
999 

 

 

Strukturelle und biochemische Charakterisierung 
ausgewählter Proteine und Peptide des 

Interaktoms zyklischer Parasitosen 

 
 

 

 

 

DISSERTATION 

 

zur Erlangung des akademischen Grades eines Doktors der  

Naturwissenschaften (Dr. rer. nat.) 

 

Eingereicht im Fachbereich Chemie der Fakultät für Mathematik, 

Informatik und Naturwissenschaften an der Universität Hamburg 

 

 

 

 

 

 

 

vorgelegt von 

Raphael Eberle 

aus Hamburg 

2013 

 

 

 



 

999 

 

Die vorliegende Arbeit wurde im Zeitraum von Oktober 2009 bis Juni 2013 in der 

Arbeitsgruppe von Prof. Ch. Betzel im Laboratorium für Strukturbiologie von Infektion 

und Entzündung am Institut für Biochemie und Molekularbiologie des Fachbereichs 

Chemie der Universität Hamburg durchgeführt.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1. Gutachter: Prof. Dr. Ch. Betzel  

2. Gutachter: Prof. Dr. R. Bredehorst  

Tag der Disputation: 02.08.2013



Inhaltsverzeichnis 

  

 

 

Inhaltsverzeichnis	
I      Abkürzungsverzeichnis…………………………………………………………………7                      

1 EINLEITUNG ....................................................................................................... 9 

1.1 Parasiten und Parasitologie ........................................................................... 9 

1.2 Interaktom ................................................................................................... 10 

1.3 Malaria ......................................................................................................... 12 

1.3.1 Epidemiologie ....................................................................................... 12 

1.3.2 Lebenszyklus ........................................................................................ 12 

1.3.3 Plasmodium falciparum Glutathion-S-transferase – PfGST .................. 13 

1.4 Flussblindheit (Onchozerkose) .................................................................... 15 

1.4.1 Epidemiologie ....................................................................................... 15 

1.4.2 Lebenszyklus ........................................................................................ 16 

1.4.3 Immunantwort und Regulierung der Immunantwort durch Onchocerca 
volvulus exkretorische – sekretorische  Produkte (ESPs) ................................. 16 

2 ZIELSETZUNG DER DOKTORARBEIT ............................................................ 18 

3 MATERIAL UND METHODEN .......................................................................... 19 

3.1 Material ........................................................................................................ 19 

3.1.1 Geräte ................................................................................................... 19 

3.1.2 Bakterienstämme und Plasmide ........................................................... 21 

3.1.3 Puffer und Lösungen ............................................................................. 21 

3.1.4 Enzyme ................................................................................................. 24 

3.1.5 Gele für denaturierende SDS-Polyacrylamid Gelelektrophorese .......... 24 

3.2 Methoden .................................................................................................... 25 

3.2.1 Plasmid Präparation .............................................................................. 25 

3.2.2 Bestimmung der DNA Konzentration .................................................... 25 

3.2.3 Herstellung chemisch kompetenter E.coli Zellen .................................. 25 

3.2.4 Transformation ...................................................................................... 26 

3.2.5 Glycerin Stammkulturen ........................................................................ 26 

3.2.6 Heterologe Genexpression in E.coli ...................................................... 26 

3.2.7 Zellaufschluss der E.coli Zellen ............................................................. 27 

3.2.8 Affinitätschromatographie ..................................................................... 27 

3.2.9 Bestimmung der Proteinkonzentration .................................................. 29 



Inhaltsverzeichnis 

  

 

3.2.10 Bestimmung der Peptidkonzentration nach Scopes .......................... 29 

3.2.11 ÄKTA-Reinigungssystem ................................................................... 29 

3.2.12 Ionenaustauschchromatographie ...................................................... 30 

3.2.13 Größenausschlusschromatographie .................................................. 31 

3.2.14 SDS PAGE ........................................................................................ 31 

3.2.15 Coomassie Färbung der SDS Gele ................................................... 31 

3.2.16 Zirkulärer Dichroismus (CD) Spektroskopie ....................................... 31 

3.2.17 Dynamische Lichtbeugung (DLS) ...................................................... 33 

3.2.18 Kleinwinkelbeugung (Small angle X-Ray scattering (SAXS)) ............ 33 

3.2.19 Kristallisation ..................................................................................... 34 

3.2.20 Datensammlung unter Anwendung von Synchrotron Strahlung ........ 36 

3.2.21 Datenprozessierung und Modelbau ................................................... 36 

3.2.22 Molekulares Docking ......................................................................... 37 

3.2.23 DARPin Selektion (P-cube Projekt Zürich) ........................................ 37 

3.2.24 PfGST CDNB-Assay .......................................................................... 39 

3.2.25 [3H]-Hypoxanthin-Assay ..................................................................... 40 

3.2.26 Onchocerca ochengi Sekret Aufbereitung ......................................... 40 

3.2.27 Massenspektrometrie ........................................................................ 41 

3.2.28 Bakterizider LB-Agarplatten-Assay .................................................... 42 

4 ERGEBNISSE ................................................................................................... 44 

4.1 PfGST Inhibitor Kinetiken ............................................................................ 44 

4.1.1 [3H]-Hypoxanthin-Assay ........................................................................ 52 

4.2 PfGST MES Struktur ................................................................................... 54 

4.2.1 Kristallisation, Datensammlung, Strukturlösung und Verfeinerung ....... 54 

4.2.2 PfGST nicht-Substrat-Bindungsstelle .................................................... 58 

4.2.3 Molekulares Docking mit Hämin in der PfGST nicht-Substrat-
Bindungsstelle ................................................................................................... 60 

4.2.4 Charakterisierung der PfGST-MES Interaktion mit CD Spektroskopie .. 62 

4.3 PfGST Kristallisation mit Inhibitoren ............................................................ 63 

4.4 Peptide aus den exkretorischen und sekretorischen Produkten von 
Onchocerca ochengi ............................................................................................. 66 

4.4.1 Fraktionierung der Peptide .................................................................... 66 

4.4.2 Peptid-Identifikation .............................................................................. 67 

4.4.3 Antibakterielle Peptide aus den Onchocerca Ochengi ESPs ................ 72 



Inhaltsverzeichnis 

  

 

4.5 ESP-Proteine von Onchocerca volvulus ...................................................... 74 

4.6 Onchocystatin (Ov7) .................................................................................... 75 

4.6.1 Expression und Reinigung .................................................................... 75 

4.6.2 Biophysikalische und biochemische Charakterisierung von Ov7 .......... 77 

4.6.3 Struktur von Ov7 in Lösung .................................................................. 79 

4.7 Mikrofilarien Oberflächengebundenes Antigen (Ov103) .............................. 80 

4.7.1 Expression und Reinigung .................................................................... 80 

4.7.2 Biophysikalische und biochemische Charakterisierung von Ov103 ...... 82 

4.7.3 DARPin Selektion ................................................................................. 83 

4.8 Makrophagen Migration inhibierender Faktor 1 (MIF-1) .............................. 85 

4.8.1 Expression und Reinigung .................................................................... 85 

4.8.2 Biophysikalische und biochemische Charakterisierung von MIF-1 ....... 87 

4.9 Immundominantes hypodermales Antigen (RAL-2) ..................................... 89 

4.9.1 Expression und Reinigung .................................................................... 89 

4.9.2 Biophysikalische und biochemische Charakterisierung von RAL-2 ....... 90 

5 DISKUSSION .................................................................................................... 93 

5.1 Identifikation potenzieller PfGST Inhibitoren ................................................ 93 

5.2 PfGST MES Komplex-Identifikation der potenziellen L-site ? ...................... 97 

5.3 PfGST Kristallisation .................................................................................. 101 

5.4 Peptid Identifikation ................................................................................... 103 

5.5 Die ESPs parasitärer Helminthen, Identifikation von Peptiden mit 
antibakterieller Aktivität ....................................................................................... 104 

5.6 Proteine aus den ESPs von Onchocerca volvulus..................................... 106 

6 ZUSAMMENFASSUNG – SUMMARY ............................................................ 111 

6.1 Zusammenfassung .................................................................................... 111 

6.2 Summary ................................................................................................... 112 

7 REFERENZEN ................................................................................................ 113 

8 GEFAHREN – UND SICHERHEITSHINWEISE .............................................. 122 

8.1 Benutzte Chemikalien (GHS Einstufung) ................................................... 122 

8.2 Kommerzielle Protein Screenings und Kits ................................................ 125 

8.3 GHS-und Risikosymbole und Informationen über Gefahren,-Risiko,-
Sicherheits- und Vorsogehinweise ...................................................................... 126 

9 ANHANG ......................................................................................................... 132 

10 DANKSAGUNG ............................................................................................ 142 



Inhaltsverzeichnis 

  

 

11 LEBENSLAUF .............................................................................................. 144 

12 EIDESSTATTLICHE ERKLÄRUNG .............................................................. 145 



Abkürzungsverzeichnis 

 

7

 

 

 

 

I. Abkürzungsverzeichnis 

 

Å Angström 
ALT Abundant larval transcript  
Amp Ampicillin 
APS Ammoniumpersulfat 
CD zirkulärer Dichroismus 
CDNB 2,4-Dinitrochlorbenzol 
Cm Chloramphenicol 
Da Dalton 
DARPin designed ankyrin repeat proteins 
deg degree (Winkelmaß) 
DLR Deutsches Zentrum für Luft- und Raumfahrt 
DLS dynamische Lichtbeugung 
Dmax maximaler Durchmesser 
DMSO Dimethylsulfoxid 
DTT Dithiotreitol 
E.coli Escherichia coli 
EDTA Ethylendiamintetraessigsäure 
ELISA Enzyme-linked Immunosorbent Assay 
ESR Elektronenspinresonanz 
ESPs exkretorische/sekretorische Produkte 
g Erdbeschleunigung 
GAPDH Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase 
GPx Glutathionperoxidase 
GSH Glutathion 
G-site GSH Bindungsstelle der PfGST 
GST Glutathion-S-Transferase 
H-Brücken Wasserstoffbrücken 
HDM Helminthen defensiv Moleküle 
HDP Wirt defensiv Proteine 
H-site hydrophobe Bindungsstelle der PfGST 
I(0) Vorwärtsstreuung 
IC50 mittlere inhibitorische Konzentration 
IFN γ Interferon γ 
Ig Immunglobulin 
IL Interleukin 
IPTG Isopropyl-β-D-thiogalactopyranosid 
Kan Kanamycin 
kDa Kilodalton 
Ki Dissoziationskonstante 
Km Michaelis Menten Konstante 
kV Kilovolt 
LB lysogeny broth 
L-site Ligandin Bindungsstelle der PfGST 
LPS Lipopolysaccharid 
MALDI Matrix assisted laser desorption/ionisation 
MBP Maltose binding protein 
MES 2-(N-Morpholino)ethansulfonsäure 



Abkürzungsverzeichnis 

 

8

 

 

MHC Major histocompatibility complex 
MIF-1 Makrophagen migrations inhibierender Faktor 1 
min Minuten 
MS Massenspektrometrie 
MW Molekulargewicht 
Nal Nalidixinsäure 
NLT-1 Neues larvales Transkript 1 
NTA Nitrilotriessigsäure 
OD optische Dichte 
ORF open reading frame 
Ov Onchocerca volvulus 
OvSOD Onchocerca volvulus Superoxid Dismutase 
Ov33 Immundominantes Antigen 
Ov103 Mikrofilarien Oberflächengebundenes Antigen 
PAGE Polyacrylamid Gelelektrophorese 
PBS phosphatgepufferte Salzlösung 
PfGST Plasmodium falciparum Glutathion-S-Transferase 
pI Isoelektrischer Punkt 
PMSF Phenylmethylsulfonylfluorid 
RAL2 Immundominantes hypodermales Antigen 
Rg Trägheitsradius 
ROS reaktive Sauerstoffspezies 
RT Raumtemperatur 
RPC Reversed phase Chromatographie 
rpm Rounds per minute 
SAXS Small angle X-ray scattering 
SDS Natriumlaurylsulfat 
Str Streptomycin 
Sv Säulenvolumen 
TCA Trichloressigsäure 
Temed N,N,N′,N′-Tetramethylethan-1,2-diamin 
Tet Tetracyclin 
TFA Trifluoressigsäure 
Th Zellen T Helfer Zellen 
TLR Toll like Rezeptoren 
TNF-α Tumor Nekrosefaktor α 
TGF-β Transforming growth factor β 
TOF Time of flight 
ün über Nacht 
Ww Wechselwirkungen 
WHO World health organisation 
 

 

 

 

 

 



Einleitung 

99 

 

 

1 EINLEITUNG 
 

1.1 Parasiten und Parasitologie 

Unter einem Parasiten versteht man herkömmlich einen Organismus, der einem 

anderen Lebewesen, nämlich seinem Wirt für den eigenen Bedarf Energie im 

Allgemeinen als Nahrung entzieht, ohne ihn entsprechend zu entschädigen.  H.D. 

Crofton hat bereits vor mehr als 40 Jahren folgende detaillierte Definition dazu 

angegeben [1]:  

1. Der Parasit ist von seinem Wirt physiologisch abhängig. Dies kommt in seiner 

Wirts- und Organspezifität zum Ausdruck. 

2. Der Parasit entzieht seinem Wirt Energie, meistens als Nahrung. 

3. Der Parasit hat ein höheres Reproduktionspotenzial als sein Wirt. 

4. Der Parasit beeinträchtigt die Vitalität, Fertilität und damit die 

Lebenserwartung seines Wirtes. Dadurch kann er ihn auch potenziell töten. 

5. Die Parasitenlast pro Wirtsindividuum neigt in der Wirtspopulation zur 

Überdispersion, d.h. sie ist nicht normal verteilt. 

 

Zu den Parasiten, die den Menschen am häufigsten befallen zählen Helminthen- und 

Protozoenspezies [2]. Diese Krankheitserreger sind die Ursache für viele der 

häufigsten Infektionskrankheiten. Es wird angenommen, dass mehr als 1 Mrd. 

Menschen in den Entwicklungsländern Afrikas südlich der Sahara, Asiens und 

Amerikas mit einem oder mehreren Helminthen infiziert sind [3, 4]. Eine 

Infektionskrankheit, die von Parasiten verursacht wird, ist die Onchozerkose oder 

„Flussblindheit“, hierbei handelt es sich weltweit um die zweithäufigste 

Infektionsursache für Blindheit [5]. Die Erkrankung ist das Resultat einer Infektion mit 

Onchocerca volvulus, einer parasitären Filarie [6, 7]. Im Jahr 2010 waren ungefähr 

37 Mio. Menschen weltweit betroffen, 99% davon in Afrika. Insgesamt leben mehr als 

100 Mio. Menschen unter einem ständigen Infektionsrisiko [8].  

Eine bedeutende Infektionskrankheit, die durch Protozoen verursacht wird ist die 

Malaria. Diese Erkrankung betrifft eine große Zahl von Ländern in Afrika, Asien und 

Südamerika. Im Jahr 2010 lag die Infektionsrate der Malaria bei ca. 200 Mio. Fällen 

[9]. Über 3 Mrd. Menschen, also etwa 40% der Weltbevölkerung, leben mit dem 
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ständigen Risiko an Malaria zu erkranken [10]. Im Jahr 2009 sank die jährliche 

Sterberate zwar auf unter 1 Mio. Menschen, aber dennoch bleibt Malaria eine der 

häufigsten Infektionskrankheiten weltweit [9].  

Sowohl Malaria als auch Onchozerkose zählen zu den zyklisch übertragenen 

Parasitosen. Bei diesen Erkrankungen ist eine Dreiecksbeziehung zwischen Parasit, 

Zwischenwirt und Endwirt zu beobachten. Zwischen- und Endwirte sind hierbei 

unterschiedlich und stellen wechselweise das spezifische Biotop für die Parasiten 

dar. Im Fall von Malaria und Onchozerkose, können die Endwirte auch Menschen 

sein. Bei den Zwischenwirten beider Parasiten handelt es sich ausschließlich um 

Mücken, bei der Malaria um Stechmücken (Culiciden) und bei der Onchozerkose um 

Kriebelmücken (Simuliiden) [11].  

 

1.2 Interaktom 

Biologische Systeme bestehen aus einer großen Anzahl verschiedener 

Komponenten, welche wiederum untereinander in verschiedenem Maße interagieren. 

Die meisten Moleküle und Zellkompartimente wirken innerhalb eines komplexen 

Netzwerkes von Interaktionen, wobei ein einzelnes Molekül eine Vielzahl anderer 

Moleküle beeinflussen kann. Diese Netzwerke sind komplex und werden als 

„Interaktom“ bezeichnet. In einer genaueren Betrachtung versteht man unter dem 

Ausdruck Interaktom die Gesamtheit der molekularen Interaktionen zwischen 

biologischen Molekülen und Kompartimenten in Zellen und/oder zwischen 

Organismen [12]. Analysen des Interaktoms liefern Einblicke in die Organisation 

biologischer Netzwerke, helfen bei der Funktionsbestimmung vieler Moleküle und 

identifizieren Komponenten die bei humanen Krankheiten eine Rolle spielen [13]. An 

diesen Interaktionen sind Proteine, Peptide, DNA, RNA, Lipide, Kohlenhydrate 

beteiligt. Protein-Protein-Interaktionen beeinflussen die biologische Aktivität und sind 

insbesondere beim Aufbau großer Proteinkomplexe oder makromolekularer 

Maschinen, wie den Ribosomen, von essentieller Bedeutung. Weiterhin haben 

Protein-Protein-Interaktionen wichtige Funktionen bei biologischen Prozessen wie 

der Immunantwort, dem Metabolismus, der Signaltransduktion und der 

Genexpression [14, 15]. Insbesondere bei der Betrachtung des Immunsystems wird 

deutlich, dass es sich um ein sehr komplexes System handelt. Mehrere Liganden 

können eine Reihe von unterschiedlichen Rezeptoren gleichzeitig stimulieren und 
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unterschiedliche Signaltransduktionswege auslösen [16]. Diese Wege besitzen 

komplexe Rückkopplungsmechanismen, die wiederum auf der Interaktion von 

Molekülen basieren [17]. Das Umgebungsmillieu der Immunzellen kann einen 

starken Effekt auf deren Antwort auf einen Krankheitserreger haben, beispielsweise 

durch den Einfluss von Zytokinen, Hormonen oder extrinsischen Molekülen [18, 19]. 

Während parasitärer Erkrankungen stellt die Interaktion zwischen dem Immunsystem 

des Wirtsorganismus und des Parasiten ein zentrales Element dar [20]. Die Wirt-

Parasiten-Interaktionen basieren auf einem komplexen Zusammenspiel zwischen 

parasitärer Überlebensstrategie und der Immunantwort des Wirts [21]. Um die 

Funktionsweise zu verstehen, ist es von Bedeutung die makromolekularen 

Interaktionen zu erfassen und zu charakterisieren [22].  

 

Parasit WirtInteraktom
Parasitäre

Antwort auf das
Immunsystem

Wirts
Immunsystem

Proteine

Peptide

Lipide

Kohlenhydrate

DNA

RNA

Proteine

Peptide

Lipide

Kohlenhydrate

DNA

RNA

direkte 
Interaktion

indirekte 
Interaktion

Parasit WirtInteraktom
Parasitäre

Antwort auf das
Immunsystem

Wirts
Immunsystem

Proteine

Peptide

Lipide

Kohlenhydrate

DNA

RNA

Proteine

Peptide

Lipide

Kohlenhydrate

DNA

RNA

direkte 
Interaktion

indirekte 
Interaktion

 
Abbildung 1: Darstellung des Wirt-Parasiten Interaktoms bezogen auf das Immunsystem des Wirts. Das 
Interaktom stellt dabei die Gesamtheit der molekularen Interaktionen zwischen biologischen Molekülen der 
Organismen dar. Die molekularen Interaktionen können hierbei direkten oder indirekten Ursprungs sein. Das Ziel 
des Parasiten ist so lange wie möglich im Wirt zu überleben, wohingegen der Wirt versucht den Parasiten so 
schnell wie möglich loszuwerden. Diese Wirt-Parasiten Interaktion ist nicht nur auf das Immunsystem zu 
reduzieren, es gibt weitere Parameter die hier einen Einfluss haben, wie Parasitendichte, Gesundheits- und 
Ernährungsstatus des Wirts, Zwischenwirt usw. 
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1.3 Malaria 

1.3.1 Epidemiologie 

Bei der Malaria handelt es sich um eine der tödlichsten Infektionskrankheiten 

weltweit, obwohl sie vermeidbar und medikamentös behandelbar ist [23]. Viele 

Menschen mit einem hohen Infektionsrisiko leben in verarmten und entlegenen 

Gebieten von Entwicklungsländern. In diesen Gebieten ist die medikamentöse 

Versorgung und der präventive Malariaschutz nur unzureichend organisiert [24]. 

Gerade in diesen Regionen werden aber günstige und wirksame Medikamente sowie 

Impfstoffe benötigt [25]. Neun von zehn malariabedingten Todesfällen sind in der 

Region südlich der Sahara zu beobachten, wobei es sich bei 85 % der Todesfälle um 

Kinder unter fünf Jahren handelt [24]. Malaria wird durch Protozoen der Gattung 

Plasmodium verursacht und durch weibliche Mücken der Gattung Anopheles 

während einer Blutmahlzeit übertragen [26]. Es sind bisher fünf Parasiten der 

Gattung Plasmodium bekannt, die eine pathogene Wirkung auf den Menschen 

haben: Plasmodium falciparum, Plasmodium vivax, Plasmodium ovale, Plasmodium 

malariae und Plasmodium knowlesi [27]. Plasmodium falciparum ist der Erreger der 

Malaria tropica und hat mit Abstand die größte klinische Bedeutung [28]. 

 
1.3.2 Lebenszyklus  

Beim Lebenszyklus der Malariaparasiten unterscheidet man die asexuelle Phase 

(Schizogonie) im Menschen und die sexuelle Phase (Sporogonie) in der Mücke. 

Beim Blutmahl einer infizierten Anopheles-Mücke werden mehrere hundert 

Sporozoiten in den Blutkreislauf übertragen. Die Sporozoiten dringen in die 

Hepatozyten ein und wachsen dort zum Leberschizont heran. In der Leber kommt es 

zur Vermehrung durch exoerythrozytäre Schizogonie, in Folge dessen bis zu 30.000 

Merozoiten gebildet werden. Die Leberschizonten bersten und geben in Vesikeln 

verpackt die Merozoiten in die Blutbahn ab, dort befallen die Merozoiten die 

Erythrozyten. In der intraerythrozytären Entwicklungsphase unterzieht sich der 

Parasit transkriptionalen und morphologischen Veränderungen. Dabei reift er über 

Ring- und Trophozoitenstadium zum Schizonten. Nach 48 h platzen die Schizonten 

und der Erythrozyt. Daraufhin werden Merozoiten in den Blutkreislauf freigesetzt und 

der Kreislauf kann von neuem starten. Eine geringe Anzahl von Merozoiten reift zu 
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Gametozyten, wobei die männlichen Gametozyten Mikrogametozyten und die 

weiblichen Makrogametozyten genannt werden. Beim erneuten Blutmahl einer 

Anopheles-Mücke nimmt sie die Gametozyten auf und sie entwickeln sich im 

Mückendarm zu Gameten. Der Mikrogamet penetriert den Makrogameten und es 

entsteht eine Zygote, die sich zu einer Oozyste weiterentwickelt. In ihr werden bis zu 

1.000 Sporozoiten gebildet, die nach ihrer Freisetzung in die Speicheldrüse der 

Mücke wandern und dort für eine Neuinfektion zur Verfügung stehen. Die Sporogonie 

in der Anopheles-Mücke ist Außentemperatur abhängig und dauert zwischen 8 bis 16 

Tage. Wobei für diesen Entwicklungsschritt eine Mindesttemperatur von 15 °C 

erforderlich ist, unterhalb dieser Temperatur kommt kein Zyklus zustande [29, 30].  

 
1.3.3 Plasmodium falciparum Glutathion-S-transferase – PfGST  

Angesichts der intraerythrozytären Entwicklungsphase, befinden sich die Parasiten 

unter einem massiven Einfluss toxischer Stoffwechselprodukte und reaktiver 

Sauerstoffspezies (ROS). Aus diesem Grund benötigen die Plasmodien ein 

raffiniertes Schutzsystem, bei dem unter anderem GSTs wichtige Funktionen 

übernehmen [31]. Bei den zytosolischen Glutathion-S-transferasen (GST) [EC 

2.5.1.18] handelt es sich um eine Superfamilie von multifunktionalen Enzymen [32, 

33] und Phase II Entgiftungsenzymen [34, 35]. Sie sind bei der zellulären Entgiftung 

vieler endobiotischer und xenobiotischer Substanzen beteiligt [32, 33]. Auf Grundlage 

von Sequenzhomologien, Substratspezifität und der Aminosäurenvarianz im aktiven 

Zentrum wurden die zytosolischen Säugetier GSTs in 8 Klassen eingeteilt: Alpha, 

Mu, Pi, Theta, Sigma, Kappa, Omega, Zeta [36]. Eine wichtige katalytische Funktion 

der Glutathion-S-Transferasen ist die Konjugation von Glutathion an toxische 

elektrophile Substanzen [32, 33], wobei die elektrophile Gruppe des zweiten 

Substrates vom GSH Schwefelatom nukleophil attackiert wird [37]. Durch diese 

Konjugationsreaktion mit GSH sind die Moleküle wasserlöslicher als zuvor, wodurch 

sie vom Organismus leichter ausgeschieden werden können [25]. Außerdem 

besitzen GSTs eine Selen unabhängige GPx Aktivität. Diese Fähigkeit verhindert die 

Schädigung von Phospholipiden, Fettsäuren und DNA durch freie Radikale [38]. 

