dass auch erste Ergebnisse des Wirkungspotentials 

von CGP 40215A in vivo einen positiven Effekt zeigten und zu einer Heilung T. 

brucei- und T. congolense-Infektionen in Labormodellversuchen führten (Bacchi et 

al., 1996), so sind - ähnlich wie im Falle des ODC-Inhibitors APA - weiterführende 

Untersuchungen dringend notwendig, die weitere Erkenntnisse hinsichtlich einer 

möglichen Weiterentwicklung von CGP 40215A als Chemotherapeutikum liefern. 
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5 ZUSAMMENFASSUNG 

 

Nach wie vor ist Malaria mit jährlich 300 bis 500 Millionen infizierten Personen und 

über einer Millionen Toten die bedeutendste parasitäre Tropenkrankheit. Die sich in 

zunehmendem Maße ausbreitenden Resistenzen gegenüber den herkömmlichen 

Malariamedikamenten erschweren das Bemühen, diese Krankheit zu kontrollieren; 

infolgedessen ist es von dringender Notwendigkeit, neue potentielle Ziele im 

Stoffwechsel von P. falciparum für die Entwicklung von Chemotherapeutika zu 

identifizieren und zu analysieren. Hinsichtlich der pathophysiologischen 

Auswirkungen der Malaria tropica auf den humanen Wirt sind die erythrozytären 

Stadien der Plasmodien von entscheidender Bedeutung. Eine Infektion humaner 

Erythrozyten mit P. falciparum ändert in gravierender Weise die metabolischen 

Bedürfnisse des Parasit-Wirtszellen-Systems, da innerhalb kürzester Zeit genügend 

RNA, DNA und Protein synthetisiert werden muss, um die Entwicklung und 

Freisetzung neuer Merozoiten gewährleisten zu können.  

Wie gezeigt werden konnte, geht die hohe Proliferationsrate des erythrozytären 

Stadiums mit einem gesteigerten Bedarf an Polyaminen einher. Die Polyamine 

Putrescin, Spermidin und Spermin - aliphatische Kohlenwasserstoffe, die unter 

physiologischen Bedingungen positiv geladen sind - spielen für Proliferation und 

Differenzierung der Zellen eine elementare Rolle.  

Entsprechend konnten in P. falciparum-infizierten Erythrozyten im Laufe der 

Entwicklung der Parasiten vom Ring- über das Trophozoiten- zum Schizonten-

stadium deutlich steigende Mengen an Putrescin, Spermidin und Spermin gefunden 

werden. Die Verteilung der Polyamine in der Wirtszellen-Parasiten-Einheit wurde 

nach der Trennung von Parasit und Wirtszelle durch die Verwendung des 

porenbildenden Toxins Streptolysin O (SLO) untersucht. Hier konnte gezeigt werden, 

dass der Großteil an Polyaminen mit dem Parasiten assoziiert ist und nur ein kleiner 

Anteil dem Erythrozyten zugeordnet werden kann. 

Aufgrund des Zusammenhangs zwischen Vermehrungsprozess und Polyaminbedarf 

bietet eine Blockierung des Polyaminbiosyntheseweges eine Möglichkeit für die 

Bekämpfung parasitärer Infektionen. Dieser Ansatz birgt besonders dann 

vielversprechende Perspektiven, wenn sich der Stoffwechsel von Wirt und Parasit 

unterscheidet. In P. falciparum ist ein solcher struktureller Unterschied gegeben; 

während die Schlüsselenzyme der Polyaminsynthese, die S-Adenosylmethionin-
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Decarboxylase (AdoMetDC) und die Ornithin-Decarboxylase (ODC) bei Säugetieren 

durch zwei verschiedene Genorte repräsentiert und unabhängig voneinander 

transkribiert und translatiert werden, sind sie bei P. falciparum auf einem 

bifunktionellen PfAdoMetDC/ODC-Polypeptid angeordnet. Darüber hinaus fehlen P. 

falciparum die Enzyme des Interkonversionsweges sowie eine Spermin-Synthase.  

AdoMet, das in decarboxylierter Form für die Synthese von Spermidin und Spermin 

benötigt wird, wird durch die Reaktion von Methionin und ATP - katalysiert durch die 

S-Adenosylmethionin-Synthetase (AdoMet-Synthetase) - bereitgestellt. Darüber 

hinaus erfüllt AdoMet wichtige Funktionen bei Transmethylierungsreaktionen und ist 

am trans-Sulfurierungspathway zu Cystein, einer der drei Aminosäuren, die in die 

Synthese von Gluthathion involviert sind, beteiligt.  

Die AdoMet-Synthetase von P. falciparum wurde rekombinant exprimiert und 

charakterisiert. Die biochemischen Parameter wie molekulare Masse der 

Untereinheiten, pH-Optimum, Km-Werte, spezifische Aktivität und K+-Abhängigkeit 

gleichen weitgehend denen der anderen bisher charakterisierten AdoMet-

Synthetasen. In ihrem monomeren Status unterscheidet sie sich jedoch von den 

meist dimeren oder tetrameren AdoMet-Synthetasen anderer Organismen.  