Ursprünglich wurden die GSTs als Ligandin bezeichnet, aufgrund der Fähigkeit 

neben ihrer enzymatischen Aktivität, große lipophile endogene oder exogene 

Moleküle wie Gallensäuren, Bilirubin, Hämin und verschiedene Medikamente zu 
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binden [31, 34, 39]. Die Ligandin Aktivität resultiert in der Inaktivierung und 

Immobilisierung dieser Moleküle [35].  

 

Abbildung 2: Wirkungsspektrum der PfGST im plasmodialen Entgiftungsprozess. Die PfGST besitzt eine GPx 
Aktivität, hierbei kommt es zur Entgiftung von H2O2 zu H2O, KAT (Katalase), GPx (Glutathion Peroxidase), GSSG 
(oxidiertes Glutathion), GR (Glutathionreduktase), G6PD (Glukose-6-Phosphat Dehydrogenase). Die klassische 
GST Aktivität ist die Konjugation von GSH auf toxische Xenobiotika. Die Ligandin Aktivität der PfGST spielt eine 
wichtige Rolle für Plasmodium falciparum, da es das parasitentoxische Hämin bindet und so eliminiert. 

 

Im Vergleich zu anderen Organismen, besitzt Plasmodium falciparum nur ein GST 

Isoenzym (PfGST) [40], das keiner der bis lang bekannten GST Klassen zugeordnet 

werden kann [41]. Das Molekulargewicht der PfGST als Monomer liegt bei 

ca. 25 kDa [42]. Die molare Masse des aktiven Proteins liegt bei ca. 50 kDa, da es 

ein Dimer bildet [43]. Intraerythrozytäre Parasitenstadien verdauen das Hämoglobin 

ihrer Wirtszelle, wodurch sich der Parasit mit Aminosäuren versorgt. Bei dem Abbau 

von Hämoglobin wird allerdings das für den Parasiten toxische Hämin gebildet [31]. 

Überschüssiges, ungebundenes Hämin kann reaktive Sauerstoff Spezies 

produzieren und somit den Parasiten schädigen [44]. Die PfGST bindet sehr effizient 

Hämin und kann so den Parasiten vor diesem für ihn giftigen Abbauproduktes des 

Häm schützen, dabei wird das Enzym unkompetitiv gehemmt (Ki=6,5 µM) [37, 45]. 
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Aufgrund ihrer vielfältigen Funktionen besitzen GSTs für ihre mannigfachen 

Substrate mehrere Bindungsstellen. Zunächst sind die GSH Bindungsstelle (G-site) 

und eine hydrophobe Bindungsstelle (H-site) zu nennen. Die G-site, aller GSTs ist 

hoch spezifisch gegenüber dem natürlichen Substrat Glutathion. An der H-site 

binden die elektrophilen Konjugationspartner des GSH. Von einer strukturellen 

Sichtweise aus gesehen, liegen die interessantesten Unterschiede der PfGST zu 

anderen GSTs in einer der Umgebung geöffneten  H-site und einem atypischen extra 

Loop [41, 42]. Die vorhandenen Strukturdaten der PfGST lassen keinen Schluss über 

die Lage und die dabei involvierten Aminosäurereste der Ligandin Bindungsstelle (L-

site)  zu. Ergebnisse früherer kinetischer Experimente legten den Schluss nahe, das 

die L-site eine andere Lokalisation im Molekül besitzt als die H-oder G-site [35].  

Substanzen, welche die Funktion der PfGST inhibieren, stellen vielversprechende 

Vorstufen für Malaria Medikamente dar [40, 46]. In diesem Zusammenhang ist die 

Untersuchung der strukturellen und biochemischen Eigenschaften dieses Enzyms 

von Bedeutung. Diese Informationen wiederum sind wichtig für die Entwicklung 

selektiver Inhibitoren, die für den Parasiten toxisch sind, aber harmlos für die 

Wirtszelle. 

 
1.4 Flussblindheit (Onchozerkose) 

1.4.1 Epidemiologie 

Infektionen sind weltweit die Hauptursache für Erblindungen. Die häufigste 

Infektionsursache für Blindheit ist eine Infektion mit dem intrazellulären Bakterium 

Chlamydia trachomatis [47]. Die zweithäufigste Infektionsursache ist die 

Flussblindheit oder Onchozerkose [4]. Neben der Erblindung bei infizierten Personen 

treten weit häufiger Hautschäden auf. Diese werden hauptsächlich durch lokale 

Entzündungsreaktionen verursacht, die wiederum durch den Tod migrierender 

Wurmlarven (Mikrofilarien) ausgelöst werden [48]. Die Onchozerkose ist vor allem in 

afrikanische Staaten zu finden. Darüber hinaus im Jemen und sechs 

lateinamerikanischen Ländern (Brasilien, Kolumbien, Ecuador, Guatemala, Mexiko 

und Venezuela) [49]. Verursacht wird die Onchozerkose durch die Filarie (Nematode) 

Onchocerca volvulus. Die Übertragung der Parasiten erfolgt während einer 

Blutmahlzeit von Kriebelmücken [50]. Die adulten Würmer können bis zu 15 Jahre in 

subkutanen Knoten des Wirtes überleben [48]. Onchozerkose wird auch 
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Flussblindheit genannt, weil die blutsaugenden Mücken, die diese Krankheit 

übertragen, an schnell fließenden Gewässern brüten und das Auftreten von 

Onchozerkose dadurch an solchen Gewässern sehr hoch ist [51]. Obwohl 

Medikamente existieren, kann eine Reinfektion nach Behandlung in endemischen 

Gebieten auftreten. Außerdem kann eine zunehmende Resistenzentwicklung gegen 

die genutzten Medikamente beobachtet werden [52].  

 

1.4.2 Lebenszyklus  

Onchocercarien besitzen wie alle parasitären Filarien einen Lebenszyklus mit 

Wirtswechsel. Dabei dient die weibliche Kriebelmücke (Simulium damnosum) als 

Zwischenwirt und als Endwirt dient für Onchocerca volvulus der Mensch. In den 

Endemiegebieten sind nahezu 100 % der Bevölkerung infiziert. Die Kriebelmücke 

nimmt beim Blutmahl Mikrofilarien auf, die sich in der Mücke zum infektiösen L3 

Larvenstadium entwickeln. Bei einem erneuten Blutmahl werden die Larven auf den 

Endwirt übertragen, die folgend ein bis zwei Jahre durch das Bindegewebe migrieren 

und gelegentlich auch  die Augen befallen können. Adulte Parasiten besitzen die 

Fähigkeit über Jahre eingekapselt in subkutanen Knoten (Onchozerkomen) zu 

überleben [50]. Die weiblichen Würmer sind in der Lage pro Tag 1000 Mikrofilarien 

zu produzieren und freizusetzen. Sie wandern durch die Lymphspalten des 

Bindegewebes und werden schließlich in den Blutkreislauf geschwemmt [7]. Die 

Mikrofilarien können ebenfalls das Auge befallen, wodurch die hauptsächliche 

Schadwirkung (Erblindung) zustande kommt [51].  

 

1.4.3 Immunantwort und Regulierung der Immunantwort durch Onchocerca 

volvulus exkretorische – sekretorische  Produkte (ESPs) 

Infektionen mit mikrobiellen Pathogenen rufen eine Th1 Immunantwort hervor [6], 

während Infektionen mit Helminthen eine starke Th2 Immunantwort auslösen. 

Bezeichnend für diesen Teil der Immunabwehr ist die Bildung der Zytokine, IL-4, IL-5, 

IL-9 und IL-13, die wiederum eine vermehrte Bildung von Ig1 und IgE bewirken. 

Dieses charakteristische Zytokinprofil wiederum aktiviert inflammatorische 

Effektorzellen, wie Eosinophile, Basophile und Mastzellen, die wiederum den 

Parasiten attackieren [53]. Parasiten benutzen diverse Strategien um der 
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Immunantwort des Wirts entgegen zu wirken [54-59]. Onchocerca volvulus moduliert 

das  Immunsystem des Wirts durch die Freisetzung löslicher Mediatoren oder über 

Oberflächenmoleküle der Kutikula. Dabei spielen besonders die exkretorischen – 

sekretorischen  Produkte (ESP) des Parasiten eine bedeutende Rolle, indem sie die 

Zellen bzw. Moleküle der Immunabwehr ligieren, degradieren oder in anderer Weise 

mit ihnen interagieren [60]. Die Zusammensetzung der ESPs variiert zwischen den 

parasitären Helminthen Spezies und deren individuellen Lebenszyklusstadien [61, 

62]. Die Helminthen ESPs sind generell reich an verschiedenen Proteinen, Peptiden, 

Glykoproteinen, Lipiden und Lipidmediatoren, die mit dem Wirtsimmunsystem 

interagieren und dieses dadurch regulieren können [63]. Besonders unter den 

Proteinen gibt es eine sehr heterologe Zusammensetzung. Die ESPs der Helminthen 

besitzen unterschiedliche Typen von Proteaseinhibitoren [64-66]. Außerdem bilden 

diese Krankheitserreger homologe Moleküle menschlicher Zytokine [65, 67-70] und 

antioxidative Proteine, sowie Entgiftungsenzyme [71-74]. Serin-, Aspartat-, Metallo- 

und Cysteinproteasen sind ebenfalls in den ESPs nachweisbar [75, 76]. Ansonsten 

sekretiert Onchocerca volvulus eine Vielzahl von Produkten deren Funktion auf das 

Immunsystem des Wirts bis lang nur unvollständig aufgeklärt ist [77-81]. 
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2 ZIELSETZUNG DER DOKTORARBEIT 

Im Rahmen dieser Doktorarbeit wurden Proteine und Peptide charakterisiert, die eine 

wichtige Funktion bei der Malaria und Onchozerkose besitzen. Beide 

Infektionskrankheiten gehören zur Klasse der zyklisch übertragenden Parasitosen. 

Bei diesen Parasitosen fungieren zwei unterschiedliche Wirte wechselweise als 

spezifisches Biotop für einen Parasiten.   

Malaria gehört zu den am sorgfältigsten und am besten charakterisierten zyklisch 

übertragenen Parasitosen, deren Erreger im Blut zirkulierende, einzellige Protozoen 

Spezies sind. Bei der Onchozerkose hingegen sind die Erreger metazoische 

Parasiten, deren Larven nicht im Blut sondern in der Gewebslymphe der Haut 

zirkulieren. Als Zwischenwirt und Überträger dienen in beiden Fällen Mücken. Der 

Malariaerreger Plasmodium falciparum besitzt eine Reihe von Enzymen und 

Proteinen, die ihn vor der humanen Immunantwort als auch vor toxischen 

Metaboliten schützen. Eines dieser Enzyme ist die PfGST, die eine zentrale 

Bedeutung bei der Eliminierung von Hämin, ROS und bestimmten Wirkstoffen 

einnimmt. Durch diese zentrale Funktion der PfGST bei der Verteidigungsstrategie 

des Parasiten, stellt dieses Enzym ein attraktives Ziel für eine strukturbasierte 

Wirkstoffentwicklung dar. Im Rahmen der Doktorarbeit sollten potenzielle und 

neuartige PfGST-Inhibitoren bezüglich ihrer Spezifität und Aktivität charakterisiert 

und sowohl kinetische als auch strukturbasierte Daten erhoben werden.  

Onchocerca volvulus, der Erreger der Onchozerkose, ist in der Lage das 

Immunsystem des Wirts durch (seine) ESPs zu modulieren. Im Rahmen dieser Arbeit 

sollten daher zur Klasse der ESPs gehörende, funktionelle Proteine und Peptide 

biochemisch und strukturell charakterisiert werden. Weiterhin sollten auch 

niedermolekulare Peptide aus Onchocerca ochengi biochemisch charakterisiert 

werden. 
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3 MATERIAL UND METHODEN 

3.1 Material 

3.1.1 Geräte 

Synchrotron 

Messplätze 

P14-PetraIII, DESY, Hamburg, Deutschland 
 

 X33 SAXS Messplatz, EMBL, HASYLAB/DESY, 
Hamburg, Deutschland 

 

 X13 Konsortiums Messplatz, HASYLAB/DESY, 
Hamburg, Deutschland 

 

  

Zentrifugen Zentrifuge 5810R (Eppendorf, Deutschland) 

Zentrifuge 5804R (Eppendorf, Deutschland) 

Zentrifuge 5415R (Eppendorf, Deutschland) 

Zentrifuge 5424 (Eppendorf, Deutschland) 

Zentrifuge Minispin® Plus (Eppendorf, Deutschland) 

Optima TL Ultrazentrifuge (Beckman Coulter, USA) 

Avanti J-26 XP (Beckman Coulter, USA) 

  

Thermomixer Thermomixer comfort (Eppendorf, Deutschland) 

  

Spektrophotometer GeneQuant 1300 (GE Healthcare, UK) 

  

Schrankinkubatoren 37°C Inkubator Kelvitron®t (ThermoScientific, USA) 

4°C Inkubator (Rubarth, Deutschland) 

20°C Inkubator (Rubarth, Deutschland) 

  

Schüttelinkubatoren IRC-1-U ( Adolf Kühner AG, Schweiz) 

Innova® 43/43R (New Brunswick Scientific, USA) 

Innova® 4330 (New Brunswick Scientific, USA) 
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Branson Sonifizierer Sonifier 250/450 (Emerson Electric Co, USA) 

  

Kristallisationsroboter Honeybee 961 (Genomic Solutions, USA) 

  

DLS Gerät SpectroSIZE 300 (Nabitec, Deutschland) 

  

Mikroskope und Photo- 

systeme 

CrystalScore (Diversified Scientific Inc., USA) 

Mikroskop SZX12 mit Kamera DP10 (Olympus, 
Japan) 

  

Waage TE3102S (Sartorius AG, Deutschland) 

  

Feinwaage LP224S-0CE (Sartorius AG, Deutschland) 

  

pH Meter sevenEASY (Mettler Toledo, USA) 

  

FPLC ÄKTA Purifier P-901 (GE Healthcare, UK) 

  

CD-Spektrometer J-815 (Jasco, UK) 

  

Photospektrometer Nanodrop 2000c (Peqlab, Deutschland) 

  

Pipettierroboter Lissy (Zinsser, Deutschland) 

  

Elektrophorese 
Stromversorgung 

EV 231 (Peqlab, Deutschland) 

  

Elisa Reader GENios microplate reader (Tecan, Schweiz) 

  

Magnetrührer VMS-A (VWR, USA) 

MR 3001 (Heidolph, Deutschland) 
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Massenspektrometer UltrafleXtreme MALDI-TOF-TOF-MS (Bruker Daltonik, 
Bremen, Deutschland)  

  

Lyophylle ALPHA 1-2 LD p l u s (Christ, Deutschland) 

  

 

3.1.2 Bakterienstämme und Plasmide 

3.1.2.1 Bakterienstämme 

E.coli BL21 (DE3) (Stratagene, USA) 

E.coli BL21 StarTM (DE3) (Life technologies, USA) 

E.coli DH5αTM (Life technologies, USA) 

E.coli XL10-Gold (Stratagene, USA) 

E.coli XL1-Blue (Stratagene, USA) 

 

3.1.2.2 Plasmide 

pJC40 (ATCC, USA) 

pJC20 (ATCC, USA) 

pET14b (Novagen, Merck Millipore, USA) 

pQE30 (Qiagen, Deutschland) 

 

3.1.3 Puffer und Lösungen 

Wenn nicht angegeben wurde der pH Wert mit HCl oder NaOH eingestellt 

 

3.1.3.1 Allgemeine Puffer und Lösungen 
PBS 1,78 g Na2HPO4; 0,27 g KH2PO4; 0,2 g KCl; 

8,01 g NaCl; pH 7,5; ad 1000 mL dH2O 

100 % TCA Stock 50 g TCA gelöst in 35 mL dH2O 

1 M DTT  Stock 154,5 mg DTT gelöst in 1 mL dH2O 
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3.1.3.2 E.coli Zellkultur 
LB Medium-/ Agar 10 g Trypton; 10 g NaCl; 5 g Hefeextrakt 

Für LB-Agar wurden 1,5 % Agar Agar addiert 

2YT Medium 16 g Trypton; 5 g NaCl; 10 g Hefeextrakt 

Autoinduktionsmedium 

ZY Medium 

MgSO4 

50x5052 

 

50xM 

 

10 g Trypton; 5 g Hefeextrakt 

2 mM MgSO4 

0,5 % Glycerin, 0,05 % Glucose,  

0,2 % α-Laktose 

50 mM Na2HPO4; 50 mM KH2PO4;  50 mM 
NH4CL; 5 mM Na2SO4 

Antibiotika 50 mg/mL Amp in 50 % EtOH; Stocklösung 

IPTG 1 M in dH2O; Stocklösung 

 

3.1.3.3 Proteinreinigung 
Proteaseinhibitor 0,1 M PMSF in Isopropanol 

Lysis-Puffer A (MIF-1, Ov103, 
OvSOD) 

50 mM Tris HCl pH 7,5; 500 mM NaCl; 10 % 
Glycerin; 10 mM Imidazol; 0,1 mM PMSF 

Lysis-Puffer B (Ov7, RAL2) 50 mM Tris HCl pH 7,5; 500 mM NaCl; 10 mM 
Imidazol; 0,1 mM PMSF 

Lysis-Puffer C (PfGST) 100 mM MES pH 6,0 ; 3 mM GSH; 0,1 mM PMSF 

Lysis-Puffer D (DARPins) 50 mM Tris HCl pH 7,5; 500 mM NaCl; 10 % 
Glycerin; 20 mM Imidazol; 0,005 % Tween 20 

His Waschpuffer Lysis-Puffer A oder B mit 20-100 mM Imidazol 

His Elutionspuffer Lysis-Puffer A oder B mit 150-800 mM Imidazol 

PfGST Waschpuffer Lysis-Puffer C 

PfGST Elutionspuffer Lysis-Puffer C mit 30 mM GSH 

DARPin Waschpuffer Lysis-Puffer D  

DARPin Elutionspuffer Lysis-Puffer D mit 250 mM Imidazol 

Puffer A Anionenaustauscher 20 mM Tris Base pH 8,0 

Puffer B Anionenaustauscher 20 mM Tris Base pH 8,0; 1 mM NaCl 

Puffer A Kationenaustauscher 20 mM K2HPO4  pH 7,0 

Puffer B Kationenaustauscher 20 mM K2HPO4  pH 7,0; 1 mM NaCl 

Puffer Superdex 75 16/60  20 mM Tris HCl pH 7,5; 150 mM NaCl 



Material und Methoden 

 

23

 

 

 

3.1.3.4 Kompetente Zellen 
Puffer  100 mM CaCl2; 10 % Glycerin, autoklaviert 

 

3.1.3.5 SDS-PAGE 
10x Laufpuffer  30,3 g Tris Base pH 8,3 (pH wurde nicht 

eingestellt); 144 g Glycin; 10 g SDS; ad 1000 mL 

1x Laufpuffer 10x Laufpuffer 1:10 verdünnt mit dH20 

2x Probenpuffer 1,25 mL 0,5 M Tris pH 6,8 

3,55 mL dH20 

2,5 mL Glycerin 

2 mL 10 % (w/v) SDS 

0,2 mL 0,5 % (w/v) Bromphenolblau 

10% APS 100 mg APS; ad 1 mL dH2O 

10% SDS 10 g SDS; ad 100 mL dH2O 

Sammelgelpuffer (100 mL) 

0,5 M Tris  

6,06 g Tris Base pH 6,8; ad 100 mL dH2O 

Trenngelpuffer (100 mL) 

1,5 M Tris  

18,17 g Tris Base pH 8,8; ad 100 mL dH2O 

Färbelösung  250 mL Isopropanol; 100 mL Essigsäure; 1 g 
Coomassie-Blau; ad 1000 mL dH2O 

Entfärbe Lösung  200 mL Essigsäure; ad 1000 mL dH2O 

 

3.1.3.6 CD Spektroskopie 
Proteinpuffer 20 mM K2HPO4 pH 7,5 (pH Wert wurde mit 

Essigsäure und NaOH eingestellt) 

 

3.1.3.7 PfGST-Assay 
Assay-Puffer 100 mM Hepes pH 6,5 und 1 mM EDTA 

GSH 1 mM Stocklösung in dH2O 

CDNB 1 mM Stocklösung in 100 % EtOH 

Komponenten 4 mM Stocklösung in 100 % DMSO 
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3.1.3.8 Ni2+-NTA Agarose Regeneration 
Regenerationspuffer 6 M GuHCl; 0,1 M Essigsäure 

SDS Puffer 2 % (w/v) SDS in dH2O 

EDTA Puffer 100 mM EDTA pH 8,0 in dH2O 

NiSO4 Puffer 100 mM NiSO4 in dH2O 

EtOH 25 %, 50 %, 75 % und 100 % 

 

3.1.3.9 GSH Agarose Regeneration 
Regenerationspuffer 6 M GuHCl 

 

3.1.4 Enzyme 

Lysozym Sigma-Aldrich, USA 

Papain AppliChem, Deutschland 

DNAse I ThermoScientific, USA 

 

3.1.5 Gele für denaturierende SDS-Polyacrylamid Gelelektrophorese 

 4 % Sammelgel  15 % Trenngel 

Sammel-/Trenngelpuffer 2,5 mL 2,5 mL 

dest. Wasser 6,1 mL 2,4 mL 

Acrylamid 1,3 mL 5,0 mL 

SDS 0,1 mL 0,1 mL 

APS 50 µl 50 µl 

TEMED 10 µl 5 µl 
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3.2 Methoden 

3.2.1 Plasmid Präparation 

3 mL LB Medium mit dem entsprechenden Antibiotikum wurden mit einer 

transformierten E .coli Kolonie von einer LB Agarplatte beimpft und ün bei 37 °C 

inkubiert. Anschließend wurde die Plasmid DNA aus den E.coli Zellen unter 

Verwendung des peqlabGOLD Plasmid Miniprep Kit I (Peqlab, Deutschland) 

entsprechend den Herstelleranweisungen isoliert. Die Plasmide wurden bei -20 °C 

gelagert.  

 

3.2.2 Bestimmung der DNA Konzentration 

Die Absorption von Nukleotiden und Nukleinsäuren kann bei 260 nm photometrisch 

bestimmt werden. Die DNA Konzentration wurde mit der folgenden Formel bestimmt. 

c [µg/µl] = OD260 x V x F 

c = Konzentration der DNA Lösung 

                     OD260 = optische Dichte bei einer Wellenlänge von 260 nm 

                                                                         V = Verdünnungsfaktor 

                                                                         F = Multiplikationsfaktor (= 50 für dsDNA) 

Die Messungen wurden an einem Nanodrop 2000c (Peqlab, Deutschland) 

durchgeführt mit jeweils 1 µl Probe und einer dreifach Bestimmung der OD260.  

 

3.2.3 Herstellung chemisch kompetenter E.coli Zellen 

3 mL LB Medium mit dem entsprechenden Antibiotikum wurden mit 50 µl eines 

Glycerinstocks des E.coli Stammes angeimpft und ün bei 37 °C inkubiert. Im 

nächsten Schritt wurden 100 mL LB Medium mit 1 mL der ün Kultur und dem 

entsprechenden Antibiotikum versetzt. Die Zellkultur wurde bei 37 °C inkubiert, bis 

die OD600 einen Wert von 0,6 bis 0,8 erreicht hatte. Die Zellen wurden 10 min auf Eis 

abgekühlt und anschließend für 10 min bei 4 °C und 3.200 x g zentrifugiert. Der 

Überstand wurde verworfen, wohingegen das Zellpellet in 10 mL einer sterilen und 

kalten 0,1 M CaCl2/10 % (v/v) Glycerin Lösung für 15 min auf Eis inkubiert wurde. 

Nach der Inkubation wurde das Gemisch für 10 min bei 4 °C und 3.200 x g 

zentrifugiert. Der Überstand wurde verworfen und das Zellpellet wurde erneut in 1 mL 
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der sterilen und kalten 0,1 M CaCl2/10 % (v/v) Glycerin Lösung resuspendiert. 50 µl 

der gelösten Zellpellets wurden in 1,5 mL Eppendorf Reaktionsgefäße aliquotiert und 

in flüssigem Stickstoff schockgefroren. Die Zellen wurden bei -80 °C gelagert. 

 

3.2.4 Transformation 

Ein 50 µl Aliquot chemisch kompetenter E.coli Zellen wurde auf Eis aufgetaut und mit 

100 ng der Plasmid DNA für 30 min auf Eis inkubiert. Danach wurde der Ansatz in 

einem Thermoblock (Eppendorf, Deutschland) 90 Sekunden einem Hitzeschock bei 

42 °C ausgesetzt. Anschließend wurde der Transformationsansatz für zwei Minuten 

auf Eis abgekühlt, mit 500 µl LB Medium versetzt und in einem  Thermoblock 

(Eppendorf, Deutschland) für 1 h bei 37 °C inkubiert. 100 µl des 

Transformationsansatzes wurden auf einer LB Agarplatte mit dem entsprechenden 

Antibiotikum ausplattiert und ün bei 37 °C inkubiert.  

 
3.2.5 Glycerin Stammkulturen 

Für die Herstellung einer Glycerin Stammkultur, wurden E.coli Zellen mit Plasmiden 

transformiert und auf LB Agarplatten mit dem korrespondierenden Antibiotikum 

ausplattiert. 3 mL LB Medium wurde mit einer Kolonie angeimpft und bei 37 °C 

inkubiert. 800 µl der ün Kultur wurden gründlich mit 1000 µl Glycerin durch 

invertieren gemischt und bei -80 °C gelagert. 

 

3.2.6 Heterologe Genexpression in E.coli 

Für die Expression der Zielproteine wurden verschiedene E.coli Stämme verwendet. 

Stamm und Expressionsparameter werden im Ergebnissteil detailliert dargestellt. Der 

grundlegende Ablauf der heterologen Genexpression wird im Folgenden 

beschrieben. Für die ün Kultur wurden 100 mL LB Medium mit 50 µg/mL Ampicillin 

versetzt und aus einem Glycerinstock oder transformierten E.coli Kolonien von einer 

LB Agarplatte angeimpft. Diese Vorkultur wurde ün bei 37 °C inkubiert. Für die 

Expressionskultur wurde 1 L LB Medium ebenfalls mit 50 µg/mL Ampicillin  versetzt 

und mit 10 mL der Vorkultur angeimpft. Die Kultur wurde bei 37 °C inkubiert, bis die 

OD600 einen Wert von 0,3 bis 1,0 (je nach Protein unterschiedlich) erreicht hatte. Die 

Expressionslösung wurde mit 1 mM IPTG induziert. Die Expressionsdauer der 



Material und Methoden 

 

27

 

 

Zielproteine variierte zwischen 3 h bis 5 h bei 37 °C oder ün bei 18 °C. Während der 

Zellernte wurden die Expressionskulturen zunächst für 25 min bei 3.200 x g und 4 °C 

zentrifugiert. Der Überstand wurde verworfen und das Zellpellet mit 30 mL Lysis-

Puffer resuspendiert. Die Lagerung der Zellsuspension erfolgte bis zum 

Zellaufschluss bei -20 °C. Zur Überprüfung der Expressionsqualität wurden 

Expressionsprofile erstellt. Wobei, 1 mL der Zellkultur kurz vor der Induktion (0 h) in 

ein Eppendorf Reaktionsgefäß pipettiert wurde. Weitere Proben der 

Expressionskultur wurden je 1 h, 2 h, 3 h usw. nach der Induktion bis zur Ernte 

entnommen. Die Proben wurden für 10 min bei 4 °C und 13.400 x g zentrifugiert. Der 

Überstand wurde verworfen und das E.coli Zellpellet in 50 µl SDS Auftragspuffer 

gelöst und für 10 min bei 96 °C erhitzt. Auf eine SDS PAGE wurden jeweils 10 µl 

Probe aufgetragen.  

 
3.2.7 Zellaufschluss der E.coli Zellen 

Zunächst wurde ein gefrorenes Zellpellet bei Raumtemperatur aufgetaut, 

anschließend wurden die Zellen in einem Becherglas mit einer Spatelspitze Lysozym 

versetzt und für 30 bis 60 min auf Eis inkubiert. Für die Ultraschallbehandlung wurde 

ein Branson Sonifizierer 250/450 (Emerson Electric Co, USA), mit den folgenden 

Einstellungen verwendet: 6 min bei Stufe 4 und 40 kHz auf Eis. Der Zellrohextrakt 

wurde dann für 45 min bei 4 °C und 13.000 x g zentrifugiert. Der Überstand enthielt 

das lösliche Protein und wurde für die Reinigung des Zielproteins mittels 

Affinitätschromatographie oder anderer chromatographischer Methoden verwendet. 

 
3.2.8 Affinitätschromatographie 

3.2.8.1 Ni-NTA Agarose 

Nach dem in Punkt 3.2.7 beschriebenen Zellaufschluss wurden die im Überstand 

befindlichen Zielproteine mit Ni-NTA Agarose (Qiagen, Deutschland) gereinigt. 

Zunächst wurde die Ni-NTA Agarose mit dem Reinigungspuffer äquilibriert. Die 

Menge der verwendeten Matrix richtete sich nach der Menge des vorhandenen 

Zielproteins und variierte zwischen 1,5 und 4 mL. Der Proteinrohextrakt wurde in der 

Säule mit der Ni-NTA Matrix vermischt und 30 min im Kaltraum bei 6 °C inkubiert. 

Danach wurde der Rohextrakt durch die Matrix durchtropfen gelassen, der Durchlauf 
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wurde aufgefangen. Die Matrix wurde mit 4 Säulenvolumen (Sv) Puffer ohne Imidazol 

gewaschen, wobei ein Sv 5 mL entsprach. Anschließend wurde ein Imidazolgradient 

eingeführt, beginnend mit 10 mM Imidazol (Waschschritt) bis hin zu 800 mM Imidazol 

(Elutionsschritt), zu je 2 Sv. Diese Fraktionen wurden gesammelt und zu einem 

späteren Zeitpunkt auf einer SDS Page bezüglich Reinheit des Zielproteins 

untersucht. Das eluierte Zielprotein wurde gegen 4 L des entsprechenden Puffers 

ohne Imidazol ün bei 4 °C dialysiert. 

 

3.2.8.2 Regeneration der Ni-NTA Agarose 

Die Regeneration der Ni-NTA Agarose wurde nach den Herstellerangaben 

durchgeführt (Qiagen; the QIAexpressionistTM) und anschließend mit 8 Sv des 

Reinigungspuffers gewaschen und äquilibriert. Gelagert wurde die Ni-NTA Matrix im 

Reinigungspuffer +20 % EtOH. 

 

3.2.8.3 Reinigung der PfGST mit GSH Sepharose 

Ein gefrorenes Zellpellet wurde bei Raumtemperatur aufgetaut und danach direkt 

sonifiziert. Der Zellrohextrakt wurde im Anschluss für 45 min bei 4 °C und 13.000 x g 

zentrifugiert. Für die Reinigung wurde Glutathion Superflow Sepharose (Generon, 

UK) verwendet. Alle Reinigungsschritte wurden bei 6 °C durchgeführt. Zunächst 

wurde die Matrix mit dem Reinigungspuffer äquilibriert, danach mit dem Überstand 

aus dem Zellaufschluss gemischt und für 30 min inkubiert. Der Durchlauf wurde 

verworfen und die Matrix wurde mit 3x3 Sv 0,1 M MES pH 6,0 gewaschen um 

unspezifisch gebundene Kontaminationen mit E.coli Proteinen zu entfernen. Die 

PfGST wurde mit 10 mL 0,1 M MES pH 6,0 und 33 mM GSH eluiert. Die 

Elutionsfraktion wurde auf einer SDS Page bezüglich Reinheit des Zielproteins 

untersucht. Die PfGST wurde anschließend gegen 2 L 0,1 M MES pH 6,0; 4 mM 

GSH bei 6 °C, ün dialysiert. 

 

3.2.8.4 Regeneration der GSH Matrix 

Die GSH Matrix wurde 30 min mit 6 M GuHCl inkubiert und danach mit 8 Sv des 

Reinigungspuffers gewaschen und äquilibriert. Die Matrix wurde im Reinigungspuffer 

+20 % EtOH gelagert. 
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3.2.9 Bestimmung der Proteinkonzentration 

Die Absorption von Proteinen kann bei 280 nm photometrisch bestimmt werden, 

aufgrund des Absorptionsmaximums der aromatischen Aminosäuren (Phenylalanin, 

Tryptophan und Tyrosin). Die Absorption der Proteinlösung wurde an einem 

Nanodrop 2000c (Peqlab, Deutschland) bestimmt. Jeweils 2 µl der Proteinlösung 

wurden für die Konzentrationsbestimmung eingesetzt. Zusammen mit dem Molaren 

Extinktionskoeffizienten (M-1cm-1) und dem Molekulargewicht des Proteins kann mit 

der nachfolgenden Formel, die auf dem Lambert-Beer´schen-Gesetz beruht, die 

Konzentration der Proteinlösung bestimmt werden. 

E = l x c x d 

                                                                                                             E = gemessene Extinktion 

                                                                                          l = molarer Extinktionskoeffizient 

                                                                                         c = Konzentration der Protein Lösung 

                                                                                         d = Küvettenschichtdicke 

 

3.2.10 Bestimmung der Peptidkonzentration nach Scopes 

Die Peptidkonzentration wurde bei 205 nm bestimmt, wobei die Absorption der 

Peptid Bindung bestimmt wurde. Die Messungen wurden am GeneQuant 1300 

Spektrophotometer (GE Healthcare, UK) durchgeführt. Die Absorption wurde von 

500 µl der Peptidlösung in einer Polystyrol Küvette (Sarstedt, Deutschland) bestimmt. 

Das Gerät wurde zuvor gegen 500 µl dH2O kalibriert [82]. Eine Standartgerade 

bekannter Konzentrationen des Peptids SAVLQSGFRK (Genescript, USA) wurde 

benutzt, um die Konzentrationen der Peptidproben zu bestimmen. 

 

3.2.11 ÄKTA-Reinigungssystem  

Für die weitere Reinigung der Proteine wurden Ionenaustausch- und 

Gelfiltrationssäulen verwendet, die an ein ÄKTA-Reinigungssystem (GE Healthcare, 

UK) angeschlossen waren. Die Reinigungsläufe wurden bei 6 °C durchgeführt. Das 

ÄKTA System wurde über die Software UNICORN 4.12 (GE Healthcare, UK) 

gestartet und gesteuert, parallel wurde bei A280 die Proteinkonzentration bestimmt. 

Die Peakfraktionen, die eine hohe A280 Absorption zeigten wurden vereinigt und mit 

einer SDS PAGE auf Reinheit analysiert.  
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Tabelle 1: Verwendete Ionenaustausch- und Gelfiltrationssäulen zur Reinigung der Zielproteine 

Säule Chromato-
graphie 

Typ 

Gruppe Bindungs-
kapazität 

(mg) 

Flussrate 
(mL/min) 

Max. 
Druck 
(MPa) 

Volumen 
(mL) 

Säulen- 
größe 
(mm) 

Hersteller 

UnoQ-6 Anionen 
Austauscher 

(-N+(CH3)3) 80 0,5 – 8,0 4,5 6 12 x 53 BIORAD 

MonoS 
HR 5/5 

Kationen 
Austauscher 

-CH2-SO3- 20-50 0,5 – 2,0 5 1 5 x 50 GE Healthcare 

Säule Chromato-
graphie 

Typ 

 Trennungs- 
kapazität 

(kDa) 

Flussrate 
(mL/min) 

Max 
Druck 
(MPa) 

Volumen 
(mL) 

Säulen- 
größe 
(cm) 

Hersteller 

Superdex 
75 16/60 

Gelfiltration  3 – 70 0,3 – 1,6 
 

0,5 120 1,6 x 60 GE Healthcare 

 

3.2.12 Ionenaustauschchromatographie  

3.2.12.1 Anionenaustauschchromatographie 

Für die Anionenaustauschchromatographie wurde eine UnoQ-6 12x53 mm, 6 mL 

Anionenaustauschsäule (BIORAD, USA) verwendet. Zunächst wurde das Protein 

gegen 2 L Laufpuffer A bei 4 °C ün dialysiert und danach bei 13.400 x g, 4 °C für 

10 min zentrifugiert. Die Säule wurde mit Puffer A äquilibriert und 2 mL einer 

konzentrierten Protein Lösung wurden in das ÄKTA System (GE Healthcare, UK) 

injiziert. Die Trennung wurde bei einer Flussrate der mobilen Phase von 1,5 mL/min 

und einen linearen Gradienten von Puffer B, 0-100 % in 50 min durchgeführt. 

Letztendlich wurden 70 Fraktionen mit jeweils 1 mL Volumen gesammelt. Die 

Reinheit des Proteins wurde mittels SDS PAGE untersucht. 

 

3.2.12.2 Kationenaustauschchromatographie 

Für die Kationenaustauschchromatographie wurde eine MonoS HR 5/5, 1 mL 

Kationenaustauschsäule (GE Healthcare, UK) verwendet. Das Protein wurde gegen 

2 L Laufpuffer A bei 4 °C ün dialysiert und anschließend bei 13.400 x g, 4 °C für 

10 min zentrifugiert. Die Säule wurde zunächst mit Puffer A äquilibriert und 2 mL 

einer konzentrierten Protein Lösung wurden in das ÄKTA System (GE Healthcare, 

UK) injiziert. Die Trennung wurde bei einer Flussrate der mobilen Phase von 

0,6 mL/min durchgeführt. Der folgende Gradient wurde dabei verwendet: 10-25 % B 

in 2,5 min, auf 60 % B in 17 min und auf 100 % B in 4 min. Letztendlich wurden 20 

Fraktion mit jeweils 1 mL Volumen gesammelt und die Reinheit des Proteins wurde 

mittels SDS PAGE untersucht. 

 



Material und Methoden 

 

31

 

 

3.2.13 Größenausschlusschromatographie 

Für die Größenausschlusschromatographie wurde eine Superdex 75 16/60, 120 mL 

Gelfiltrationssäule (GE Healthcare, UK) verwendet. Als Puffer für die Reinigungsläufe 

wurde 20 mM Tris pH 7,5 und 150 mM NaCl verwendet. Die Superdex 75 16/60 

Säule wurde zunächst mit diesem Puffer äquilibriert und je nach Proteinkonzentration 

wurden 2 mL oder 5 mL Proteinprobe auf die Säule aufgetragen, zuvor wurde das 

Protein bei 13.400 x g und 4 °C für 10 min zentrifugiert. Die Trennung wurde bei 

einer Flussrate der mobilen Phase von 0,6 mL/min durchgeführt. Es wurden 90 

Fraktionen mit jeweils 1,5 mL Volumen gesammelt, die Sauberkeit des Proteins 

wurde mittels SDS PAGE nachgeprüft.  

 

3.2.14 SDS PAGE 

Die SDS PAGE ist eine einfache, hochauflösende Methode, wobei das Prinzip auf 

der Trennung negativ geladener SDS-Proteinkomplexe nach ihrem MW in einem 

elektrischen Feld beruht [83]. Das diskontinuierliche Polyacrylamidgel besteht aus 

einem schmalen Sammelgel (4 % Acrylamid; pH 6,8) und aus dem darauf folgenden 

Trenngel (15 % Acrylamid; pH 8,8). Proteinproben wurden mit  2x SDS Probenpuffer 

versetzt und durch Erhitzen bei 96 °C für 10 min vollständig denaturiert. 20 µl der 

Proben wurden auf das SDS Gel aufgetragen. Die Gele wurden in einer Mighty Small 

II Gelkammer (Hoefer Inc, USA) eingespannt, die Gelkammern wurden mit 

10x SDS Laufpuffer gefüllt und die elektrische Spannung pro SDS PAGE betrug 

25 mA. Die Energiezufuhr wurde an einem EV 231 Stromversorger (Peqlab, 

Deutschland) gesteuert. 

 

3.2.15 Coomassie Färbung der SDS Gele 

Für die Coomassie Färbung wurde das Sammelgel entfernt und das Trenngel für 2 h 

in der Färbelösung inkubiert. Anschließend wurde das Gel für 2 h in einer 

Entfärberlösung inkubiert, bis die Proteinbanden deutlich zu erkennen waren. Die 

Gele wurden nach dem Entfärben in Wasser gelagert.  

 

3.2.16 Zirkulärer Dichroismus (CD) Spektroskopie 

Die CD-Spektroskopie ist eine Standardmethode in der Strukturbiologie um die 
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Sekundär- und Tertiärstruktur von Proteinen zu untersuchen. Die Methode beruht auf 

der unregelmäßigen Absorption von links- und rechtsgängig polarisierten Lichts 

durch die Peptidbindungen (Absorption unterhalb 240 nm), aromatischen 

Aminosäuren (Absorption 260 – 320 nm) und Disulfidbrücken (schwache 

Absorptionsbanden bei ungefähr 260 nm) [84, 85]. Die verschiedenen 

Sekundärstrukturtypen der Proteine besitzen charakteristische CD-Spektren (Abb. 5).  

 
Abbildung 3: Charakteristischer Verlauf der CD-Spektren der Sekundärstrukturen von Proteinen. In schwarz das 
α-Helix CD-Spektrum, in blau das β-Faltblatt CD-Spektrum und in rot das CD-Spektrum für random coiled 
Strukturen [84]. 
 

Im Nah-UV Bereich von 260 nm bis 320 nm können CD-Spektren der aromatischen 

Aminosäuren (Phenylalanin, Tryptophan und Tyrosin) aufgenommen werden [86]. 

 
Abbildung 4: CD-Spektren der aromatischen Aminosäuren, verwendet für einen Tertiärstruktur Fingerabdruck. 
Tryptophan (Trp) zeigt ein charakteristisches CD-Spektrum zwischen 285 – 305 nm. Tyrosin (Tyr) zeigt ein 
charakteristisches CD-Spektrum zwischen 275 – 285 nm und Phenylalanin (Phe) zeigt ein charakteristisches CD-
Spektrum zwischen 260 und 270 nm  [85].  
 

Die CD-Messungen der Zielproteine wurden mit dem J-815 CD-Spektrometer (Jasco, 

UK) durchgeführt. Das Gerät wurde gemäß den Herstellerangaben gestartet. Über 

die Software Spectra Manager (Jasco, UK) wurden die Messparameter eingestellt 

und die Auswertung der Ergebnisse durchgeführt. Zunächst wurden die 
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Proteinproben gegen 1 L 20 mM K2HPO4 dialysiert und anschließend für 10 min bei 

4 °C und 13.400 x g zentrifugiert. Die Proteinkonzentration für die 

Sekundärstrukturmessungen lag zwischen 100 µg/mL bis 500 µg/mL und für die 

Tertiärstrukturmessungen bei 4 mg/mL. Das Volumen der Proteinlösung für die 

Sekundärstrukturmessungen lag bei 200 µl und für die Tertiärstrukturmessungen bei 

1 mL. Die Messungen der jeweiligen Proteinproben wurden 15x wiederholt, um die 

Reproduzierbarkeit der Ergebnisse zu gewährleisten. Der Puffer in dem das Protein 

vorlag wurde ebenfalls gemessen, um eventuelle Störsignale vom Proteinsignal 

abzuziehen, wobei der Puffer mit 5 Wiederholungen gemessen wurde. Das Ergebnis 

wurde in molarer Elliptizität [θ]1000 [deg cm2 dmol-1] angegeben und mit dem 

Spectra Manager II (Jasco, Deutschland) konvertiert. 

 

3.2.17 Dynamische Lichtbeugung (DLS) 

DLS-Messungen wurden durchgeführt um die Dispersität der Proteinlösungen vor 

Kristallisationsversuchen und SAXS Experimenten zu überprüfen. Die Messungen 

wurden am SpectroSIZE 300 (Nabitec, Deutschland) durchgeführt. Zuvor gereinigtes 

und dialysiertes Protein wurde für 30 min bei 16.100 x g und 4 °C zentrifugiert. 

Anschließend wurde die Proteinprobe mit einem UFC40GV0S Ultrafree 

Zentrifugenfilter (0,22 µm) (Merck Millipore, USA) filtriert. Im Anschluss wurde die 

Proteinkonzentration der Probe, wie unter Kapitel 3.2.9 beschrieben bestimmt. 

Pufferbedingungen und Messparameter wurden in der Gerätesoftware spezifiziert. 

Die Experimente wurden in einer Quarzküvette durchgeführt, wobei 20 µl der 

Proteinprobe verwendet wurde. Messungen wurden über 20 Sekunden und über 

20 Wiederholungen ausgeführt.  

 

3.2.18 Kleinwinkelbeugung (Small angle X-Ray scattering (SAXS)) 

Für SAXS-Experimente wurden 4 Verdünnungen von Ov7 mit den folgenden 

Konzentrationen verwendet 2,5; 3,9; 5,5 und 7,3 mg/mL. Zur Probenvorbereitung 

wurde das Protein 1 h bei 16.100 x g und 4 °C zentrifugiert. Anschließend wurde die 

Monodispersität der Proteinlösungen mittels DLS geprüft, die monodispersen 

Lösungen wurden für SAXS-Experimente an dem Messplatz X33 (EMBL, 

HASYLAB/DESY, Hamburg, Deutschland) verwendet. Der Detektorabstand während 
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den Messungen betrug 2,7 m und die Wellenlänge lag bei 1,5 Å. Der Bereich der 

Impulsübertragung wurde durch 0,01<s<0,6 Å-1 abgedeckt (s = 4π sinθ/λ, wobei 2θ 

der Streuungswinkel war). Die Beugung des Proteinpuffers wurde von 

Proteinspektren abgezogen und die resultierenden Kurven entsprechend der 

Proteinkonzentration skaliert. Mit Hilfe der Guinier Analyse [87] wurde I(0) und der 

Trägheitsradius (Rg) bestimmt. Die Voraussetzung für diese Berechnung war, dass 

die kleinen Winkel (s<1,3/Rg) eine Intensität von I(s) = I(0) exp(-(sRg)2/3) haben. 

Das Software Paket GNOM [88] wurde verwendet um Rg, p(r) und Dmax aus den 

vollständigen Streuungsdaten zu errechnen. Für das Prozessieren der Daten wurde 

das Programm PRIMUS [89] verwendet. Die Programme DAMMIN [90] und DAMMIF 

[91] wurden für das ab initio Modelling benutzt.  

 
3.2.19 Kristallisation 

3.2.19.1 Dampfdiffusion 

Die am weitesten verbreitete Methode für die Kristallisation von Proteinen ist die 

Dampfdiffusion. Diese Kristallisationstechnik lässt sich einteilen in die Methode des 

hängenden (hanging drop) oder des sitzenden Tropfens (sitting drop) [92]. Die 

Kristallisationsmethode des hängenden Tropfens wurden in 24 Well CPL-130 Platten 

(Jena Bioscience, Deutschland) durchgeführt. Dabei wurde jedes Well mit 1 mL 

Reservoirlösung gefüllt und mit einem silikonisierten Deckglas verschlossen. Die 

Tropfen hingen von dem Deckglas über dem Reservoir und enthielten Protein- und 

Reservoirlösung im Verhältnis 1:1 oder 2:1. Bei der Kristallisationsmethode des 

sitzenden Tropfens, wurde ebenfalls ein Tropfen bestehend aus Protein und 

Reservoirlösung (1:1), sowie das Reservoir gemeinsam verschlossen. Bei dieser 

Technik sitzt der Tropfen allerdings über dem Reservoir. Für diese 

Kristallisationsmethode wurden NeXtal QIA1 µplates 96 Well Platten (Qiagen, 

Deutschland) verwendet. Das Volumen des Reservoirs betrug 600 µl und des 

Tropfens 600 nl. Für diese Methode wurde der Pipettierroboter Honeybee 961 

(Genomic solutions, UK) eingesetzt, der in kurzer Zeit ein geringes Proteinvolumen 

und eine hohe Anzahl von Kristallisationsbedingungen pipettieren kann. 
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3.2.19.1 Probenvorbereitung für Kristallisationsversuche 

Zunächst wurden die gereinigten Proteinlösungen für 1 h bei 4 °C mit 16.100 x g 

zentrifugiert. Durch einen pre-Kristallisationstest (Hampton Research, USA) wurde 

getestet, ob sich die Proteinkonzentration in der übersättigten Phase des 

Phasendiagramms befindet. Initiale Kristallisationsbedingungen der Proteine wurden 

mit den kommerziellen Kristallisationsscreenings PACT premierTM, Stura FoodprintTM 

(Molecular Dimensions, UK) und Classic, Cryos, ComPAS, JCSG+ Suite (Quiagen, 

Deutschland) gesucht. Die Kristallisationsansätze wurden mit dem Pipettierroboter 

Honeybee 961 (Genomic solutions, UK) hergestellt. Dabei wurden 300 nl der 

Proteinlösung mit 300 nl der entsprechenden Präzipitanten in die Wells einer NeXtal 

QIA1 µplates 96 Well (Qiagen, Deutschland) pipettiert. In das Reservoir wurden 55 μl 

der Präzipitantenlösung pipettiert. Danach wurden die Platten luftdicht verschlossen 

und bei 20 °C oder 4 °C gelagert. Das Kristallwachstum wurde mit dem Mikroskop 

SZX12 mit integrierter Kamera DP10 (Olympus, Japan) und dem System 

CrystalScore (Diversified Scientific Inc, USA) überwacht und dokumentiert. 