Mit Hilfe von Mutationsstudien konnte gezeigt werden, dass die konservierten 

Aminosäurereste Asp24, Asp127, Asp238, Asp271 und Glu50 der P. falciparum-AdoMet-

Synthetase für die Bindung von Methionin, von  Mg2+ und K+ verantwortlich und für 

die katalytische Aktivität essentiell sind. Bei allen Mutanten nahm die katalytische 

Aktivität der Mutanten drastisch ab und zeigte nur noch etwa 1-3 % des Wildtyps.  

 

Für alle drei Enzyme, ODC, AdoMetDC und AdoMet-Synthetase, wurden im Rahmen 

dieser Arbeit verschiedene Inhibitoren hinsichtlich ihres Einflusses auf Enzym-

aktivität, Wachstumsrate und Polyamin- bzw. AdoMet-Konzentrationen untersucht. 

Zwei Substratanaloga von Methionin, Inhibitoren der AdoMet-Synthetase, Seleno-L-

Methionin und Cycloleucin inhibierten das Wachstum von P. falciparum mit IC50-

Werten von 65 µM bzw. 7,5 mM. Für Selenomethionin konnte darüber hinaus gezeigt 

werden, dass es die PfAdoMet-Synthetase mit einem Ki-Wert von 89 µM inhibiert.  

Der Einfluss auf die intrazellulären AdoMet- und Polyamin-Konzentrationen wurde 

nach Inkubation mit Selenomethionin ebenfalls quantifiziert. Hier zeigte sich zwar 

eine Abnahme auf etwa 50%, ein Einfluss auf die Polyaminmengen von P. falciparum 

war jedoch nicht festzustellen.  
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Die AdoMetDC-Inhibitoren CGP 40215A und die bereits zuvor bei anderen 

Organismen gut untersuchte Verbindung MDL 73811 zeigten für die rekombinante 

PfAdoMetDC Ki-Werte bei etwa 1,5 µM und blockierten das Zellwachstum mit IC50-

Werten zwischen 2 und 3 µM. Während MDL 73811 einen deutlichen Einfluss auf die 

Polyaminkonzentrationen zeigte, resultierend in stark erhöhten Putrescin- und 

verringerten Spermidin- und Sperminkonzentrationen, war ein entsprechender Effekt 

für CGP 40215A trotz guter Inhibitionskonstanten nicht festzustellen. Dies weist 

darauf hin, dass der Inhibitionsmechanismus von CGP 40215A auf einen anderen 

Zielort gerichtet ist.  

Interessanterweise inhibiert CGP 40215A auch die AdoMet-Synthetase von P. 

falciparum mit einem IC50-Wert von 39 µM; die AdoMet-Konzentrationen nach 

Behandlung mit 10 µM des AdoMetDC-Inhibitors sanken auf ca. 10% der Kontrollen.  

Die besten der getesteten ODC-Inhibitoren, APA und dessen Derivate CGP 54169A 

und CGP 52622A, zeigten bereits in äußerst niedrigen Konzentrationen sehr große 

Effekte. Die ODC wurde von diesen Verbindungen mit Ki-Werten im niedrigen 

nanomolaren Bereich (3-17 nM) inhibiert. Auch das Wachstum der Plasmodienzellen 

in Kultur stagnierte durch die Zugabe von APA und den abgeleiteten CGP-

Verbindungen mit IC50-Werten zwischen 1 und 3 µM. Im Falle dieser Klasse von 

Inhibitoren lässt sich darüber hinaus ein deutlicher Zusammenhang zwischen 

hemmendem Effekt und Auswirkungen auf die Polyaminkonzentrationen erkennen; 

die Inkubation der Plasmodienkulturen mit den Inhibitoren in Konzentrationen 

zwischen 1 µM und 5 µM resultierte in einer fast vollständigen Abnahme des 

Putrescins, einer starken Reduzierung der Spermidinkonzentrationen und einem 

Anstieg der Sperminlevel. Die Spezifität dieser Inhibitoren zeigte sich dadurch, dass 

die Zugabe exogenen Putrescins die Wachstumsblockierung aufzuheben vermag. 

Mit diesen Werten sind die inhibitorischen Effekte dieser neueren Generation von 

ODC-Inhibitoren um ein vielfaches besser als die des bisher bekanntesten und am 

besten untersuchten ODC-Inhibitors DFMO, der bereits erfolgreich in der 

Krebstherapie und bei der Behandlung der Schlafkrankheit eingesetzt worden ist. 

Deshalb sollten besonders die Leitstrukturen APA und dessen CGP-Derivate 

dringend weiter untersucht werden, um ihre Eigenschaften im Plasmodien-Tiermodell 

zu testen und zu evaluieren, ob sie sich als potentielle Kandidaten für die 

Entwicklung als Antimalaria-Chemotherapeutikum eignen. 
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