 
3.2.19.2 Optimierung der initialen Kristallisationsbedingungen 

Die initialen Kristallisationsbedingungen wurden durch Variation der 

Präzipitantenkonzentrationen um die gefundene Bedingung herum optimiert. Wobei 

die Konzentration bei Salzen in 200 mM und bei PEGs in 2 % Schritten variiert 

wurde. Mit dem Pipettierroboter Lissy (Zinsser, Deutschland) wurden Masterblocks 

für Verfeinerungsscreening erstellt, um die Kristallisationsbedingungen in einer 

hohen Zahl zu variieren und testen zu können. Die Verfeinerungsansätze wurden 

folgend vom Honeybee 961 (Genomic Solutions, USA) Pipettierroboter in NeXtal 

QIA1 µplates 96 Well (Qiagen, Deutschland) pipettiert. Wobei 300 nl der 

Proteinlösung mit 300 nl der entsprechenden Präzipitantenlösung in einem Well 

gemischt wurden. Das Reservoir wurde mit 55 μl der Präzipitanten gefüllt. Darüber 

hinaus wurden Verfeinerungsansätze in Crystalgen SuperClear™ 24 Well Platten 

(Jena Bioscience, Deutschland) angesetzt. Wobei im Kristallisationstropfen 1-4 µl 

Proteinlösung und ein äquivalentes Volumen der Präzipitantenlösung miteinander 

gemischt wurden. Die Lagertemperatur der Kristallisationsansätze wurde ebenfalls 

variiert, wobei die Platten entweder bei 4 °C oder 20 °C in Inkubationsschränken 

(Rubarth, Deutschland) oder in einem klimatisierten Labor bei 19 °C gelagert wurden. 
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3.2.20  Datensammlung unter Anwendung von Synchrotron Strahlung 

Die Diffraktionsdaten wurden bei 100 K an dem Messplatz P14-PetraIII (DESY, 

Hamburg, Deutschland) gesammelt. Unter Verwendung eines PILATUS 6M Detektor 

bei einer Wellenlänge von 1,24 Å. Ein kompletter Datensatz bis 1,7 Å Auflösung 

wurde gesammelt. Die Kristalle waren orthorhombisch und gehörten zur 

Raumgruppe P21212 mit den Zellparametern a= 86,4 b= 60,9 und c= 74,8 Å. Die 

asymmetrische Einheit enthält ein Dimer der PfGST (A, A’). Der Matthew’s 

Koeffizient resultierte zu 2,34 Å3/Da [93] und einem korrespondierenden 

Lösungsmittelanteil von 47,5 %. Zum Cryoschutz wurde 10 – 15 % (v/v) Glycerin 

addiert. Die Kristalle wurden mit Nylonloops montiert und im flüssigen Stickstoff 

Strahl schockgefroren.  

 
3.2.21 Datenprozessierung und Modelbau  

Die Diffraktionsdaten wurden indiziert, integriert und skaliert mit XDS [94]. Das 

Phasenproblem wurde durch molekularen Ersatz gelöst, wobei eine native PfGST 

Struktur (PDB: 1PA3) als Grundlage verwendet wurde. Die Struktur wurde sorgfältig 

durch ein schrittweises Vorgehen von mehreren Modellbaurunden gebaut. Wobei 

das Model nach jedem Schritt mit REFMAC [95] verfeinert wurde. Durch die 

kontinuierlichen Abnahme des R Wertes [96] wurde der Fortschritt des Modells 

überprüft. Die CCP4 Software [97] und das Programm COOT [97] wurde für 

Berechnungen beziehungsweise den Modellbau verwendet. Lösungsmittelmoleküle 

wurden am Ende des Verfeinerungsprozesses durch das Programm wARP [98] 

eingefügt, dazu wurde für eine chemisch sinnvolle Position in der Struktur eine 

Differenzdichte von 3 σ verwendet. Die Struktur wurde bis 1,7 Å Auflösung und einen 

Rwork von 18,3 (Rfree = 22,8) verfeinert. Die stereochemische Qualität des finalen 

Modells wurde durch PROCHECK [99] überprüft. Die Koordinaten der PfGST 

Struktur, sowie die experimentellen Beugungsamplituden wurden in der 

Proteindatenbank (http://www.rcsb.org) hinterlegt. Die PfGST Dimer- und 

Tetramerschnittstellen und die Protein-Liganden Interaktionen wurde durch die 

Programme PDBsum [100] und LigPlot [101] analysiert.  
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3.2.22 Molekulares Docking  

Molekulares Docking von Hämin mit der nicht-Substrat-Bindestelle der 

beschriebenen 1,7 Å PfGST Struktur wurde mit der SYBYL-X Software (Version 2.1, 

Tripos Associates, St. Louis, USA) mit der Anwendungssoftware Flexi-DockTM 

durchgeführt. Dabei wurde der Ligand manuell in der Bindungsstelle vorpositioniert. 

Die Ladungen für Hämin wurden nach Gasteiger-Huckel hinzugefügt. Docking wurde 

durchgeführt mit einer maximalen Wiederholungsanzahl von 88000, mit zufällig 

gewählten Startpositionen und Konformationen.  

 

3.2.23 DARPin Selektion (P-cube Projekt Zürich) 

DARPins (designed ankyrin repeat proteins) sind synthetisch hergestellte Proteine, 

die sich aus wiederholenden Ankyrin Sequenzmotiven zusammensetzen. Sie sind in 

der Lage mit Proteinen in einer hohen Affinität zu interagieren und besitzen dabei die 

Fähigkeit diese Proteine zu stabilisieren, sowie deren Kristallisation zu beschleunigen 

[102, 103]. Um DARPins für Ov103 selektieren zu können, wurden DNA Bibliotheken  

mit einer Vielfalt von über 1012 Varianten dieser Proteine verwendet. Von diesen 

Bibliotheken ausgehend wurde nach DARPins gescreent die im picomolaren Bereich 

an das Zielprotein binden. Zu Beginn der DARPin Selektion wurde Ov103 auf einer 

Neutravidin beschichteten 96 Well Platte immobilisiert. Zu diesem Zweck musste das 

Protein zuvor biotinyliert werden. Für die Biotinylierung wurde EZ-Link® Sulfo-NHS-

SS-Biotin (ThermoScientific, Deutschland) verwendet. Für die Selektion von stark 

bindenden DARPins wurde die ribosome display Methode eingesetzt. Dabei wurden 

insgesamt 0,5 – 1 mg Protein, in 20 µl Aliquots mit jeweils 10 µM verwendet. 

Ausgehend von DARPin Bibliotheken wurden PCR Produkte ohne Stop Codons 

hergestellt und durch in vitro Transkription die entsprechenden mRNAs der 

Fragmente hergestellt. Nach diesem Schritt folgte die in vitro Translation. Die für 

diesen Schritt benötigten Ribosomen stammten aus S30 Extrakten. Während der in 

vitro Translation entstanden Komplexe aus dem Ribosom, der mRNA und dem sich 

bildenden DARPin.  Allerdings enthielten die DARPin mRNAs kein Stop Codon, 

deshalb konnte das Protein nicht vom Ribosom freigesetzt werden. Durch die 

Bindung des Protein-Ribosom-mRNA Komplexes an das immobilisierte Ov103 

wurden potenzielle DARPins selektiert. Durch mehrere Waschschritte wurden 
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unspezifisch gebundene Komplexe von den Zielproteinen entfernt. Die Bildung des 

Komplexes mit dem Zielprotein konnte über einen Myk-Tag detektiert werden. Die 

identifizierten Binder wurden eluiert, in dem der Ribosom-mRNA-Protein Komplex 

durch Zugabe von EDTA aufgelöst wurde. Anschließend wurde die genetische 

Information der identifizierten DARPins durch eine PCR amplifiziert und in einen 

pQE30 Expressionsplasmid (Amp, His-tag) kloniert. Die selektierten DARPins 

wurden in XL1 Blue oder XL10 Gold® E.coli Zellen (Stratagene, USA) heterolog 

exprimiert. Für die Expression wurde ein Autoinduktionsmedium verwendet. Die 

Zusammensetzung des Mediums ist in Kapitel 3.1.3.2 beschrieben. Dieses Medium 

enthielt sowohl Glukose und α-Laktose, dabei nahm die Glukosekonzentration mit 

der Zeit ab, während die Bakterienzahl anstieg. Wenn die Glukose aufgebraucht war, 

verwendeten die Bakterien die α-Laktose als Kohlenstoffquelle. Wobei das lac 

Operon des Plasmids nicht mehr gehemmt wurde, dadurch kam es zu einer 

automatischen Induktion durch α-Laktose. Eine Vorkultur, bestehend aus 100 mL 

2YT Medium mit 50 µg/mL Ampicillin, wurde aus einem Glycerinstock von E.coli 

Zellen mit der genetischen Information des  jeweiligen DARPin’s angeimpft und ün 

bei 37 °C kultiviert. Die Hauptkultur wurde mit 10 mL der ün Kultur angeimpft und 18 

h, 120 rpm in einem Inkubationsschüttler bei 37 °C inkubiert. Bei der Zellernte 

wurden die Expressionskulturen für 15 min bei 3.200 x g und 4 °C zentrifugiert. Der 

Überstand wurde verworfen und die Zellpellets in 20 mL Lysis-Puffer D 

resuspendiert. Für den Zellaufschluss wurden die Zellen zunächst mit 100 mg/mL 

Lysozym und 10 mg/mL DNAse I versetzt und für 1 h im Kaltraum bei 6 °C inkubiert. 

Im Anschluss wurden die E.coli Zellen  mit einer „French press“ aufgeschlossen, 3x 

bei 1000 psi, bei 6 °C und der Zellrohextrakt wurde für 45 min bei 4°C mit 13.400 x g 

zentrifugiert. Das Zellpellet wurde verworfen und der Überstand durch einen 0,4 µm 

Spritzenfilter filtriert. Die DARPins wurden mit Ni-NTA Affinitätschromatographie 

gereinigt. Zunächst wurden 0,6 mL der Ni-NTA Matrix mit Lysis-Puffer D äquilibriert, 

danach mit dem filtrierten Proteinrohextrakt vermischt und für 1 h bei 6 °C inkubiert. 

Danach wurde der Proteinrohextrakt durch die Matrix laufen gelassen und der 

Durchlauf wurde verworfen. Um unspezifisch gebundene E.coli Proteine zu entfernen 

wurde die Ni-NTA Matrix mit 60 mL Lysis-Puffer D +20 mM Imidazol gewaschen. Das 

DARPin wurde mit 2 mL Lysis-Puffer D +250 mM Imidazol eluiert. Die Elutionsproben 

wurden mittels SDS PAGE bezüglich der Sauberkeit untersucht. Über eine 
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Größenaufschlusschromatographie wurden vorhandene Aggregate und mögliche 

E.coli Kontaminationen entfernt. Die DARPin Proteine sollten einen Komplex mit 

Ov103 bilden.  

 

3.2.24 PfGST CDNB-Assay 

Die PfGST Aktivität gegenüber GSH und CDNB wurde bei einer Wellenlänge von 

340 nm photometrisch bestimmt, auf der Basis des Extinktionskoeffizienten des 

Produkts S-(2,4-dinitrophenyl)Glutathion (ε340nm= 9,6 mM-1cm-1). Der 

Versuchsansatz (210 µl) enthielt den Assay-Puffer (100 mM HEPES, 1 mM EDTA, 

pH 6,5), 1 mM GSH gelöst in dH20; 0,5 mM CDNB gelöst in 100 % EtOH  und 

0,5 mM PfGST, die im Assay-Puffer vorlag. Die Bestandteile des Assays wurden in 

den Wells der Microlon® 200 96 Well Platte (Greiner bio-one, Österreich) vermischt 

und durch Zugabe von 0,5 mM CDNB wurde die Reaktion gestartet. Von den 

getesteten Inhibitoren wurde eine Stocklösung mit einer Konzentration von 4 mM 

hergestellt, gelöst wurden die Substanzen in 100 % DMSO. Aus dieser Lösung 

wurden Verdünnungen zu 10 µM und 100 µM hergestellt. Aus diesen Verdünnungen 

wurden die Inhibitorkonzentrationen für den Assay 20, 15; 10; 5; 1; 0,5; 0,1; 0,05; 

0,01 µM angesetzt. Als Kontrollen wurden Ansätze ohne Inhibitor, ohne Enzym und 

ohne GSH in den Wells gemessen. Die Daten wurden in drei unabhängigen 

Experimenten in Duplikaten bestimmt. Die Zunahme der Konjugationsreaktion 

zwischen GSH und CDNB S-(2,4-dinitrophenyl)Glutathion, einem 

Dinitrophenylthioether, wurde bei 340 nm mit einem Elisa Reader gemessen. Die 

IC50-Werte wurden durch eine Dreifachbestimmungen der Aktivität bei zunehmenden 

Komponentenkonzentrationen (0,01 – 20 µM) bestimmt, wobei die  Konzentration 

des Enzyms, CDNB und GSH konstant gehalten wurden. Die Km-Werte und IC50-

Werte der gegenüber der PfGST getesteten Komponenten wurden mit der Software 

Prism 5  (GraphPad, USA) bestimmt. Der Ki-Wert wurde auf Grundlage des 

bestimmten IC50-Wertes berechnet.  

Zur Bestimmung von Lineweaver-Burk Kinetiken der Komponenten wurden CDNB-

Assays mit zwei unterschiedlichen Inhibitorkonzentrationen (1 und 10 µM) und eine 

Kontrolle ohne Inhibitor angesetzt. Dabei wurden die GSH Konzentrationen variiert 

(3; 2; 1;  0,8; 0,6; 0,4; 0,2; 0,1; 0,08; 0,06; 0,04; 0,02 mM). Die Daten wurden in drei 
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unabhängigen Experimenten in Duplikaten bestimmt. Die Ergebnisse wurden in der 

Lineweaver-Burk Auftragung dargestellt. Die im Rahmen dieser Arbeit getesteten 

Komponenten wurden am Karlsruher Institut für Technologie (KIT), Institut für 

Organische Chemie, Arbeitskreis von Prof. Stefan Bräse synthetisiert. 

 

3.2.25 [3H]-Hypoxanthin-Assay 

Die getesteten Xanthonderivate mit den stärksten IC50- und Ki-Werten aus Kapitel 

3.2.24 wurden in der Arbeitsgruppe von Dr. Ingrid Müller am BNI, Hamburg auf ihre 

Effektivität gegenüber Plasmodium falciparum untersucht. Wobei die Versuche am 

3D7 P. falciparum Stamm in einer durchgängigen Kultur nach Trager und Jensen 

modifiziert durch Das Gupta et al. [104] durchgeführt wurde. Die Parasiten wurden in 

humanen Erythrozyten (O+) aufgezogen, RPMI 1640 Medium mit 25 mM HEPES, 

20 mM NaHCO3 und 0,5 % AlbuMAX II (Invitrogen, Deutschland) mit einem 

Hämatokrit Wert von 4 %. Die Zellen wurden in 90 mm Petrischalen (Nunc, 

Dänemark) kultiviert und bei 37 °C in 90 % N2, 5 % O2 und 5 % CO2 kultiviert. Der 

inhibitorische Effekt der Komponenten auf das Erythrozytenstadium von Plasmodium 

falciparum wurde durch den [3H]-Hypoxanthin-Assay [104] bestimmt. Die IC50-Werte 

der getesteten Komponenten wurden mit der Software Prism 5  (GraphPad, USA) 

bestimmt. Um die antiplasmodiale Effektivität dieser Komponenten abschätzen zu 

können wurde die folgende Einteilung nach Batista et al. Verwendet: IC50 < 1 µM, 

exzellente Aktivität; IC50 von 1 – 20 µM, gute Aktivität; IC50 von 20 – 100 µM, 

moderate Aktivität; IC50 von 100 – 200 µM, geringe Aktivität; IC50 > 200 µM, inaktiv 

[105]. 

 

3.2.26 Onchocerca ochengi Sekret Aufbereitung 

Verschiedene Entwicklungsstadien des Rinderparasiten Onchocerca ochengi wurden 

aus Hautknoten entfernt und gesammelt. Die Parasiten wurden in Minimalmedium 

(MEM Sigma, No. M0268), ergänzt mit 10 mM Hepes, 200 U/mL Penicillin, 

200 µg/mL Streptomycin, 50 µg/mL Gentamycin (pH 7,0 - 7,2) stabilisiert. Die 

weiblichen Würmer wurden einzeln gesammelt, während 5-10 männliche Würmer 

zusammen gehalten wurden. Die Parasiten wurden in dem Minimalmedium für 96 h 

bei 37 °C kultiviert. Täglich wurde der Überstand von den Parasiten durch 
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Zentrifugation getrennt und das Minimalmedium wurde gewechselt. Proteine, die sich 

im Überstand befanden wurden mit TCA (10 %) gefällt und durch Zentrifugation 

entfernt. Peptide, Lipide und Kohlenhydrate verblieben im Überstand. Moleküle mit 

einem MW > 10 kDa wurden durch Filtration mit einem Amicon 10.000 Da cut-off 

(Merck Millipore, USA) entfernt. Im Rahmen dieser Arbeit wurde das aufbereitete 

Sekret weiblicher Onchocerca ochengi Würmern untersucht, das von Prof. Norbert 

Brattig vom BNI Hamburg zur Verfügung gestellt wurde. Die Peptidfraktion wurde 

von Lipiden, Kohlenhydraten und Salzen/Pufferkomponenten getrennt, in dem eine 

Oasis HLB Plus Kartusche (Waters, USA) verwendet wurde. Stark hydrophile und 

stark hydrophobe Moleküle binden nicht an diese reversed phase Kartusche. Die 

Matrix wurde mit 2 mL Methanol gespült und mit 3 mL 0,2 % Methansäure 

äquilibriert. Die Probe muss zuvor mit 0,2 % Methansäure versetzt werden. 5 mL der 

Probe wurden auf die Kartusche geladen und danach wurde die Matrix mit 5 mL 

0,2 % Methansäure gewaschen. Der Durchlauf und der Waschschritt wurden 

gesammelt und bei -20 °C gelagert, um sie später hinsichtlich der vorhandenen 

niedermolekularen Komponenten untersuchen zu können. Die gebundenen Peptide 

wurden mit 1 mL 30 % Acetonitril 0,2 % Methansäure und 1 mL 60 % Acetonitril, 

0,2 % Methansäure eluiert. Die entsalzten Elutionsfraktionen wurden weiter durch 

reversed phase Chromatographie getrennt. Für die Trennung wurde eine chromolith® 

RP-18e 100 x 4,6 mm Säule (Merck Millipore, USA) verwendet. Puffer A 

(Probenauftrag und Waschpuffer) bestand aus 0,2 % Methansäure. Puffer B 

(Elutionspuffer) bestand aus 0,2 % Methansäure und 60 % Acetonitril. Die Trennung 

wurde bei einer Flussrate der mobilen Phase von 1 mL/min durchgeführt. Der 

folgende Gradient wurde dabei verwendet, 0 – 3 % B in 5 min auf 35 % B in 30 min, 

auf 35 % B in 30 min und auf 60 % B in 4 min. Letztendlich wurden 45 Fraktion mit 

jeweils 1 mL Volumen gesammelt, lyophilisiert und bei -80 °C bis zur 

massenspektrometrischen Analyse gelagert.  

 
3.2.27 Massenspektrometrie 

Zu der Identifizierung von Peptiden aus den Onchocerca Ochengi ESPs wurden 

MALDI-TOF und TOF/-TOF Analysen an einem UltrafleXtreme (Bruker Daltonik, 

Deutschland) Massenspektrometer durchgeführt. Die Peptide wurden wie in Punkt 

3.2.21 beschrieben vorbereitet. Die lyophilisierten Proben wurden  in 30 % Acetonitril 
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und 0,1 % TFA in H2O gelöst. 0,75 µl dieser Lösung wurden auf eine MTP 

AnchorChip 384 MALDI target Platte (Bruker Daltonik, Deutschland) pipettiert und 

eingetrocknet. Anschließend wurde 0,75 µl MALDI Matrix (0,7 mg mL-1 Cyano-4-

Hydroxyzimtsäure) (Bruker Daltonik, Deutschland), in 85 % Acetonitril gelöst und 

1 mM NH4H2PO4 und 0,1 % TFA in H2O auf die getrockneten Probenpunkte 

pipettiert. Die Daten wurden mit der Software flexControl 3.3 (Bruker Daltonik, 

Deutschland) im positiven Ionenmodus erfasst. Die folgenden Messparameter 

wurden verwendet: Ionenquelle 1: 25 kV, Ionenquelle 2: 23,6 kV, Objektiv: 7,5 kV. 

Die MS Daten wurden automatisch mit dem Programm autoXecute unter den 

folgenden Parametern gesammelt: Laser Power: 47 %; Laserschüsse: 1000. Die MS 

Daten wurden in flexAnalysis 3.3 (Bruker Daltonik, Deutschland) analysiert. Für die 

weitere Daten Auswertung wurde BioTools 3.2 (Bruker Daltonik, Deutschland) und 

Mascot inhouse search verwendet. Die Mascot Version 2.1.03 wurde benutzt um in 

der Teilmenge other Metazoa der NCBI Datenbank nach Übereinstimmungen mit den 

identifizierten Peptiden zu suchen. Dabei wurde die Ionenmassentoleranz des 

Vorläuferproteins auf 0,1 % gesetzt und die Ionenmassentoleranz des 

Proteinfragments auf 0,5 Da. Darüber hinaus, wurden die identifizierten 

Peptidsequenzen mit dem prognostizierten Proteom des Onchocerca ochengi 

Genom Projektes, bezüglich vorhandener Übereinstimmungen verglichen 

(http://www.nematodes.org/genomes/onchocerca_ochengi/). Überdies wurden die 

identifizierten Peptidsequenzen mit der Suchfunktion NCBI BLAST dahingehend 

überprüft, dass es sich um keine menschlichen oder bovinen Proteinkontaminationen 

handelt. Außerdem wurde die theoretische Nettoladung und die Hydrophobizität der 

identifizierten Peptide mit dem Programm PepDraw 

(http://www.tulane.edu/~biochem/WW/PepDraw/index.html) bestimmt.  

 

3.2.28 Bakterizider LB-Agarplatten-Assay 

Zur Identifikation von Peptiden mit einer antibakteriellen Aktivität aus den 

Onchocerca ochengi ESPs wurde ein bakterizider LB-Agarplatten-Assay 

durchgeführt. Bei diesem Experiment wurden BL21 StarTM (De3) (Invitrogen) E.coli 

Zellen als Modellorganismus verwendet. Die Zellen wurden in LB Medium kultiviert, 

bis eine OD600 von 0,4 erreicht wurde. 200 µl der Kultur wurde auf LB Agarplatten 

ohne Antibiotikum ausplattiert. Anschließend wurden 30 µl der Peptide in Löcher mit 
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60 mm Durchmesser in der LB Agarplatte pipettiert und für 12 h bei 37 °C inkubiert. 

Das entsalzte Peptidgemisch und die 45 RPC Fraktionen wurden bezüglich ihrer 

antibakteriellen Aktivität getestet. Die antibakterielle Wirksamkeit der Peptide wurde 

auf Basis der Durchmesser der Inhibitionszonen von 5, 10 und 20 µg/mL Ampicillin 

bestimmt. Dabei wurde eine Standardprozedur verwendet um das antibakterielle 

Potenzial der Peptide zu bestimmen [106].
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4 ERGEBNISSE 

4.1 PfGST Inhibitor Kinetiken 

Im Rahmen der Doktorarbeit wurden insgesamt 59 unterschiedliche Komponenten 

auf ihre inhibitorische Aktivität gegenüber der PfGST getestet, dies mit dem Ziel 

Leitstrukturen für eine Wirkstoffentwicklung zu identifizieren. Diese 59 Komponenten 

sind im Anhang in Tabelle 1 mit IUPAC Nomenklatur und Strukturformel aufgelistet. 

Die PfGST wurde wie in Kapitel 3.2.8.3 beschrieben exprimiert und gereinigt. Für die 

Aktivitätsassays wurde das Protein gegen 3 L des PfGST Assay-Puffers ün bei 6 °C 

dialysiert und im Anschluss für 30 min bei 4 °C und 13.000 x g zentrifugiert. Die 

PfGST Aktivität und der inhibierende Effekt der getesteten Komponenten wurden mit 

dem aus Kapitel 3.2.24 beschriebenen CDNB-Assay bestimmt. Zu Beginn wurden 33 

Substanzen bezüglich ihrer inhibierenden Wirkung auf die PfGST getestet, wobei die 

Komponentenkonzentration 5 µM betrug. Das Ziel dieser ersten Experimente war es, 

die Komponenten mit dem stärksten inhibitorischen Effekt auf die PfGST zu 

identifizieren. Letztlich konnten sechs Komponenten identifiziert werden, die eine 

Inhibition der PfGST Aktivität von über 50 % zeigten (Abb. 5). 

 

Abbildung 5: Balkendiagramm der 33 getesteten Komponenten gegenüber der Aktivität der PfGST mit dem 
CDNB-Assay. Sechs Komponenten, die zu einer Inhibition der PfGST Aktivität über 50 % führten, konnten 
identifiziert werden. Komponente 7 inhibiert die PfGST Aktivität zu 65  %; Komponente 17 zu 81 %; 18 zu 73 %; 
24 zu 86 %; 20 zu 75 %; 22 zu 73 %. Die 6 Komponenten 1, 4, 13, 26, 28 und 33 inhibierten die Aktivität der 
PfGST zu annähernd 50 %.   

 

Die Komponenten 7, 17, 18, 19, 20 und 22 wurden wegen ihrer offenkundig starken 

inhibitorischen Effekte auf die PfGST weitergehend kinetisch charakterisiert. Dabei 

wurden der Ki- und IC50-Wert dieser Substanzen gegenüber der PfGST mit dem 

CDNB-Assay in drei unabhängigen Experimenten in Duplikaten bestimmt. Zur 
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Bestimmung der IC50-Werte wurde der Logarithmus der Inhibitorkonzentration gegen 

die gemessene Inhibition (%) aufgetragen. Mit der Software Prism5 (Graphpad, USA) 

wurde am Wendepunkt der sigmoidalen Kurven der IC50-Wert bestimmt. Basierend 

auf diesen IC50-Werten wurden die Ki-Werte der jeweiligen Komponenten berechnet. 

Auf der Grundlage dieser Experimente konnte 1,3-bis[3,5-

bis(trifluoromethyl)phenyl]Thioharnstoff und 7-Bromo-2,3,4,4a-tetrahydro-1H-

Xanthen-1-on als die Substanzen mit dem stärksten inhibitorischen Effekt identifiziert 

werden. Die Xanthon- und Thioharnstoffgrundstruktur mit der Kohlenstoffnomenklatur 

sind in Abbildung 1 des Anhangs dargestellt. Die kinetischen Daten der PfGST 

gegenüber den Komponenten 7, 17, 18, 19, 20 und 22 sind in Tabelle 2 

zusammengefasst. 

 

Tabelle 2: Kinetische Daten der sechs getesteten Komponenten 7, 17, 18, 19, 20 und 22 gegenüber der PfGST 
Aktivität 
Nr. Grund- 

verbindung IUPAC Strukturformel 
KM 
[µM] 

IC50  

[µM] 
Ki  

[µM] 
 
7 

 
Chromen 

2,2-dimethyl-2H-
chromen-3-
Carbaldehyd 

 

290 ±94 12,5  ±3,6 3,61 ±0,47 

 
18 

 
Benzaldehyd 

1-(2,6-dihydroxy-4-
methylphenyl)Ethan
-1-on 

 

461 ±145 8,5 ±0,9 2,69 ±0,42 

 
19 

 
Xanthon 

7-Bromo-2,3,4,4a-
tetrahydro-1H-
Xanthen-1-on 

 

370 ±60 0,68 ±0,24 0,28 ±0,04 

 
20 

 
Xanthon 

7-Bromo-9-hydroxy-
2,3,4,9-tetrahydro-
1H-Xanthen-1-on 

 

469 ±116 1,96 ±0,89 0,63 ±0,18 

 
22 

 
Xanthon 

8-Chloro-7-
hydroxy2,3,4-
trihydro-1H-
Xanthen-1-on  

489 ±234 5,83 ±0,57 1,91 ±0,51 

 
17 

 
Thioharnstoff 

1,3-bis[3,5-bis 
(trifluoromethyl)phe
nyl]Thioharnstoff 

 

413  ±44 0,55 ±0,15 0,21 ±0,05 

 

Zusätzlich zeigten die Ergebnisse dieser Experimente den Einfluss der 

Substituentenart und der  Lokalisation der Substituenten im Inhibitormolekül auf die 
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inhibitorischen Eigenschaften der Komponenten. Dabei zeigte der Vergleich von 7-

Bromo-2,3,4,4a-tetrahydro-1H-Xanthen-1-on mit 7-Bromo-9-hydroxy-2,3,4,9-

tetrahydro-1H-Xanthen-1-on, dass eine Substitution einer zusätzlichen 

Hydroxylgruppe an Position 9 des Xanthons und die Verschiebung einer 

Doppelbindung im Molekül zu einem erhöhten IC50- und Ki-Wert führte. Bei der 

Komponente 8-Chloro-7-hydroxy2,3,4-trihydro-1H-Xanthen-1-on wurde das 

Bromatom an Position sieben durch eine Hydroxylgruppe ersetzt und weiterhin an 

Position acht mit einem Chloratom substituiert. Außerdem wurde die Ketongruppe an 

Position eins durch eine Hydroxylgruppe ersetzt. Diese Modifikationen führten zu 

IC50- und Ki-Werten die im Vergleich zu 7-Bromo-2,3,4,4a-tetrahydro-1H-Xanthen-1-

on um den Faktor acht erhöht waren. Letztendlich konnte durch diese Versuche 

gezeigt werden, dass die Substitution eines Bromatoms an Kohlenstoffatom sieben 

und die Ketongruppe an Position eins des Xanthonmoleküls zu einer Verbesserung 

der IC50- und Ki-Werte gegenüber der PfGST führten. Um den Mechanismus der 

PfGST Hemmung durch die Komponenten 17, 19 und 20 zu charakterisieren wurden 

die Ergebnisse über eine Lineweaver-Burk Auftragung analysiert (Abb. 6). 

 
Abbildung 6: Lineweaver-Burk Auftragung für die Komponenten 1,3-bis[3,5-bis(trifluoromethyl)phenyl] 
Thioharnstoff (17), 7-Bromo-2,3,4,4a-tetrahydro-1H-Xanthen-1-on (19) und 7-Bromo-9-hydroxy-2,3,4,9-
tetrahydro-1H-Xanthen-1-on (20) zur weitergehenden Analyse des Inhibitionsmechanismus der Komponenten 
gegenüber der PfGST. In den Diagrammen sind zusätzlich die Strukturformeln der Komponenten dargestellt. 
Jeweils eine Kontrolle und zwei Ansätze mit einer Inhibitorkonzentration von 1 und 10 µM wurden aufgetragen. A: 
Lineweaver-Burk Auftragung für Komponente 17, der Schnittpunkt der drei Geraden zeigt eine kompetitive 
Inhibition der PfGST. B: Lineweaver-Burk Auftragung für Komponente 19, der Schnittpunkt der drei Geraden zeigt 
eine kompetitive Inhibition der PfGST. C: Lineweaver-Burk Auftragung für Substanz 20, der Schnittpunkt der drei 
Geraden zeigt ebenfalls eine kompetitive Inhibition der PfGST. 
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Die Lineweaver-Burk Auftragungen der Substanzen 17, 19 und 20 wiesen darauf hin, 

dass diese Komponenten die PfGST kompetitiv inhibieren. Basierend auf den zuvor 

beschriebenen Ergebnissen und der daraus folgenden Erkenntnis, dass Xanthone 

und Thioharnstoffe einen starken inhibitorischen Effekt auf die PfGST zeigten, 

wurden weitere Komponenten am KIT, Karlsruhe in der Arbeitsgruppe von Prof. 

Bräse synthetisiert. Diese 26 Komponenten gehörten zur Gruppe der Xanthone (11), 

Chromen (1), Thioharnstoffe (10) oder Harnstoffe (4).  Dabei wurden die getesteten 

Xanthone an Molekülposition sechs, sieben und acht mit unterschiedlichen 

Halogenen, Trifluoromethyl-, Hydroxyl- oder Methylgruppen substituiert. Die 

Thioharnstoff- und Harnstoffderivate wurden mit Trifluoromethyl-, Methylgruppen 

oder Fluoridatome an Position drei bis sechs der Moleküle substituiert. Die 

inhibitorischen Eigenschaften dieser 26 Komponenten auf die PfGST wurden mit 

dem zuvor beschriebenen CDNB-Assay systematisch getestet. Dabei konnte letztlich 

eine Komponente identifiziert werden, die sogar eine vollständige Inhibition der 

PfGST zeigte (Abb. 7). 

 
Abbildung 7: Balkendiagramm des inhibitorischen Effekts gegenüber der PfGST Aktivität der 26 modifizierten 
Komponenten mit dem CDNB-Assay. Komponente 57 zeigt eine Inhibition der PfGST von annähernd 100 %. 3 
Komponenten 38, 43 und 54 zeigen eine Inhibition der PfGST von annähernd 90 %. Insgesamt zeigten alle 
getesteten Komponenten außer Nr. 58 eine Inhibition der PfGST über 50 %. 

 

25 der 26 getesteten Komponenten (Nr. 58 wurde nicht weiter untersucht, da der 

inhibitorische Effekt weit unter dem der anderen Komponenten lag) wurden 

zusammen mit der Substanz 34 und deren zwei Enantiomeren kinetisch 

charakterisiert, wobei die Ki- und  IC50-Werte dieser Substanzen gegenüber der 

PfGST bestimmt wurden. Dabei zeigten die Komponenten 34, 62, 63 und 37 die 

stärksten inhibitorischen Effekte in der Xanthongruppe. Der stärkste inhibitorische 

Effekt in der Thioharnstoffgruppe konnte für Substanz 57 beobachtet werden. Die 
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kinetischen Daten der 28 getesteten Komponenten gegenüber der PfGST sind in 

Tabelle 3 zusammengefasst. 

 

Tabelle 3a: Kinetische Daten der getesteten Komponenten gegenüber der nativen PfGST Aktivität 
Nr. Grund- 

verbindung 
IUPAC Strukturformel KM 

[µM] 
IC50  
[µM] 

Ki  
[µM] 

19 Xanthon 7-Bromo-
2,3,4,4a-
tetrahydro-1H-
Xanthen-1-on  

370  ± 60 0,68  ± 0,24 0,28  ± 0,014 

38 Xanthon 7-Iodo-2,3,4,4a-
tetrahydro-1H-
Xanthen-1-on 

 

426  ± 89 0,48  ± 0,05 0,22  ± 0,05 

39 Xanthon 7-Chloro-
2,3,4,4a-
tetrahydro-1H-
Xanthen-1-on  

520  ± 120 0,62  ± 0,12 0,31  ± 0,15 

40 Xanthon 7-Fluoro-
2,3,4,4a-
tetrahydro-1H-
Xanthen-1-on  

469  ± 79 0,60  ± 0,08 0,28  ± 0,06 

41 Xanthon 6-Bromo-
2,3,4,4a-
tetrahydro-1H-
Xanthen-1-on  

643  ± 65 0,45  ± 0,07 0,25  ± 0,07 

42 Xanthon 5,7-Dibromo-
2,3,4,4a-
tetrahydro-1H-
Xanthen-1-on 

 

782  ± 149 0,77  ± 0,15 0,52  ± 0,14 

43 Xanthon 5-Bromo-
2,3,4,4a-
tetrahydro-1H-
Xanthen-1-on 

 

448  ± 52 0,43  ± 0,08 0,20  ± 0,04 
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Tabelle 3b: Kinetische Daten der getesteten Komponenten gegenüber der nativen PfGST Aktivität 
Nr. Grund- 

verbindung 
IUPAC Strukturformel KM 

[µM] 
IC50  
[µM] 

Ki 
[µM] 

44 Xanthon 7-(trifluoro 
methyl)-2,3,4,4a-
tetrahydro-1H-
Xanthen-1-on  

430  ± 75 0,44  ± 0,03 0,21  ± 0,05 

45 Chromen 7-Bromo-2,2-
dimethyl-2H-
chromene-3-
carbaldehyd  

677  ± 155 0,65  ± 0,17 0,38  ± 0,13 

34 Xanthon (4R)-4-hydroxy-
8-methoxy-6-
methyl-2,3,4,4a 
-tetrahydro-1H-
Xanthen-1-on  

330  ± 74 0,29  ± 0,03 0,12  ± 0,05 

62 Xanthon (4R,4aR)-4-
hydroxy-8-
methoxy-6-
methyl-2,3,4,4a-
tetrahydro-1H-
Xanthen-1-on 

 

310  ± 55 0,18  ± 0,02 0,07  ± 0,02 

63 Xanthon (4S,4aR)-4-
hydroxy-8-
methoxy-6-
methyl-2,3,4,4a-
tetrahydro-1H-
Xanthen-1-on 

 

352  ± 26 0,27  ± 0,03 0,11  ± 0,01 

35 Xanthon 2,3,4,9-
tetrahydro-1H-
Xanthen-1-on 

 

495  ± 75 0,42  ± 0,16 0,21  ± 0,07 

36 Xanthon 7-(2-nitrophenyl)-
2,3,4,4a-
tetrahydro-1H-
Xanthen-1-on  

760  ± 156 0,95  ± 0,31 0,57  ± 0,15 

37 Xanthon 7-hydroxy-
2,3,4,4a-
tetrahydro-1H-
Xanthen-1-on  

323  ± 56 0,34  ± 0,08 0,14  ± 0,04 
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Tabelle 3c: Kinetische Daten der getesteten Komponenten gegenüber der nativen PfGST Aktivität 
Nr. Grund- 

verbindung 
IUPAC Strukturformel KM 

[µM] 
IC50  
[µM] 

Ki

[µM] 

17 Thioharnstoff 1,3-bis[3,5-bis 
(trifluoromethyl) 
phenyl]Thioharnstoff 

 

413  ± 44 0,55 
±0,15 

0,21  ± 
0,05 

46 Thioharnstoff 3-[3,5-bis(trifluoro 
methyl)phenyl]-1- 
[4-(trifluoromethyl) 
phenyl]Thioharnstoff  

363  ± 59 0,49  
±0,04 

0,21  ± 
0,04 

47 Thioharnstoff 3-[3,5-bis(trifluoro 
methyl)phenyl]-1- 
[3-(trifluoromethyl) 
phenyl]Thioharnstoff  

661  ± 106 0,87  
±0,09 

0,50  ± 
0,10 

48 Thioharnstoff 3-[3,5-bis(trifluoro 
methyl)phenyl]-1- 
[2-(trifluoromethyl) 
phenyl]Thioharnstoff 

 

765  ± 50 0,86  
±0,08 

0,52  ± 
0,14 

49 Harnstoff 1,3-bis[3,5-bis 
(trifluoromethyl) 
phenyl]Harnstoff 

 

652  ± 92 0,54  
±0,10 

0,30  ± 
0,08 

50 Harnstoff 3-[3,5-bis(trifluoro 
methyl)phenyl]-1- 
[4-(trifluoromethyl) 
phenyl]Harnstoff  

434  ± 91 0,50 
± 0,09 

0,23  
± 0,04 

51 Harnstoff 3-[3,5-bis(trifluoro 
methyl)phenyl]-1- 
[3-(trifluoromethyl) 
phenyl]Harnstoff  

541  ± 117 0,49  
±0,23 

0,38  ± 
0,11 

52 Harnstoff 3-[3,5-bis(trifluoro 
methyl)phenyl]-1- 
(2-methylphenyl) 
Harnstoff 

 

933  ± 95 0,89  
±0,07 

0,58  ± 
0,06 
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Tabelle 3d: Kinetische Daten der getesteten Komponenten gegenüber der nativen PfGST Aktivität 
Nr. Grund- 

verbindung 
IUPAC Strukturformel KM

[µM] 
IC50 
[µM] 

Ki

[µM] 

53 Thioharnstoff 3-[3,5-bis(trifluoro 
methyl)phenyl]-1- 
[4-fluoro-3-
(trifluoromethyl) 
phenyl] 
Thioharnstoff 

 717  ± 116 
0,71  
±0,09 

0,42  ± 
0,08 

54 Thioharnstoff 3-[3,5-bis(trifluoro 
methyl)phenyl]-1- 
(4-fluorophenyl) 
Thioharnstoff  

799  ± 59 
0,64  
±0,06 

0,45  ± 
0,05 

55 Thioharnstoff 3-[3,5-bis(trifluoro 
methyl)phenyl]-1- 
(2,4difluorophenyl) 
Thioharnstoff 

 

1138± 191 
1,33  
±0,17 

0,85  ± 
0,16 

56 Thioharnstoff 3-[3,5-bis(trifluoro 
methyl)phenyl]-1- 
(2,5difluorophenyl) 
Thioharnstoff 

 

730  ± 29 
0,69  
±0,07 

0,40  
± 0,05 

57 Thioharnstoff 3-[3,5-bis(trifluoro 
methyl)phenyl]-1- 
(3,5-dimethyl 
phenyl) 
Thioharnstoff 

 

313  ± 30 
0,34  
±0,06 

0,13  ± 
0,03 

58 Thioharnstoff 3-[3,5-bis(trifluoro 
methyl)phenyl]-1- 
[3,5-bis(trifluoro 
methyl)phenyl] 
Thioharnstoff 

 

738  ± 176 
0,81  
±0,18 

0,61  
± 0,17 

59 Thioharnstoff 3-[3,5-bis(trifluoro 
methyl)phenyl]-1- 
[4-(trifluoromethyl) 
phenyl] 
Thioharnstoff  

453  ± 86 
2,67  
±0,53 

1,03  ± 
0,18 

 

Im Vergleich aller getesteten Komponenten zeigte (4R,4aR)-4-hydroxy-8-methoxy-6-

methyl-2,3,4,4a-tetrahydro-1H-Xanthen-1-on (62) den stärksten inhibitorischen Effekt 

gegenüber der nativen PfGST. Diese Komponente war ein Enantiomer von (4R)-4-

hydroxy-8-methoxy-6-methyl-2,3,4,4a-tetrahydro-1H-Xanthen-1-on. Das Molekül 

besaß eine Methoxy- und eine Methylgruppe an Position sechs und acht und an 
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Kohlenstoffatom vier eine Hydroxylgruppe die in Cis- oder Transposition vorliegen 

konnte. Xanthonderivate mit einer substituierten Fluorid-, Hydroxyl- oder 

Trifluoromethylgruppe an Kohlenstoffatom sieben, zeigten einen erniedrigten IC50- 

und Ki- Wert. Ebenso führte die Bromsubstitution an Kohlenstoffatom fünf oder sechs 

des Xanthonmoleküls zu einer weiteren Verbesserung der PfGST Inhibition. Durch 

eine Verschiebung der Doppelbindung im Xanthonmolekül von Position 4a nach 9, 

konnte ebenso eine Erniedrigung des IC50- und Ki-Wertes beobachtet werden. 

Dagegen führte bei den Thioharnstoff- und Harnstoffderivaten eine Reduzierung der 

Anzahl von Trifluoromethylgruppen zu einem erniedrigten IC50- und Ki-Wert, wie bei 

der Komponente 3-[3,5-bis(trifluoromethyl)phenyl]-1-(3,5-

dimethylphenyl)Thioharnstoff (57) zu beobachten war. Bei diesem 

Thioharnstoffderivat wurden zwei Trifluoromethylgruppen durch Methylgruppen 

ersetzt. Weiterhin zeigte dieser Inhibitor den stärksten Effekt aus der Harnstoff- und 

Thioharnstoffgruppe. Im Folgenden wird die Effektivität ausgewählter 

Xanthonderivate an Plasmodium falciparum mit einem in vivo [3H]-Hypoxanthin-

Assay beschrieben. 

 

4.1.1 [3H]-Hypoxanthin-Assay  

Die in vivo Aktivität von elf Xanthonderivaten (Tabelle 4) gegen den Plasmodium 

falciparum 3D-7 Stamm wurde mit dem [3H]-Hypoxanthin-Assay [104] getestet. Die 

Interpretation der IC50-Werte wurde über eine Einteilung nach Batista et al.(2009) 

vorgenommen [105]. Die ermittelten IC50-Werte dieser Verbindungen lagen zwischen 

15,4 µM bis >40 µM. Dabei zeigten die Xanthonderivate 19, 30, 38 und 39 die 

niedrigsten IC50-Werte. Gemäß der Einteilung nach Batista et al. konnte diesen 

Komponenten eine „gute“ antiplasmodiale Aktivität zugewiesen werden. Während 

den restlichen sieben Verbindungen eine „moderate“ Aktivität gegen den Parasiten 

zugeschrieben wurde (Tabelle 4).  

 

 

 

 

 



Ergebnisse 

 

53

 

 

 

 

Tabelle 4: IC50-Werte der elf getesteten Xanthonderivate aus dem [3H]-Hypoxanthin-Assay, wobei SEM der 

Standardfehler ist und n die Anzahl der Stichproben.                  

Nr. Komponente Strukturformel IC50

[µM] 
SEM  
[µM] 

n Einteilung nach  
Batista et al.* 

34  (4R)-4-hydroxy-8-methoxy-
6-methyl-2,3,4,4a-
tetrahydro- 
1H-Xanthen-1-on 
  

 

26,06 4,53 5 moderate Aktivität 

62 (4R,4aR)-4-hydroxy-8-
methoxy-6-methyl-2,3,4,4a-
tetrahydro-1H-Xanthen-1-
on 

 
 

>40 - 5 moderate Aktivität 

30 2,3,4,4a- tetrahydro-1H-
Xanthen-1-on  

 
 

15,40 3,43 5 gute Aktivität 

39 7-Chloro-2,3,4,4a-
tetrahydro-1H-Xanthen-1-
on  

 
 

15,41 2,34 5 gute Aktivität 

63 (4S,4aR)-4-hydroxy-8-
methoxy-6-methyl-2,3,4,4a-
tetrahydro-1H-Xanthen-1-
on  

 
 

>40 - 3 moderate Aktivität 

35 2,3,4,9-tetrahydro-1H-
Xanthen-1-on  

 
 

28,70 4,36 3 moderate Aktivität 

37 7-hydroxy-2,3,4,4a-
tetrahydro-1H-Xanthen-1-
on  

 
 

24,26 3,17 3 moderate Aktivität 

38 7-Iodo-2,3,4,4a-tetrahydro-
1H-Xanthen-1-on  

 
 

18,33 2,94 3 gute Aktivität 

40 7-Fluoro-2,3,4,4a-
tetrahydro-1H-Xanthen-1-
on 

 
 

>40 - 3 moderate Aktivität 

44 7-(Trifluoromethyl)-
2,3,4,4a- 
tetrahydro-1H-Xanthen-1-
on   

 

>40 - 3 moderate Aktivität 

45 7-Bromo-2,3,4,4a-
tetrahydro-1H-Xanthen-1-
on 

18,06 
 

2,43 3 gute Aktivität 
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Der stärkste inhibitorische Effekt wurde dabei für die Komponenten 30 und 39 

beobachtet, deren IC50-Wert bei ungefähr 15,4 µM lag. Komponente 30 ist die 

Grundstruktur aller getesteten Xanthonderivate und Komponente 39 wurde ein 

Chloratom an Kohlenstoffatom sieben substituiert. Die Xanthonderivate mit einer 

substituierten Fluorid- und Trifluoromethylgruppe an Kohlenstoffatom sieben zeigten 

zusammen mit den Komponenten 62 und 63 den schwächsten Effekt gegenüber 

dem Malariaparasiten.  

 

4.2 PfGST MES Struktur 

4.2.1 Kristallisation, Datensammlung, Strukturlösung und Verfeinerung 

In der strukturbasierten Wirkstoffentwicklung werden hochauflösende 

Kristallstrukturen des Zielproteins benötigt. Daher wurden Proteinkristalle der PfGST 

an dem P14-PetraIII Messplatz (DESY, Deutschland) vermessen. 

Die PfGST wurde wie in Kapitel 3.2.8.3 beschrieben exprimiert und gereinigt. Das 

Protein wurde gegen 3 L 0,1 M MES pH 6,0; 5 mM GSH ün bei 6 °C dialysiert und 

anschließend für 30 min bei 4 °C und bei 16.100 x g zentrifugiert. Für die 

Kristallisationsversuche wurde eine Proteinlösung mit der Konzentration von 

18 mg/mL und eine Präzipitantenlösung bestehend aus 0,1 M MES pH 6,0; 5 mM 

GSH und 2,1 M NH2SO4 verwendet. Die Kristallisationsansätze wurden mit der 

Methode des hängenden Tropfens in 24 Well CPL-130 Platten ausgeführt. Dabei 

wurden 2 µL der konzentrierten Proteinlösung und 2 µL des Präzipitanten gemischt. 

Das Reservoir enthielt 1 mL des Präzipitanten. Nach sieben Tagen Inkubation bei RT 

waren Kristalle mit den Maßen 0,4x0,5x0,4 mm3 gewachsen. Vor den 

Streuungsexperimenten wurde ein PfGST Kristall zum Cryoschutz in eine 

Präzipitantenlösung mit 15 % (v/v) Glycerin überführt und danach in flüssigem 

Stickstoff schockgefroren. Diffraktionsdaten dieses Kristalls wurden bis zu einer 

Auflösung von 1,7 Å aufgenommen. Die Statistiken der Datensammlung und der 

Strukturverfeinerung sind in der folgenden Tabelle zusammengefasst.  
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Tabelle 5: Datensammlung und Strukturverfeinerung der PfGST Struktur 

Raumgruppe P21212 
Einheitszellparameter: a, b, c [Å] a = 86,4; b = 60,9; c = 74,8 
VM (Å3/Da) 2,34 
Lösemittelgehalt [%] 47,5 
Datenvollständigkeit [%] 98,3 (89,1) 
Mittel I/sigma Intensität 30,5 (3,6) 
Auflösung [Å] 30-1,7 (1,7-1,75) 
Rmerge [%]a 2,6 (42,1) 
Anzahl der Reflektionen, welche für die 
Verfeinerung verwendet wurden 

 
43889 

Rwork [%]b 18,3 
Rfree [%]c 22,9 
Proteinatome 3718 
Lösungsmittelatome 218 
Ligandenatome 9 
Mittlerer B Wert [Å2]: 19,5 
Mittlere quadratische Abweichung:  
Bindungen [Å] 0,02 
Bindungswinkel [°] 1,7 
Ramachandran plot Analyse:  
Favorisierte Regionen [ %] 97,9 
Erlaubte Regionen [ %] 2,1 
Großzügig erlaubte Regionen [ %] 0 

 

Die 1,7 Å Struktur der PfGST zeigt eine inaktive tetramere Form des Proteins (Abb. 

8A). Wobei in der asymmetrischen Einheit zwei Monomere der PfGST A, A´ ein 

Dimer bilden, welches aber nicht das biologisch aktive Dimer darstellt (Abb. 8A). Die 

verfeinerte Struktur des PfGST-Homotetramers hatte die Maße 72x52x46 Å. Das 

PfGST Dimer und Monomer haben folgende Maße 72x24x46 Å und 42x24x46 Å. Das 

PfGST Monomer besteht aus neun α-Helices und vier β-Faltblättern, die über 

mehrere Loops miteinander verbunden sind (Abb. 8C). Die PfGST besteht aus zwei 

Domänen. Die N-terminale Domäne bildet sich aus den vier parallelen β-Faltblättern, 

die mit drei α-Helices durchsetzt sind (βαβαββα). Wohingegen die C-terminale 

Domäne ausschließlich aus sechs α-Helices besteht (Abb. 8C). Darüber hinaus 

besitzt jedes Monomer Aminosäurereste die bei dem aktiven Dimer zusammen die 

G-und H-site des Proteins bilden. Die H-site wird dabei vor allem von Resten der α-

Helix 4 beider Monomere und des Loops zwischen α-Helix 4 und 5 gebildet. 

Während die G-Site Reste in der vorab beschriebenen N-Terminalen Domäne des 

Proteins lokalisiert sind (Abb. 8B und C). 
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Abbildung 8: Röntgenkristallstruktur der PfGST im Komplex mit MES. A: Tetramere Struktur der PfGST in 
ribbon-Darstellung, Monomere sind in vier unterschiedlichen Farben dargestellt, zwei Monomere haben jeweils 
ein MES-Molekül gebunden. Die blau+rot und gelb+cyan markierten PfGST-Monomere stellen das biologisch 
aktive Dimer dar. Während die blau+gelb und rot+cyan gefärbten gegenüberliegenden Monomere das Dimer 
einer  asymmetrischen Einheit des Kristalls darstellen. B: Darstellung des PfGST-Monomers, die α-Helices und β-
Faltblätter sind vom N- zum C-terminus nummeriert. Die beteiligten Regionen an der H-site sind in grün und die 
beteiligten Regionen des Monomers an der G-site sind in weiß dargestellt. C: Topologie der PfGST, die 
beteiligten Reste an der H-site sind in grün dargestellt und die beteiligten Reste des Monomers an der G-site sind 
in weiß dargestellt. 

 

In der tetrameren Anordnung des Proteins interagiert jedes PfGST Monomer mit 

jeweils drei anderen Monomeren durch unterschiedliche intermolekulare hydrophobe 

Kontakte und Wasserstoffbrückenbindungen (H-Brücken). Die Interface Regionen 

wurden mit der PDBsum Datenbank [100] analysiert. Die Ergebnisse dieser Analyse 

sind in der folgenden Tabelle zusammengefasst.  
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Tabelle 6: Strukturelle Details der PfGST Homotetramer Interface Regionen, sowie deren stabilisierenden H-

Brücken und hydrophoben Wechselwirkungen. Wobei für die A-B≈C-D, A-C≈B-D und A-D≈B-C Regionen die 

Anzahl der beteiligten Reste, die Bindungsfläche, Anzahl der H-Brücken und die Anzahl der hydrophoben 

Wechselwirkungen bestimmt wurde. 

Ketten Anzahl der 
Bindungsflächen Reste 

Bindungsfläche
(Å2) 

Anzahl der
H-Brücken 

Anzahl der hydrophoben 
Wechselwirkungen 

A-B 23:23 1346:1346 6 141 

C-D 25:25 1369:1369 6 152 

A-C 20:20 1116:1125 4 112 

B-D 20:20 1116:1125 4 112 

A-D 2:2 177:186 - 2 

B-C 2:2 177:186 - 2 

 

Insgesamt sind 47 Aminosäuren an den drei Interface Regionen des PfGST 

Homotetramers beteiligt. Am A-B Interface sind 23 Aminosäuren beteiligt, während 

dem C-D Interface 25 Aminosäuren angehören. Zur Stabilisierung dieses Interface 

werden sechs H-Brücken gebildet, im Mittelpunkt dabei steht Asp97, das jeweils zwei 

H-Brücken zu Arg77 ausbildet. Diese zwei Bindungsflächen decken ein Gebiet von 

ca. 1358 Å2 ab und entsprechen somit etwa 11,5 % der Monomeroberfläche 

(11489 Å2). An dem A-C, B-D Interface des PfGST Homotetramers, sind 20 

Aminosäuren pro Monomer involviert. Wobei dieses Interface eine Fläche von ca. 

1121 Å2 abdeckt und somit etwa 9,7 % der Monomeroberfläche entspricht. In 

Abbildung 16 ist die Stabilisierung der A-C, B-D Bindungsfläche durch 4 H-Brücken 

und 112 hydrophobe Wechselwirkungen gezeigt. Die H-Brücken werden dabei 

zwischen den folgenden Aminosäuren der PfGST-Monomere A-C, B-D gebildet: 

Asn111-Asn114, Asn114-Asn111, Asn112-Lys117 und Lys117-Asn112. Die 

Aminosäurenreste, die bei diesen Interaktionen beteiligt sind, sind vor allem in der G-

und H-site der PfGST lokalisiert, dabei ist speziell der Loop 113-119 bei der 

Interaktion involviert (Abb. 9B). Der Loop eines jeden Monomers ragt in die H-site 

des gegenüberliegenden Monomers. Weiterhin besitzt das PfGST Homotetramer ein 

A-D, B-C Interface, an dieser Bindungsfläche sind jeweils zwei Aminosäuren beteiligt. 

Diese Bindungsflächen decken ein Gebiet von ca. 182 Å2 ab und entsprechen somit 

etwa 1,6 % der Monomeroberfläche. Bei dieser diagonalen Verbindung der 

Monomere sind zwei hydrophobe Interaktionen zwischen Thr122-Lys130  und 
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Glu126-Glu126 zu beobachten (Abb. 9C).  

 

 
Abbildung 9: Röntgenkristallstruktur der PfGST im Komplex mit MES. A: Tetramere Struktur der PfGST in 
ribbon-Darstellung, die Monomere sind in vier verschiedenen Farben dargestellt. Detaillierte Darstellung des A-C 
und A-D Interface. B: Vier stabilisierenden H-Brücken des A-C Interface, wobei vor allem Aminosäuren des 
atypischen Loop 113-119 beteiligt sind. C: A-D Interface mit den stabilisierenden hydrophoben 
Wechselwirkungen zwischen Glu26-Glu26 und Thr122-Lys130. 

 

Die am Interface beteiligte Oberfläche aller Monomere des PfGST Homotetramers 

beträgt 2661 Å2, das in etwa 6 % der gesamten Oberfläche von 45.952 Å2 entspricht. 

In der gelösten PfGST Struktur sind neben den Wassermolekülen, Schwefelionen 

und Glycerin, die Elektronendichte von MES Molekülen erkennbar, die an eine 

pufferzugängliche Region der PfGST gebunden sind. Diese MES Bindungsstelle wird 

im weiteren Verlauf der Arbeit als nicht-Substrat-Bindungsstelle bezeichnet. Im 

Kapitel 4.3.2 wird die entdeckte MES Binderegion der PfGST genauer beschrieben. 

 

4.2.2 PfGST nicht-Substrat-Bindungsstelle 

Wie zuvor beschrieben, war die Elektronendichte für ein MES Molekül an jedem 

PfGST Monomer des Dimers zu finden. Die MES Bindungsstelle liegt in einer Region 

des PfGST Moleküls, die weder zur G- oder H-site gehört. Über Abstandsmessungen 

konnte festgestellt werden, dass die Distanz zwischen der nicht-Substrat-

Bindungsstelle und der G- und H-site bei ungefähr 25 Å liegt. Die Position des MES 

Moleküls in der PfGST ist in Abbildung 17A dargestellt. Die MES Bindungsstelle 

befindet sich in einer kleinen Mulde in der Oberfläche der PfGST und wird dort von 

Tyr25, Leu26, Leu196, Pro197, und Asn198 koordiniert (Abb. 10C). Diese 

Aminosäuren sind ebenso bei der Interaktion zu dem MES Molekül beteiligt. Pro197 
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und Leu196 bilden zusammen mit α-Helix 5 eine Begrenzung der MES-

Bindungsstelle. Ebenso werden durch α-Helix 7 und 6 eine Grenze der Binderegion 

gebildet. Zwischen MES und dem Amidstickstoff von Asn198 und dem Carbonyl-

Sauerstoff von Tyr25 werden zwei H-Brücken gebildet, welche die Interaktion 

stabilisieren (Abb. 10B).  

 
Abbildung 10: Monomer der PfGST in der ribbon-Darstellung. A: Lage des MES Moleküls im PfGST Monomer. 
Jeweils ein Monomer bindet ein MES Molekül. B: Beteiligte Aminosäuren an der MES Interaktion. Tyr25 und 
Asn198 bilden jeweils eine H-Brücke zum MES Molekül aus, wobei der Abstand zwischen Tyr25 zum MES 
Molekül bei 3,0 Å und zwischen Asn198 und MES bei 2,6 Å liegt. C: Oberflächendarstellung der PfGST nicht 
Substrat-Bindungsstelle mit gebundenen MES. 

 

Die MES Bindung wird zusätzlich zu den H-Brücken durch hydrophobe 

Wechselwirkungen zu den Aminosäuren Tyr25, Leu26, Leu196, Pro197 und Asn198 

stabilisiert. Die beteiligten Reste, Abstände und Art der Interaktion zwischen MES 

und PfGST sind in Tabelle 7 zusammengefasst.  

Tabelle 7: Beteiligte Reste der PfGST und Atome des MES Moleküls an der Interaktion 

Liganden 

Atom 

Interagierende 

Aminosäuren 
Abstand (Å) Bindungstyp 

 
Abbildung 11: MES Molekül mit Atomnomenklatur.  

N4 Tyr25 3,0 H-Brücke 

O3S Asn198 2,6 H-Brücke 

O3S Asn198 4,6 hydrophobe Ww 

C7 Asn198 4,8 hydrophobe Ww 

C5 Asn198 4,4 hydrophobe Ww 

O3S Leu196 5,4 hydrophobe Ww 

O1S Pro197 3,6 hydrophobe Ww 

O2S Pro197 4,5 hydrophobe Ww 

C8 Tyr25 4,0 hydrophobe Ww 

C7 Tyr25 4,0 hydrophobe Ww 

C5 Tyr25 5,8 hydrophobe Ww 

C3 Tyr25 3,9 hydrophobe Ww 

C6 Leu26 3,9 hydrophobe Ww 

O1 Leu26 4,2 hydrophobe Ww 

 



Ergebnisse 

 

60

 

 

Die MES Bindungsstelle und ihre Umgebung, sind Bestandteil einer großen 

hydrophoben Furche des Proteins, die quer über die Oberfläche des PfGST 

Monomers verläuft. Die Aminosäurenzusammensetzung dieser Region zeichnet sich 

durch einen hohen Anteil hydrophober Aminosäuren (Ile, Leu, Val, Tyr, Ala, Phe, und 

Trp) aus (Abb. 12A). Außerdem können Aminosäuren innerhalb und in den 

Randregionen dieser Furche gefunden werden, die H-Brücken mit dem potenziellen 

Interaktionspartner ausbilden können (Ser, Thr, Asn, Gln, Trp, Cys und Tyr) (Abb. 

12B).  

 

Abbildung 12: A: Hydrophobe Oberflächenansicht des PfGST-Monomers mit gebundenen MES Molekül. Die 
hydrophoben Aminosäuren sind in orange dargestellt, die hydrophilen Aminosäuren in blau, die Aminosäuren, die 
zu keinen der beiden Gruppen gehören sind weiß gefärbt. Interessanterweise ist die MES Bindetasche in einem 
großen hydrophoben Gebiet lokalisiert, in dem viele hydrophobe Aminosäurereste Wechselwirkungen ausbilden 
können. B: Hydrophobe Oberflächenansicht des PfGST Monomers mit dem gebundenen MES Molekül. Die 
hydrophoben Aminosäuren sind in orange gehalten, die hydrophilen Aminosäuren in blau. Aminosäuren die zu 
keinen der beiden Gruppen gehören sind weiß gefärbt. In hellblau sind die Aminosäuren gefärbt die als Donor 
oder Akzeptor Molekül im Rahmen einer H-Brücke zwischen PfGST und einem Liganden wirken können. 
Besonders im Bereich der MES Bindungsstelle treten solche Aminosäuren auf die zu einer Fixierung des 
Liganden dienen können. 

 

4.2.3 Molekulares Docking mit Hämin in der PfGST nicht-Substrat-

Bindungsstelle  

Die publizierten PfGST Strukturen geben über die Lage der L-site im Protein keine 

genaue Auskunft. Wie in Kapitel 4.2.2 beschrieben wurde, besitzt die  nicht-Substrat-

Bindungsstelle der PfGST das Potenzial auch größere Moleküle als MES, zu binden. 

Aus diesem Grund wurde molekulares Docking mit Hämin und der PfGST nicht-

Substrat-Bindungsstelle mit der SYBYL-X Software (Version 2.1, Tripos Associates, 

St. Louis, USA) durchgeführt. Hämin ist ein bekannter Inhibitor der PfGST, der mit 

der L-site des Proteins interagiert. Dabei konnte gezeigt werden, dass das 
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Häminmolekül sehr gut mit der nicht-Substrat-Bindungsstelle der PfGST interagiert. 

In der tetrameren Form der PfGST ist diese Bindungsstelle frei zugänglich und wird 

von keinem der interagierenden Monomere blockiert (Abb. 9 und 10). Die Interaktion 

wird durch drei H-Brücken stabilisiert, die zwischen Tyr25, Asn84 und Asn157 und 

Hämin ausgebildet werden können. Dabei fällt auf, dass Tyr25, das aus der nicht-

Substrat-Bindungsstelle herausragt, eine H-Brücke zu dem Fe-(II)-Atom des Hämins 

ausbildet. Die Aminosäurereste Asn84 und Asn157 bilden H-Brücken mit den 

Carbonylgruppen des Hämins (Abb. 13). Darüber hinaus wird die Interaktion 

zwischen Hämin und der PfGST nicht-Substrat-Bindungsstelle durch zehn 

hydrophobe Interaktionen stabilisiert. 

 
Abbildung 13: Molekulares Docking von Hämin in die PfGST nicht-Substrat-Bindungsstelle. A: Orientierung des 
Hämin Moleküls in der PfGST nicht-Substrat-Bindungsstelle in der ribbon-Darstellung. B: Oberflächendarstellung 
der nicht-Substrat-Bindungsstelle der PfGST. Die hydrophoben Aminosäuren sind in orange dargestellt und die 
hydrophilen Aminosäuren in blau. Dabei fällt auf, dass das Fe-(II)-Atom des Hämin direkt über dem aus der 
Bindungsstelle herausragenden Tyr25 liegt. C: Darstellung der H-Brücken zwischen Hämin und Tyr25, Asn84, 
Asn157 der PfGST nicht-Substrat-Bindungsstelle. 

 
Die Ergebnisse des molekularen Dockings mit Hämin und der nicht-substrat-

Bindungsstelle der PfGST bekräftigt die Annahme, dass es sich bei dieser Region 

um die L-site des Proteins handelt. Besonders das Tyr25 scheint eine entscheidende 

Funktion bei der Bindung der Liganden in dieser Region zu besitzen, das kann für die 

Hämin- als auch die MES-Interaktion beobachtet werden. Um herauszufinden wann 

die Bindung des MES Moleküls an die PfGST stattfindet wurden CD-Experimente 

durchgeführt. Die Ergebnisse werden in Kapitel 4.2.4 beschrieben. 
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4.2.4 Charakterisierung der PfGST-MES Interaktion mit CD Spektroskopie  

An der Interaktion zwischen dem MES Molekül und der PfGST ist insbesondere die 

aromatische Aminosäure Tyr25 beteiligt. Außerdem scheint durch die MES 

Interaktion das Phe192 der PfGST verdeckt zu werden. Zur Überprüfung der 

Hypothese, dass MES und die PfGST in Lösung eine Interaktion eingehen, wurden 

Nah-UV CD-Experimente durchgeführt. Das Experiment basierte auf der 

Verringerung der Absorption im Bereich von 240-340 nm, sobald das MES Molekül in 

Lösung mit den aromatischen Aminosäureresten der PfGST interagierte oder sie 

verdeckte. Diese Abnahme der Absorption kann über Messungen des Nah-UV 

Bereiches an einem CD Spektrometer überprüft werden.  

Für die CD-Messungen wurde die PfGST wie in Kapitel 3.2.8.3 beschrieben 

exprimiert und gereinigt. Das Protein wurde in 20 mM K2HPO4 pH 7,5 ün mit einer 

Konzentration von 4 mg/mL gemessen. Die CD-Experimente wurden am J-815 CD 

Spektrometer (Jasco, UK) in einem Wellenlängenbereich von 260 bis 340 nm 

durchgeführt. Die PfGST wurde zunächst ohne die Zugabe von MES gemessen um 

eine Vergleichsabsorption des Spektrums zu erhalten. Im Anschluss wurden 2 mL 

der Proteinlösung mit 100 mM MES versetzt und für 1 h bei RT inkubiert. Für die 

Messungen wurden 2 mL der Proteinlösung in einer 10 mm Quarzküvette (Hellma, 

Deutschland) mit 15 Wiederholungen gemessen. Die Spektren der 

korrespondierenden Puffer 20 mM K2HPO4 pH 7,5 (+MES/-MES) wurden mit 5 

Wiederholungen gemessen und vom Proteinsignal abgezogen und das Ergebnis in 

molarer Elliptizität angegeben. Die Messungen des Puffers 20 mM K2HPO4 pH 7,5 

(+MES/-MES) zeigten keinen messbaren Einfluss auf die untersuchte Nah-UV 

Region (Abb. 14). Die aufgenommenen Spektren der PfGST -MES/+MES Proben 

wurden durch Überlagerung miteinander verglichen (Abb. 20). Dabei konnten in den 

Nah-UV Regionen von Tyrosin (275 – 290 nm) und Phenylalanin (260 – 275 nm) 

eine schwache Abnahme in der Absorption beobachtet werden, sobald 100 mM MES 

zur PfGST Lösung hinzugegeben wurde. Im Gegensatz dazu, blieb die Nah-UV 

Region von Tryptophan (290 – 320 nm) unbeeinflusst. 

 



Ergebnisse 

 

63

 

 

 

Abbildung 14: Ergebnis der Nah-UV CD-Messungen um die Bindung von MES in Lösung zu untersuchen. Die 
Experimente wurden in 20 mM K2HPO4 pH 7,5 (+MES/-MES) durchgeführt. Der Vergleich der Nah-UV CD-
Spektren der PfGST mit 100 mM MES und ohne MES zeigen eine schwache Abnahme der Absorption in der 
Tyrosin und Phenylalanin Region (260 – 295 nm). In Lösung bindet MES auch an die PfGST und überlagert 
Tyr25 und Phe192 zum Teil, so dass hier Abnahmen im Nah-UV CD-Spektrum gemessen werden können. 

 
4.3 PfGST Kristallisation mit Inhibitoren 

Parallel zu der Identifikation potenzieller Inhibitoren der PfGST, beschrieben im 

Kapitel 4.1, wurden Kokristallisationsversuche der PfGST und Komponente 19 

durchgeführt. Zum Zeitpunkt der Kristallisationsversuche war diese Substanz eine 

der stärksten PfGST Inhibitoren und wurde aus diesem Grund für die 

Kokristallisationsversuche ausgewählt.  

Die PfGST wurde wie in Kapitel 3.2.8.3 beschrieben exprimiert und gereinigt. 

Anschließend wurde das Protein gegen 3 L 0,1 M MES pH 6,0; 3 mM GSH ün bei 

6 °C dialysiert und für 30 min bei 4 °C und bei 16.100 x g zentrifugiert. Für die 

Kristallisationsexperimente wurde eine Proteinkonzentration von 18 mg/mL 

eingesetzt. Die Proteinlösung und eine Lösung von Komponente 19 mit der 

Konzentration 50 µM wurden für 1 h bei RT inkubiert. 192 Bedingungen des 

kommerziellen Screening Stura FoodprintTM (Molecular Dimensions, UK) und dem 

JBTR Screening von Julia Drebes wurden für die Kristallisation durch 

Dampfdiffusion im sitzenden Tropfen getestet. Bei diesen Kristallisationsansätzen 

wurden 300 nL der Proteininhibitorlösung mit 300 nL der Präzipitantenlösung durch 

den Pipettierroboter Honeybee 961 (Genomic Solutions, USA) in NeXtal QIA1 

µplates 96 Well Platten (Qiagen, Deutschland) pipettiert. Das Reservoir wurde mit 55 

µL der Präzipitanten gefüllt. Nach Inkubation der Ansätze über sieben Tage bei RT 

konnte Kristallwachstum in sechs Kristallisationsbedingungen beobachtet werden 



Ergebnisse 

 

64

 

 

(Abb. 15). 

 
Abbildung 15: PfGST Kristalle bei einem Screening für Kristallisationsbedingungen, nach sieben Tagen 
Inkubation bei RT. A: Stura FoodprintTM A7 (0,2 M Imidazolmalat pH 7,0; 20 % PEG 4000); B: Stura FoodprintTM 
A8 (0,2 M Imidazolmalat pH 7,0; 25 % PEG 4000); C: Stura FoodprintTM B7 (1,6 M NaH2PO4/K2HPO4 pH 7,0); D: 
Stura FoodprintTM B8 (2,0 M NaH2PO4/K2HPO4 pH 7,0); E: Stura FoodprintTM C4 (0,1 M Hepes-Na-Salz pH 8,2; 
60 % PEG 550 MME); F: Stura FoodprintTM F10 (0,1 M Tris pH 8,5; 0,2 M Li2SO4, 25 % PEG 3350); G: Stura 
FoodprintTM G7 ( 0,2 M (NH4)2SO4, 24 % PEG 8000); H: JBTR C4 (2,4 M (NH4)2SO4). 

 

Zur Optimierung der Kristallisationsbedingungen wurde die Kristallisation durch 

Dampfdiffusion im sitzenden Tropfen verwendet. Außerdem wurde die 

Präzipitantenkonzentrationen um die initiale Konzentration aus dem Screening 

variiert. Bei diesen Versuchen wurde ein Verfeinerungsscreening verwendet, das auf 

den folgenden Bedingungen basierte: 2,0 M NaH2PO4/K2HPO4 pH 7,0; 0,2 M 

Imidazolmalat pH 7,0, 25 % PEG 4000; 0,1 M Hepes-Na-Salz pH 8,2; 60 % PEG 550 

MME; 2,4 M (NH4)2SO4. Der Aufbau des Screenings ist in Abbildung 16 gezeigt, 

wobei jeweils Doppelansätze für jede Bedingung pipettiert wurden.  

 

Abbildung 16: Aufbau des PfGST Verfeinerungsscreenings, basierend auf den Resultaten aus dem Stura 
FoodprintTM (Molecular Dimensions, UK) und JBTR Screening.  

 

Die Kristallisationsansätze mit diesem Verfeinerungsscreening wurden mit dem 

Pipettierroboter Honeybee 961 (Genomic Solutions, USA) pipettiert. 300 nL der 

Proteininhibitorlösung wurden mit 300 nL der Präzipitantenlösung in NeXtal QIA1 

µplates 96 Well Platten (Qiagen, Deutschland) gemischt. Das Reservoir wurde mit 
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55 µL der Präzipitantenlösung gefüllt. Nach sieben Tagen Inkubation bei RT konnte 

Kristallwachstum beobachtet werden. 

 

Abbildung 17: Verfeinerte PfGST Kristalle nach sieben Tagen Inkubation bei RT. A: PfGST Verfeinerungsscreen 
A10 (2,1 M NaH2PO4/K2HPO4 pH 7,0); B: A11 (2,2 M NaH2PO4/K2HPO4 pH 7,0 ); C: C7 (0,2 M Imidazolmalat 
pH 7,0; 22 % PEG 4000); D: C8 (0,2 M Imidazolmalat pH 7,0; 24 % PEG 4000); E: E5 (0,1 M Hepes-Na-Salz 
pH 8,2; 40 % PEG 550 MME); F: H8 (0,1 M Tris pH 8,0; 2,0 M Ammoniumsulfat); G und H: G9 und H9 (0,1 M Tris 
pH 8,0; 2,2 M Ammoniumsulfat).  
 

Die PfGST bildete Proteinkristalle mit 2,1 M NaH2PO4/K2HPO4 pH 7,0 als 

Präzipitanten, die im Vergleich zu den Kristallen aus dem initialen Screening ihre 

Größe verdreifacht hatten. Zur weiteren Optimierung dieser Bedingung wurden 

Kristallisationsversuche mit der Methode des hängenden Tropfens durchgeführt. 

Dabei wurde die Präzipitantenkonzentrationen in 200 mM Schritten variiert. Die 

Kristallisationsversuche wurden in 24 Well CPL-130 Platten (Jena Bioscience, 

Deutschland) angesetzt. 2 µL der Proteininhibitorlösung wurden mit 2 µL der 

Präzipitantenlösung, die mit 25 µM Komponente 19 versetzt war, gemischt. Das 

Reservoir enthielt 1 mL der Präzipitantenlösung. Nach sieben Tagen Inkubation bei 

RT konnte Kristallwachstum beobachtet werden (Abb. 18). 

 

Abbildung 18: Proteinkristalle der PfGST gewachsen über die Methode des hängenden Tropfens,. A: Einzelner 
PfGST Kristall mit einer Länge von ~400 µm (2,4 M NaH2PO4/K2HPO4 pH 7,0); B: PfGST Kristall mit einer Länge 
von ~600 µm (2,2 M NaH2PO4/K2HPO4 pH 7,0); C: PfGST Kristalle mit einer Länge von ~200 µm (2 M 
NaH2PO4/K2HPO4 pH 7,0);  
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Bei den Optimierungsansätzen über die Methode des hängenden Tropfens konnten 

Proteinkristalle mit einer Länge zwischen 200 und 600 μm generiert werden (Abb. 13 

A+B). Diese Kristalle wurden hinsichtlich ihres Streuvermögens und Komplexbildung 

mit Komponente 19 an dem Konsortiums Messplatz X13 (Hasylab/DESY, 

Deutschland) getestet. Der getestete PfGST Kristall beugte bis zu einer maximalen 

Auflösung von 2,9 Å. Die anschließende Datenprozessierung und –analyse zeigte 

jedoch, dass der Inhibitor nicht oder nicht mehr an der PfGST gebunden war. 

 
4.4 Peptide aus den exkretorischen und sekretorischen Produkten von 

Onchocerca ochengi 

4.4.1 Fraktionierung der Peptide 

Die ESPs von Helminthen enthalten neben makromolekulare auch niedermolekulare 

Modulatoren des Wirtsimmunsystems. Die Peptidzusammensetzung der Onchocerca 

ochengi ESPs wurde untersucht, dabei sollten Regulatoren aus dem Peptidbereich 

identifiziert werden. 

Um Peptide aus den ESPs weiblicher Onchocerca ochengi Parasiten zu 

identifizieren, wurde die Peptidfraktion zunächst von Proteinen, Kohlenhydraten und 

Lipiden unter Verwendung einer Oasis HLB Plus Kartusche (Waters, USA) getrennt. 

Die Peptide, die sich in den entsalzten Elutionsfraktionen befanden, wurden durch 

reversed phase Chromatographie (RPC) getrennt. Für die Trennung wurde eine 

chromolith® RP-18e 100 x 4,6 mm Säule (Merck Millipore, USA) verwendet. Während 

der Trennung wurden 45 Fraktionen gesammelt und 13 Peaks konnten auf dem 

Chromatogramm beobachtet werden (Abb.19).  
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Abbildung 19: Chromatogramm des RPC Laufes einer Onchocerca Ochengi Peptidfraktion mit einer chromolith® 
RP-18e 100 x 4,6 mm Säule (Merck Millipore). Die Absorption der Peptide wurde bei 214 nm gemessen. 13 
Peptidpeaks konnten detektiert werden und 45 Fraktionen mit jeweils 1ml Volumina wurden gesammelt. (*) 
kennzeichnet die Fraktionen, in denen Peptide mit einer potenziellen antibakteriellen Aktivität identifiziert wurden.  

 
4.4.2 Peptid-Identifikation 

Zur Identifikation der enthaltenen Peptide wurden die 45 RPC Fraktionen an einem 

UltrafleXtreme MALDI-TOF-TOF-MS (Bruker Daltonik, Deutschland) untersucht. 

Dabei wurden 42 Peptide identifiziert, deren MW zwischen 780 und 2407 Da lag 

(Tabelle 8 und 9). 10 der 42 identifizierten Peptide entstehen nicht aus dem 

proteolytischen Abbau von Vorläuferproteinen und wurden bisher nicht beschrieben 

oder klassifiziert (Tabelle 9). Die theoretische Nettoladung wurde für alle 42 Peptide 

bestimmt. Bei diesem Prozess konnten je 14 Peptide mit einer neutralen, 

kationischen oder anionischen Ladung identifiziert werden. Das Peptid mit der 

Sequenz DGGDEEGGNDENEDVPRGSF zeigte eine hohe anionische Nettoladung 

von -7 und gleichzeitig eine hohe Hydrophobizität von +44,7 kcal*mol-1. Die 

Hydrophobizität der 42 identifizierten Peptiden variierte von +0,4 kcal*mol-1 bis 

+44,7 kcal*mol-1. In den Tabellen 8 und 9 sind die Sequenzen der identifizierten 

Peptide mit ihrem MW, korrespondierenden Nettoladungen, Hydrophobizität und 

einer Vorhersage der Sekundärstruktur aufgelistet. 
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Tabelle 8: Identifizierte Peptide aus den Onchocerca ochengi ESPs, die  proteolytisch aus Vorläuferproteinen gebildet werden
Fraktion 
Nr.  

m/z Sequenz Vorläuferprotein
(UniProtKB, O. ochengi Genom) 

Netto 
Ladung 

antibakterielle 
Aktivität  

Hydrophobizität
(kcal*mol-1) 

Sekundärstruktur- 
vorhersage 

 
11 
 

 
1288 

 
VCPANWQPGSET 

Peroxidoxin-2 
(O76452), O. ochengi 

 
-1 

 
X 

 
+13,2  

 
coiled coil  

 
12 

 
1449 

 
MMNGLRFPNETH 

Cathepsin L ähnliche Cysteinprotease 
(Q9BJM3), Onchocerca volvulus 

 
0 
 

 
- 

 
+14,6  

 
β-Strang, coiled coil  

 
13 

 
1014 

 
AKVIHDKF 

Glycerinaldehyd-3-phosphat-
Dehydrogenase 
pos. 13534, O. ochengi 

 
+1 

 

 
- 

 
+16,7  

 
coiled coil  

 
13 

 
1201 

 
NLGAPEMAFPR 

Cytochrom-c-Oxidase Untereinheit 1 
(Q9GC21), O. ochengi 

 
0 
 

 
- 

 
+13,0  

 
coiled coil  

 
13 

 
1251 

 
HTVGIGSLLGAIN 

Cytochrom-c-Oxidase Untereinheit 1 
(Q9GC2), O. ochengi 

 
0 
 

 
- 

 
+10,5  

 
α-Helix Windung, coiled 
coil  

 
13 

 
1312 

 
RTAEDGRVNAVQ 

Myosin ähnliches Antigen 
(P21249), O. volvulus 

 
0 
 

 
- 

 
+21,9  

 
β-Strang, coiled coil  

 
16 
 

 
1818 

 
IKPEVKESKEYFGKH 

Peroxidoxin-2 
(O76452), O. ochengi 

 
+1 

 
(X) 

 
+30,0  

 
α-Helix Windung, coiled 
coil   

 
17 

 
861 

 
MVFSGFCA 

NADH-Dehydrogenase Untereinheit 5 
(Q5QIQ2), O. ochengi 

 
0 
 

 
(X) 

 
+5,4  
 

 
coiled coil  

 
17 

 
1135 

 
QRDEREIPP 

Immundominantes hypodermales 
Antigen 
(B2D1W6), O. ochengi 

 
-1 
 

 
(X) 

 
+22,4  

 
coiled coil  

 
18 

 
1267 

 
AVRNVNEQIGPA 

Enolase 
pos. 7559,O. ochengi  

 
0 

 
(X) 

 
+16,1  

 
β-Strang, coiled coil  

 
18 
 

 
2338 

 
MEKQENFIEIAKS 
KDVEVLS 
 

 
Ankyrin Homolog   
(O96411), O. ochengi 

 
-2 
 

 
(X) 

 
+30,7  

 
α-Helix Windung, coiled 
coil   
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Tabelle 8 (fortgesetzt): Identifizierte Peptide aus den Onchocerca ochengi ESPs, die proteolytisch aus Vorläuferproteinen gebildet werden
Fraktion 
Nr. 

m/z Sequenz Vorläuferprotein
(UniProtKB, O. ochengi Genom) 

Netto 
Ladung 

antibakterielle 
Aktivität 

Hydrophobizität
(kcal*mol-1) 

Sekundärstruktur 
Vorhersage 

 
19 

 
1329 

 
RQKSQQIQAIM 

Immundominantes hypodermales 
Antigen 
(B2D1W6), O. ochengi 

 
+2 

 

 
(X) 

 
+13,6  

 
coiled coil   

 
20 

 
882 

 
SITPSYKS 

Immundominantes hypodermales 
Antigen 
(B2D1W6), O. ochengi 

 
+1 

 

 
- 

 
+10,6  

 
coiled coil  

 
20 

 
2094 
 
 

 
KDSRGVIQTDEEG 
DKCESP 

 
B8 Protein 
(B2D1W7), O. ochengi 

 
-3 
 

 
- 

 
+39,9  

 
β-Strang, coiled coil  

21 780 EMNRTE Ankyrin Homolog 
(O96411), O. ochengi 

-1 
 

- +17,4  coiled coil  

 
21 

 
1362 

 
LGEVINEKDKFA 

 
Kleines Hitzeschock Protein 
pos. 13179, O. ochengi 

 
-1 

 
- 

 
+22,4  

 
coiled coil  

22  
907 

 
LFGEKSNL 

 
Immundominantes Antigen Ov33-3 
pos. 11807, O. ochengi 

 
0 
 

 
- 

 
+12,6  

 
coiled coil  

 
23 

 
982 

 
LDQAPSHCL 

 
Uncharakterisiertes Protein 
pos. 8867, O. ochengi 

 
-1 
 

 
(X) 

 
+13,2  

 
coiled coil  

 
23 

 
1127 

 
LAKVIHDKFG 

 
Glycerinaldehyd-3-phosphat-
Dehydrogenase 
pos. 13534 O. ochengi 

 
+1 

 
(X) 

 
+16,6  
 

 
coiled coil   

 
24 

 
1231 

 
PKRPNVPGAEY 

 
Glutathion-Reduktase 
(B5MAH7), O. ochengi 

 
+1 

 

 
- 

 
+17,9  

 
coiled coil  

 
25 

 
902 

 
ADYERIH 

Immundominantes hypodermales 
Antigen 
(B2D1W6), O. ochengi 
 

 
-1 
 

 
- 

 
+18,0  

 
coiled coil  

 
25 

 
1159 

 
VLAGSLLFLLL 

Cytochrom-c-Oxidase Untereinheit 1 
(Q9GC21), O. ochengi 

 
0 
 

 
- 

 
+0,4  

 
coiled coil  

 
25 

 
1633 

 
IAVHNSKDPAEIPWG 

 
Glycerinaldehyd-3-phosphat-
Dehydrogenase 
pos. 11016 O. ochengi 

 
-1 

 
- 

 
+19,3  

 
coiled coil  
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Tabelle 8 (fortgesetzt): Identifizierte Peptide aus den Onchocerca ochengi ESPs, die  proteolytisch aus Vorläufer Proteinen gebildet werden 
Fraktion 
Nr.  

m/z Sequenz Vorläuferprotein
(UniProtKB, O. ochengi Genom) 

Netto 
Ladung 

antibakteriell
e Aktivität 

Hydrophobizität
(kcal*mol-1) 

Sekundärstruktur 
Vorhersage 

 
26 

 
1359 

 
SNQRRETQQVI 
 
 

OV39 Antigen 
(P31730), O. volvulus 

 
+1 

 
- 

 
+17,4  

 
α-Helix Windung, coiled 
coil   

27 2394 VYQSFFIGGGPGSSWT 
FYPPLS 

Cytochrom-c-Oxidase Untereinheit 1 
(Q9GC21), O. ochengi 

0 
 

- +4,3  β-Strang, coiled coil  

 
29 

 
1595 

 
IPEEVKNFYKNLT 

 
Fettsäure und Retinol bindendes 
Protein 1 
(Q8WT57), O. ochengi 

 
0 
 

 
- 

 
+17,6  

 
α-Helix Windung, coiled 
coil   

 
29 

 
2407 

 
WLPKAMAAPTPVSCL 
VHSSTLVT 

 
NADH-Dehydrogenase Untereinheit 5 
(Q5QIQ6), O. ochengi 

 
+1 

 
- 

 
+9,2  

 
β-Strang, coiled coil  

 
34 

 
1244 

 
SELMRPQIRN 

 
Uncharakterisiertes Protein 
(J0DP81), Loa loa 

 
+1 

 

 
X 

 
+14,3  

 
coiled coil  

 
37 

 
2138 

 
VENSPDTLLLIVSNPVDVLT 

 
L-Laktat Dehydrogenase 
pos. 2770, O. ochengi 

 
-3 

 
(X) 

 

 
+14,3  

 
β-Strang, coiled coil  

 
37 

 
1168 

 
GKHTIFGRVVG 

 
Cyclophilin 4 
pos. 7109, O. ochengi 

 
+2 

 
(X) 

 

 
+14,8  

 
coiled coil  

 
44 

 
2095 

 
DGGDEEGGNDENED 
VPRGSF 
 

 
ALT 1 
(B2D1W8), O. ochengi 

 
-7 
 

 
X 

 
+44,7  

 
coiled coil  

45 1165 HILIAVGGYPK Glutathion-Reduktase 
(B5MAH7), O. ochengi 

+1 - 
 

+11,3  coiled coil  
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Tabelle 9: Identifizierte Peptide aus den Onchocerca ochengi ESPs, die aus keinem proteolytischen Abbau eines Vorläuferproteins gebildet werden
Fraktion 
Nr.  

m/z Sequenz  Netto
Ladung 

antibakterielle Aktivität Hydrophobizität
(kcal*mol-1) 

Sekundärstruktur 
Vorhersage 

 
14 

 
2324 

 
KVDGPAFRKAIEPV 
VKANPAFA 

 
+2 

 

 
X 

 
+24,4  

 
α-Helix Windung, coiled 
coil   

 
16 

 
928 

 
KMAIKLKP 

 
+3 

 

 
(X) 

 
+13,9  

 
coiled coil  

 
19 

 
1327 

 
VGLLTLGCLEVLV 

 
-1 
 

 
(X) 

 
+6,4  

 
coiled coil  

 
23 
 
 

 
862 

 
RAPLEYN 

 
0 
 

 
(X) 

 
+12,9  

 
coiled coil  

24 
 

1259 RKPLSSLPYSI +2 - +9,8  coiled coil  

 
26 

 
1336 

 
PDPGPPSPRMSEA 

 
-1 
 

 
- 

 
+19,6  

 
coiled coil  

 
29 

 
877 

 
SATPFSHM 

 
0 
 

 
- 

 
+9,7  

 
coiled coil  

 
30 

 
1573 

 
PSLLYKEGIISSAVP 

 
0 
 

 
- 

 
+11,7  

 
α-Helix Windung, coiled 
coil  

 
37 

 
2010 

 
GITWAKDTLFIYLENPK 

 
0 
 

 
(X) 

 
+14,7  

 
β-Strang, coiled coil  

 
37 

 
1636 

 
LFAEGVVKREDLFI 

 
-1 
 

 
(X) 

 
+17,1  

 
β-Strang, coiled coil  
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Wie zuvor beschrieben, wurden 42 Peptide aus den Onchocerca ochengi ESPs 

identifiziert. Im Kapitel 4.4.3 werden die antibakteriellen Eigenschaften einiger dieser 

Peptide beschrieben. 

 
4.4.3 Antibakterielle Peptide aus den Onchocerca Ochengi ESPs 

Die Helminthen sekretieren Substanzen, die Funktionen des Wirtsimmunsystems 

nachahmen können. Eine Gruppe dieser Moleküle sind die HDPs, die eine Aktivität 

gegenüber Bakterien, Viren, Pilzen und eukaryotischen Parasiten besitzen. Um 

Peptide aus den Onchocerca ochengi ESPs identifizieren zu können, die eine 

antibakterielle Funktion besitzen, wurde das entsalzte Peptidgemisch als auch die 45 

Fraktionen nach der RPC mit Hilfe eines bakteriziden Agarplatten-Assay untersucht. 

Die Peptidkonzentration des entsalzten Peptidgemisches betrug bei diesen 

Experimenten 36 µg/ml. Das Ergebnis des Agarplatten-Assay des entsalzten 

Peptidgemisches resultierte in Inhibitionszonen mit einem Durchmesser von 20 mm 

(Abb. 20A). Die Durchmesser der Inhibitionszonen von bekannten 

Ampicillinkonzentrationen (5, 10 und 20 µg/mL) wurden als Referenzen für die 

antibakterielle Aktivität verwendet. Die antibakterielle Aktivität des entsalzten 

Onchocerca ochengi Peptidgemisches entsprach einer Ampicillinkonzentration von 

15 µg/ml (Abb. 20A und B). 
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Abbildung 20: Zeigt die Resultate des bakteriziden LB-Agarplatten-Assay des entsalzten Peptidgemisches. Die 
antibakterielle Aktivität wurde gegenüber BL21 StarTm (DE3) E.coli Zellen bestimmt. A: Agarplatten-Assay des 
entsalzten Onchocerca ochengi Peptidgemisches (d, in rot dargestellt), die Probe zeigte eine Inhibitionszone von 
20 mm Durchmesser. B: Die Bestimmung der antibakteriellen Wirksamkeit der entsalzten Peptidfraktion basierte 
auf den Durchmessern der Inhibitionszonen von 5, 10, und 20 µg/mL Ampicillin. Eine daraus ermittelte 
Standardgerade wurde benutzt um die antibakterielle Wirksamkeit der Peptidproben zu bestimmen. Die 
antibakterielle Wirksamkeit dieser Fraktion entspricht einer Ampicillinkonzentration von ca. 15 µg/mL.  

   

Anschließend wurden die 45 RPC Fraktionen mit dem LB-Agarplatten-Assay auf ihre 

antibakteriellen Eigenschaften untersucht. Zehn der 45 RPC Fraktionen zeigten 

einen antibakteriellen Effekt, mit korrespondierenden Ampicillinkonzentrationen 

zwischen 5,5 und 12 µg/mL (Tabelle 10). Vier dieser zehn Fraktionen enthielten je 

ein Peptid, dem die antibakterielle Aktivität eindeutig zugeordnet werden konnte: 

SELMRPQIRN, DGGDEEGGNDENEDVPRGSF, KVDGPAFRKAIEPVVKANPAFA 

und VCPANWQPGSET. Weitere Untersuchungen dieser vier Peptide zeigten, dass 

KVDGPAFRKAIEPVVKANPAFA nicht aus dem proteolytischen Abbau eines 

bekannten Vorläuferproteins stammte. Die übrigen sechs RPC Fraktionen, die einen 

antibakteriellen Effekt zeigten, enthielten insgesamt 15 Peptide mit einer potenziellen 

antibakteriellen Funktion. Zehn dieser fünfzehn Peptide stammten aus dem 

proteolytischen Abbau von Vorgängerproteinen und fünf Peptide wurden bisher noch 

nicht beschrieben (Tabelle 8 und 9). Fraktion 37 beinhaltet 4 Peptide und besaß die 

stärkste absolute antibakterielle Wirksamkeit innerhalb der 10 RPC Fraktionen. Die 

10 RPC Fraktionen mit einer antibakteriellen Aktivität enthielten insgesamt 19 

Peptide mit einer potenziellen antibakteriellen Wirksamkeit. Die Peptidkonzentration, 
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Zusammensetzung, sowie die absolute und relative antibakterielle Aktivität jeder 

Fraktion mit einem antibakteriellen Effekt ist in Tabelle 10 zusammengefasst.  

 

Tabelle 10: Identifizierte Peptide aus den RPC Fraktionen, die eine antibakterielle Aktivität aufweisen, wobei der 
absolute und der relative Effekt der Peptide aufgelistet ist. 

Rangfolge  RPC 
Fraktion 

Peptide Antibakterielle 
Aktivität      

äquivalent  
zu Amp 

(µg/mL) 100%= 
20 µg/mL Amp

Peptid 
Konzentration 
RPC Fraktion 

(µg/mL) 

Relativer   
Effekt    

1 37 VENSPDTLLLIVSNPVDVLT, 
GKHTIFGRVVG, 
GITWAKDTLFIYLENPK, 
LFAEGVVKREDLFI 

12 (60 %) 0,4 30  

2 16 IKPEVKESKEYFGKH, 
KMAIKLKP 

9,5 (47,5 %) 0,5 19  

3 18 AVRNVNEQIGPA, 
MEKQENFIEIAKSKDVEVLS 

8,5 (42,5 %) 0,1 85  

4 34 SELMRPQIRN 11 (55 %) 0,9 12  

5 44 DGGDEEGGNDENEDVPRGSF 8,5 (42,5 %) 0,6 14  

6 23 LDQAPSHCL,          
LAKVIHDKFG,                 
RAPLEYN 

   

7 19 RQKSQQIQAIM, 
VGLLTLGCLEVLV 

7 (35 %) 0,4 18  

8 14 KVDGPAFRKAIEPVVKANPAFA 7 (35 %) 0,4 18 

9 11 VCPANWQPGSET 6 (30 %) 0,6 10  

10 17 MVFSGFCA,                
QRDEREIPP 

5,5 (27,5 %) 0,4 14  

 

Bei einem zusätzlichen Experiment wurde die entsalzte Peptidfraktion auf eine 

potenzielle Aktivität  mit dem [3H]-Hypoxanthin-Assay [104] gegenüber dem 

Plasmodium falciparum 3D-7 Stamm getestet. Dabei konnte eine Aktivität gegen den 

Malariaparasiten in dieser Fraktion beobachtet werden. Es ist davon auszugehen, 

dass neben den Peptiden mit einer antibakteriellen Wirksamkeit auch 

antiplasmodiale Peptide in den ESPs von Onchocerca ochengi enthalten sind.  

 

4.5 ESP-Proteine von Onchocerca volvulus 

Der humanpathogene Parasit Onchocerca volvulus ist ein naher Verwandter von 

Onchocerca ochengi. Wie zuvor beschrieben, besitzen diese Parasiten die Fähigkeit 
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das Immunsystem des Wirts zu modulieren. Die Regulation wird vor allem durch 

Moleküle der Helminthen ESPs hervorgerufen. Dabei sind Proteine von Bedeutung, 

die die Funktion von Proteinen des Immunsystems nachahmen oder Proteine, die als 

Antigene wirken, aber eine bisher noch nicht näher beschriebene Funktion auf das 

Immunsystem des Wirts haben. Im Rahmen einer Kooperation mit der Arbeitsgruppe 

von Prof. Eva Liebau vom Institut für Zoophysiologie der Universität Münster, 

wurden von Irene Ajonina klonierte ESP Proteinkonstrukte verwendet. Dabei wurde 

der Ov7 ORF ohne Signalpeptid in einen pJC20 Vektor (ATCC, USA) mit einer N-

terminalen Linkerregion, FaktorXa Schnittstelle und einem hexa His-Tag kloniert. Die 

ORFs von Ov103, MIF-1 und RAL-2 ohne Signalpeptid wurden jeweils in einen 

pJC40 Plasmid (ATCC, USA) mit einer N-terminalen Linkerregion, FaktorXa 

Schnittstelle und einem deka His-Tag kloniert. Mit dem online Programm Protein 

calculator v3.3 (www.scripps.edu/~cdputnam/protcalc.html) wurde das MW, der 

theoretische pI und der molare Extinktionskoeffizient (ε) der ESP Proteine bestimmt  

 
4.6 Onchocystatin (Ov7) 

4.6.1 Expression und Reinigung 

Bei Onchocystatin handelt es sich um ein homologes Protein zu Cystatinen aus dem 

humanen Immunsystem, die in der Lage sind Cysteinproteasen zu inhibieren. 

Das Protein wurde in BL21 StarTM(DE3) E.coli Zellen (Life technologies, USA) 

heterolog exprimiert. Die Expression wurde in LB Medium mit 50 µg/mL Ampicillin 

durchgeführt. Sobald das Bakterienwachstum eine OD600 von 0,5 bis 0,8 erreicht 

hatte wurde die Zellkultur mit 1 mM IPTG induziert und für 4 h bei 37 °C oder ün bei 

18 °C exprimiert. Onchocystatin wurde nach dem Zellaufschluss mit einer Ni-NTA 

Affinitätschromatographie gereinigt. Die Reinheit des Proteins wurde mittels SDS 

PAGE untersucht.  
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Abbildung 21: SDS Gel eines Expressionsprofils von Ov7 in BL21 StarTM(DE3) E.coli Zellen und der Reinigung 
von Ov7 mit Ni-NTA Matrix. Das Gel wurde mit Coomassie gefärbt. A: Expressionsprofil von Ov7, M = 
Proteinmarker (MW in kDa), Auftragung 0 h (vor Induktion mit 1 mM IPTG) bis 5 h. Zunahme der Proteinbande für 
Ov7 18,5 kDa über die Zeit. B: Reinigung von Ov7 6x His-tag mit Ni-NTA Matrix, M = Proteinmarker (MW in kDa), 
1 (20 mM Imidazol), 2 (30 mM Imidazol), 3 (50 mM Imidazol), 4 (75 mM Imidazol), 5 (100 mM Imidazol), 6 (200 
mM Imidazol), 7 (300 mM Imidazol), 8 (500 mM Imidazol). 
 

Ov7 eluierte bei Imidazolkonzentrationen zwischen 75 mM und 500 mM, wobei in 

diesen Fraktionen auf dem SDS Gel Kontaminationen mit E.coli Proteinen erkennbar 

waren (Abb. 21B). Daher wurde ein weiterer Reinigungsschritt in Form einer 

Kationenaustauschchromatographie mittels einer MonoS HR 5/5, 1 mL 

Kationenaustauschsäule (GE Healthcare, UK) eingeführt. Die Probenvorbereitung 

und die Durchführung dieses Reinigungsschrittes sind im Kapitel 3.2.12.1 

beschrieben. SDS Gele von Proben nach der Kationenaustauschsäule zeigten, dass 

ein Großteil der E.coli Verunreinigungen entfernt werden konnte (SDS Gel Abb. 

22A). Eine minimale Kontamination bei 37 kDa war auf einem SDS Gel erkennbar. 

Um diese und möglicherweise aggregiertes Onchocystatin zu entfernen wurde eine 

Größenausschlusschromatographie mit einer Superdex 75 16/60, 120 mL 

Gelfiltrationssäule (GE Healthcare, UK) durchgeführt. Die Probenvorbereitung und 

die Durchführung dieses Reinigungsschrittes ist im Kapitel 3.2.13 beschrieben. Zur 

Analyse der Reinheit von Onchocystatin nach der Gelfiltrationssäule wurden 

Fraktionen mittels SDS PAGE untersucht.  
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Abbildung 22: A: SDS Gel nach der Reinigung von Ov7 mit der MonoS HR 5/5, 1 mL Kationenaustauschsäule 
(GE Healthcare, UK). B: SDS PAGE der anschließenden Gelfiltration mit der Superdex 75 16/60 120 mL Säule 
(GE Healthcare, UK). Das SDS Gel wurde mit Coomassie gefärbt. M = Proteinmarker (MW in kDa), Ov7 A = Pool 
nach der Reinigung mit der Kationenaustauschsäule. Ov7 B = Pool nach der Reinigung der Gelfiltrationssäule.  
 

Da keine Verunreinigungen nach dem Gelfiltrationslauf auf dem SDS Gel zu 

erkennen waren (Abb. 22B), konnte Ov7 für weitere Analysen verwendet werden. 

 

4.6.2 Biophysikalische und biochemische Charakterisierung von Ov7  

Onchocystatin wurde wie in Kapitel 3.2.16 dargestellt für die CD-Experimente 

vorbereitet. Die Proteinkonzentration für die CD-Messungen lag bei 400 µg/mL. Die 

Messungen wurden am J-815 CD Spektrometer (Jasco, UK) in einem 

Wellenlängenbereich von 190 bis 260 nm durchgeführt. Für die Experimente wurden 

200 µL der Ov7 Proteinlösung in eine 1 mm Quarzküvette (Hellma, Deutschland) 

überführt und Spektren mit 15 Wiederholungen gemessen. Spektren des 

Messpuffers (20 mM K2HPO4 pH 7,5) wurden mit 5 Wiederholungen gemessen und 

vom Proteinsignal abgezogen. Das Ergebnis wurde in molarer Elliptizität angegeben. 

 

Abbildung 23: CD-Messungen von Ov7 nach der Reinigung des Proteins. Auftragung der Wellenlänge in nm 
gegen die molare Elliptizität [θ] 1000[deg cm2 dmol-1]. Das OV7 CD-Spektrum zeigt ein breites Minimum mit zwei 
negativen Peaks bei ~ 218 nm und ~ 200 nm.  
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Durch die CD-Messungen konnte nachgewiesen werden, das Ov7 nach den drei 

Reinigungsschritten gefaltet vorlag. Die CD Spektren des Proteins zeigten, dass sich 

die Sekundärstruktur aus einer Mischung zwischen α-Helices, β-Faltblättern und 

random coiled Strukturen zusammensetzte. Wobei Loop und random coiled 

Regionen zu dominieren schienen.  

Vor Kristallisationsversuchen von Onchocystatin, wurde die Dispersität der 

Proteinlösung mit dem DLS Gerät SpectroSIZE 300 (Nabitec, Deutschland) 

überprüft. Vor den Messungen wurde das Protein gegen 3 L 20 mM Tris pH 7,0; 

20 mM NaCl dialysiert und anschließend für 30 min bei 4 °C und 16.100 x g 

zentrifugiert. Zusätzlich wurde die Proteinlösung mit einem UFC40GV0S Ultrafree 

Zentrifugenfilter (0,22 µm) (Merck Millipore, USA) filtriert. Für die DLS-Messungen 

wurden 20 µL der konzentrierten Proteinlösung (18 mg/mL) in eine Quarzküvette 

eingesetzt. Wobei eine monodisperse Proteinlösung hergestellt werden konnte 

(Abbildung 24). 

 
Abbildung 24: Histogramm der DLS-Messung von Ov7.  Die Proteinlösung ist monodispers und die Proteine 
lagen mit einem hydrodynamischen Radius von 2,66 ± 0,26 nm vor.  
 

Das Protein lag auch in hoher Konzentration (18 mg/mL) monodispers vor, mit einem 

hydrodynamischen Radius der Moleküle von 2,66 ± 0,26 nm. Anschließend wurden 

initiale Kristallisationsbedingungen für Ov7 gesucht. Für Ov7 wurden 576 

Kristallisationsbedingungen mit den kommerziellen Screenings JSCG+, Classic, 

Cryos, ComPAS (Quiagen, Deutschland) und Pact premierTM, Stura FoodprintTM 

(Molecular Dimensions, UK) getestet. Die Kristallisationsansätze wurden mit dem 

Pipettierroboter Honeybee 961 (Genomic Solutions, USA) wie in Kapitel 3.2.19.1 

beschrieben pipettiert und bei RT inkubiert. Die Kristallisationsbedingungen bei 
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denen Kristalle wuchsen wurden hinsichtlich ihrer Proteinkonzentration, 

Präzipitantenkonzentration, Kristallisationstechnik und Temperatur variiert.  

 
4.6.3 Struktur von Ov7 in Lösung  

Die Ergebnisse der DLS-Messungen von Ov7, bezüglich des hydrodynamischen 

Radius des Proteins, ließen darauf schließen, dass das Protein in Lösung als Dimer 

vorliegt. Um diese Beobachtungen weiter zu untersuchen, wurden SAXS-

Experimente für das Protein an dem Messplatz X33 (Hasylab/EMBL, DESY) mit 

einem 1M Pilatus Detektor, einer Proben-Detektor Distanz von 2,7 m und einer 

Wellenlänge von λ= 1,5 Å durchgeführt. Ov7 wurde wie zuvor beschrieben 

exprimiert, gereinigt und gegen 20 mM Tris pH 7,0; 20 mM NaCl bei 6 °C ün 

dialysiert. Danach wurde die Proteinlösung für 1 h bei 4 °C und 16.100 x g 

zentrifugiert und anschließend mit einem UFC40GV0S Ultrafree Zentrifugenfilter 

(0,22 µm) (Merck Millipore, USA) filtriert. Die Monodispersität der Proben wurde 

mittels DLS-Messungen überprüft. Für die SAXS-Experimente wurden vier 

Proteinlösungen mit unterschiedlichen Konzentrationen (2,5 - 7,3 mg/mL) vorbereitet. 

Um Strahlungsschäden am Protein während der Messung zu kontrollieren, wurden 

acht aufeinanderfolgende Messungen mit einer Dauer von fünfzehn Sekunden 

miteinander verglichen. Dabei konnte keine signifikante Veränderung beobachtet 

werden. Die Beugung des Proteinpuffers wurde von den Proteinspektren abgezogen 

und die resultierenden Kurven entsprechend der Proteinkonzentration skaliert. Die 

Daten bei niedrigen Winkeln wurden zu unendlicher Verdünnung extrapoliert und mit 

den Daten der höheren Konzentrationen vereint, um die finale 

Kompositbeugungskurve zu erhalten. Ein MW 16 ± 2 kDa der Moleküle in der Lösung 

wurde ermittelt und deutete darauf hin, das Ov7 in Lösung als Monomer vorliegt. Das 

Programm GNOM [88] wurde benutzt um aus den experimentellen Rohdaten den 

Trägheitsradius (Rg) von ~ 2,28 ± 5 % und die maximale Größe des Partikels (Dmax) 

von 74 ± 7 Å zu ermitteln. DAMMIF [91] wurde verwendet um die ab initio Hüllstruktur 

zu berechnen, die die Ausmaße 80x35x30 Å hatte und auf eine langgestreckte 

Struktur des Moleküls hinwieß. In Abbildung 25 wurde ein Homologiemodell von Ov7 

mit dem Programm I-TASSER [107] erstellt und mit dem Ov7 SAXS Model 

überlagert.  
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Abbildung 25: Ab initio Modell von Ov7 überlagert mit einem Ov7 Strukturmodel, generiert mit I-TASSER [107]. 
Das ab initio Modell hat eine Breite von ca. 30 Å,  35 Å und eine Länge von ca. 80 Å. Das Homologiemodell ließ 
sich mit guter Übereinstimmung mit dem SAXS Modell überlagern. Lediglich am N-Terminus weist das SAXS 
Modell eine Volumenvergrößerung auf, dass durch die Linkerregion, FaktorXa Schnittstelle und hexa His-Tag des 
Proteins gebildet wird.  

 

4.7 Mikrofilarien Oberflächengebundenes Antigen (Ov103) 

4.7.1 Expression und Reinigung 

Ov103 besitzt keine homologe Sequenz zu Proteinen aus dem humanen 

Immunsystem. Es ist vor allem auf der Oberfläche der migrierenden Mikrofilarien von 

Onchocerca volvulus zu finden. 

Ov103 wurde in BL21 StarTM(DE3) E.coli Zellen (Life technologies, USA) heterolog 

exprimiert. Die Expression wurde in LB Medium mit 50 µg/mL Ampicillin 

durchgeführt. Wenn die Bakterienkultur einen OD600 Wert von 0,6 erreicht hatte, 

wurde mit 1 mM IPTG induziert und für 3 h bei 37 °C exprimiert. Bei einer 

Expressionsdauer länger als 3 h wurden Abbauprodukte des Proteins auf der SDS 

PAGE nachgewiesen. Nach dem Zellaufschluss wurde Ov103 mit einer Ni-NTA 

Affinitätschromatographie gereinigt. Die Reinheit des Proteins wurde mittels SDS 

PAGE untersucht.  
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Abbildung 26: SDS Gel eines Expressionsprofils von Ov103 in BL21 StarTM(DE3) E.coli Zellen und der 
Reinigung von Ov103 mit einem Dekahistidin-Tag und Ni-NTA Matrix. Das Gel wurde mit Coomassie gefärbt. A: 
Expressionsprofil von Ov103, M = Proteinmarker (MW in kDa), Auftragung 0 h (vor Induktion mit 1 mM IPTG) bis 
3 h. Zunahme der Proteinbande für Ov103 bei 17 kDa über 3 h Expression. B: Reinigung von Ov103 
Dekahistidin-Tag mit Ni-NTA Matrix, M = Proteinmarker (MW in kDa), 1 (10 mM Imidazol), 2 (20 mM Imidazol), 3 
(50 mM Imidazol), 4 (75 mM Imidazol), 5 (100 mM Imidazol), 6 (200 mM Imidazol), 7 (300 mM Imidazol), 8 (500 
mM Imidazol). 
 

Ov103 eluierte bei Konzentrationen zwischen 50 mM und 500 mM Imidazol, wobei 

zwischen 75 mM und 200 mM die größten Proteinmengen detektiert wurden. Auf 

dem SDS Gel nach der Reinigung mit Ni-NTA Agarose waren Kontaminationen mit 

E.coli Proteinen erkennbar (Abb. 29B). Aus diesem Grund wurde ein weiterer 

Reinigungsschritt in Form einer Größenausschlusschromatographie mit einer 

Superdex 75 16/60, 120 mL Gelfiltrationssäule (GE Healthcare, UK) durchgeführt. 

Die Proteinvorbereitung und die Durchführung dieses Reinigungsschrittes ist in 

Kapitel 3.2.13 beschrieben. Zur Analyse der Reinheit von Ov103 nach diesem 

Reinigungsschritt wurden Fraktionen der Proteinpeaks des Gelfiltration 

Chromatogramms mittels SDS PAGE untersucht.  

 
Abbildung 27: SDS PAGE nach einer Größenausschlusschromatographie mit Ov103, die Gelfiltrationsläufe 
wurden mit einer Superdex 75 16/60 120 mL Säule (GE Healthcare, UK) durchgeführt. Das Gel wurde mit 
Coomassie gefärbt. M = Proteinmarker (MW in kDa), Ov103 = vereinigte Peakfraktionen nach der Gelfiltration. 
 

Da keine Verunreinigungen nach dem Gelfiltrationslauf auf dem SDS Gel zu 
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erkennen waren (Abb. 27), konnte Ov103 für weitere Experimente verwendet 

werden. 

 
4.7.2 Biophysikalische und biochemische Charakterisierung von Ov103  

Nach der Reinigung wurde Ov103 gegen 3 L 20 mM K2HPO4 pH 7,5; 20 mM NaCl 

dialysiert. Im Anschluss wurde Ov103 wie in Kapitel 3.2.16 beschrieben für die CD-

Experimente vorbereitet. Die Proteinkonzentration lag für die Versuche bei 

300 µg/mL. Die CD-Messungen wurden am J-815 CD Spektrometer (Jasco, UK) in 

einem Wellenlängenbereich von 190 bis 260 nm durchgeführt. Für die Messungen 

wurden 200 µL der Proteinprobe in einer 1 mm Quarzküvette (Hellma, Deutschland) 

mit 15 Wiederholungen gemessen. Der korrespondiere Messpuffer wurden mit 5 

Wiederholungen gemessen und vom Proteinsignal abgezogen, das Ergebnis wurde 

in molarer Elliptizität angegeben. 

 
Abbildung 28: CD-Spektrum von Ov103, Auftragung der Wellenlänge in nm gegen die molare Elliptizität [θ] 
1000[deg cm2 dmol-1]. Das OV103 CD Spektrum zeigt ein breites Minimum mit zwei negativen Peaks bei ~ 
209 nm und ~ 220 nm.  

 
Die Resultate der CD-Messungen von Ov103 zeigten, dass das Protein nach der 

Reinigung gefaltet vorlag. Das CD-Spektrum zeigte weiterhin, dass sich die 

Sekundärstruktur von Ov103 wahrscheinlich aus einer Mischung zwischen α-Helices, 

β-Faltblättern und random coiled Strukturen zusammensetzt. 

Vor initialen Kristallisationsversuchen von Ov103, wurde die Dispersität der 

Proteinlösung mittels DLS überprüft. Für die Messungen wurde das Protein gegen 

20 mM Tris pH 7,0; 100 mM NaCl im Kaltraum bei 6 °C ün dialysiert und 

anschließend für 30 min bei 4 °C und 16.100 x g zentrifugiert. Die Proteinlösung 
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wurde auf 25 mg/mL konzentriert und 20 µL der Proteinlösung wurden in eine 

Quarzküvette überführt. Die Messungen zeigten einen hydrodynamischen Radius der 

Moleküle von 5,4 ± 0,26 nm (Abb. 29). 

 
Abbildung 29: Histogramm der DLS-Messung von Ov103.  Das Histogramm der Proteinlösung zeigt einen 
breiten Peak bei einem hydrodynamischen Radius von 5,4 ± 0,26 nm.  
 

Um initiale Kristallisationsbedingungen für Ov103 zu finden wurden Screenings 

durchgeführt, die bis zum Zeitpunkt der Abgabe dieser Arbeit leider keine Kristalle 

generierten. 

 
4.7.3 DARPin Selektion  

Zur Unterstützung der Kristallisation von Ov103 wurde eine Darpinselektion an der 

Universität Zürich durchgeführt. Im Rahmen des Pcube Projektes der EU konnten 

diese Experimente in der Arbeitsgruppe von Prof. Markus Grütter unter Anleitung 

von Dr. Heidi Roschitzki-Voser durchgeführt werden. Die ersten Schritte der 

DARPin Selektion wurden von Dr. Heidi Roschitzki-Voser und Reto Zbinden in 

Zürich durchgeführt. Für die Selektion von stark bindenden DARPins wurde das 

Prinzip des ribosome display verwendet. Dafür musste Ov103 biotinyliert werden, um 

mit Streptavidin auf ELISA Platten immobilisiert zu werden. Um starke Binder zu 

selektieren, wurde das Protein nun mit mRNA-Ribosom-DARPin Komplexen 

behandelt. Dabei wurden die interagierenden DARPins über ELISA nachgewiesen, 

dass am Ende 30 potenzielle DARPins für Ov103 selektiert werden konnten. Der 

ORF der selektierten DARPins wurde in pQE30 Plasmide, mit einem N-terminalen 

hexa His-Tag kloniert. Das Molekulargewicht der selektierten DARPins lag zwischen 

17 und 19 kDa. In Abbildung 1 des Anhangs sind die Proteinparameter und ein 
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Sequenzvergleich der selektierten DARPins zusammengefasst. Die DARPins wurden 

in XL1-Blue oder XL10-Gold E.coli Stämmen (beide Stratagene, USA) in einem 

Autoinduktionsmedium exprimiert. Das Medium enthielt 50 µg/mL Ampicillin und die 

Expressionsdauer betrug 18 h bei 37 °C. Nach dem Zellaufschluss wurden die 

DARPins mit einer Ni-NTA Affinitätschromatographie gereinigt. Die Proteine eluierten 

bei einer Konzentration von 250 mM Imidazol. Um vorhandene E.coli 

Verunreinigungen und möglicherweise aggregierte DARPins zu entfernen wurde das 

Protein über eine Grössenausschlusschromatographie unter Verwendung einer 

Superdex 75 16/60 120 mL Gelfiltrationssäule (GE Healthcare, UK) abgetrennt. Auf 

der Grundlage dieser Chromatogramme wurden die DARPins für weitere 

Experimente ausgesucht. Die Chromatogramme der DARPin Gelfiltrationsläufe sind 

in Abbildung 2 des Anhangs dargestellt. Aus insgesamt 30 DARPins wurden 12 

ausgewählt um Komplexe mit Ov103 zu bilden. Zur Bildung des Komplexes wurden 

Ov103 und die 12 DARPins wie zuvor beschrieben exprimiert und gereinigt. Beide 

Proteine wurden gegen PBS Puffer pH 7,4 dialysiert und anschließend für 30 min bei 

4 °C und 10.000 x g zentrifugiert. Ov103 wurde mit dem jeweiligen DARPin in einem 

Konzentrationsverhältnis von 1:1  für 1 h auf Eis inkubiert. Die Komplexbildung wurde 

über eine Superdex 75 16/60 120 mL Gelfiltrationssäule (GE Healthcare, UK) 

verifiziert und überschüssige Monomere des Proteins wurden abgetrennt. Die 

Komplexbildung wurde durch das Auftreten eines zusätzlichen dritten Peaks im 

Chromatogramm beobachtet. Die Chromatogramme der Gelfiltrationsläufe für die 12 

DARpin+Ov103 Komplexe sind im Anhang in Abbildung 3 gezeigt. Zur Analyse der 

Komplexbildung wurden die Proteinpeaks der Gelfiltration Chromatogramme mittels 

SDS PAGE untersucht.  
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Abbildung 30: Bildung von Ov103 DARPin Komplexen mit den DARPins n3 und o8. Die Bildung der Komplexe 
wurde über das Auftauchen eines zusätzlichen dritten Peaks nach der Gelfiltration beobachtet. Proben dieser 
Peaks wurden mittels SDS PAGE untersucht. Das Gel wurde mit Coomassie gefärbt. A: Chromatogramm der 
Gelfiltration von Ov103 und DARPin n3, mit dem dazugehörigen SDS Gel der Peakfraktionen. M = Proteinmarker 
(MW in kDa),1 = Ov103, 2 = Ov103 + n3, 3 = n3. DARPin n3 läuft etwas unter dem MW von Ov103, beide 
Proteine sind in Peak 2 zu finden. B: Chromatogramm der Gelfiltration von Ov103 und DARPin o8, mit dem 
dazugehörigen SDS Gel der Peakfraktionen. M = Proteinmarker (MW in kDa),1 = Ov103, 2 = Ov103 + o8, 3 = o8. 
DARPin o8 läuft etwas über dem MW von Ov103, beide Proteine sind in Peak 2 zu finden. 
 

Die Ergebnisse der SDS PAGE nach den Gelfiltrationsläufen zeigten, dass Ov103 

mit den DARPins n3 und o8 interagiert. Allerdings war Ov103 während dieser 

Experimente aggregiert. Dies erklärt auch den großen Abstand zwischen den 

Elutionsvolumen von Ov103 und den DARPins auf dem Chromatogramm, obwohl 

das Molekulargewicht der Proteine nahezu identisch war. Dennoch kam es zur 

Interaktion zwischen Ov103 und den DARPins, wie in Abbildung 32A und B zu 

erkennen ist. Die Ov103+n3 und Ov103+o8 Peakfraktionen wurden jeweils vereinigt 

und mit einem Amicon MW cut-off von 3.000 Da (Millipore, USA) auf 6 mg/mL 

konzentriert. Um initiale Kristallisationsbedingungen zu finden wurden 

Kristallisationsscreenings mit diesen Fraktionen durchgeführt.  

 

4.8 Makrophagen Migration inhibierender Faktor 1 (MIF-1) 

4.8.1 Expression und Reinigung 

Bei diesem Protein handelt es sich um ein homologes Protein zum  humanen MIF 

des Immunsystems. Diese Proteine besitzen eine Disulfidreduktase und eine 

Phenylpyruvat Tautomerase Aktivität. MIF reguliert die Makrophagenaktivität 

während der Immunantwort. 
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MIF-1 wurde in BL21 (DE3) E.coli Zellen (Stratagene, USA) heterolog exprimiert. Die 

Expression wurde in LB Medium mit 50 µg/mL Ampicillin durchgeführt. Nach 

Erreichen eines OD600 Wert von 0,8 in der Bakterienkultur wurde die Expression mit 

1 mM IPTG induziert und für 4 h bei 37 °C inkubiert. Bei einer Expressionsdauer 

länger als 4 h wurden Abbauprodukte des Proteins mittels SDS PAGE 

nachgewiesen. Nach dem Zellaufschluss wurde MIF-1 mit einer Ni-NTA 

Affinitätschromatographie gereinigt. Zur Analyse der Reinheit des Proteins wurden 

SDS PAGE Läufe durchgeführt.  

 

Abbildung 31: SDS PAGE eines Expressionsprofils von MIF-1 in BL21 (DE3) E.coli Zellen und der Reinigung 
von MIF-1 mit einem Dekahistidin-Tag und Ni-NTA Agarose. Das Gel wurde mit Coomassie gefärbt. A: 
Expressionsprofil von MIF-1, M = Proteinmarker (MW in kDa), Auftragung 0 h (vor Induktion mit 1 mM IPTG) bis 
ün. Eine Zunahme der Proteinbande für MIF-1 bei 12 kDa ist zu beobachten. B: Reinigung von MIF-1 mit Ni-NTA 
Matrix, M = Proteinmarker (MW in kDa), Ü (Überstand), D (Durchlauf), W (Waschschritt), 1 (10 mM Imidazol), 2 
(20 mM Imidazol), 3 (30 mM Imidazol), 4 (50 mM Imidazol), 5 (75 mM Imidazol), 6 (100 mM Imidazol), 7 (125 mM 
Imidazol), 8 (150 mM Imidazol), 9 (200 mM Imidazol), 10 (300 mM Imidazol), 11 (400 mM Imidazol), 12 (500 mM 
Imidazol). 
 

MIF-1 eluierte bei Imidazolkonzentrationen zwischen 100 mM bis 500 mM, siehe 

Abbildung 36B. Wurden diese Fraktionen konzentriert und erneut mittels SDS PAGE 

untersucht, zeigten sich Kontaminationen mit E.coli Proteinen. Um diese 

Verunreinigungen zu entfernen wurde ein weiterer Reinigungsschritt in Form einer 

Anionenaustauschchromatographie etabliert. Für diesen Reinigungsschritt wurde 

eine UnoQ-6 12 x 53 mm, 6 mL Anionenaustauschsäule (BIORAD, USA) benutzt. 

Die Proteinvorbereitung und die Durchführung dieses Reinigungsschrittes sind im 

Kapitel 3.2.12.2 beschrieben. Zur Analyse der Reinheit von MIF-1 wurden Fraktionen 

der Proteinpeaks des Chromatogramms erneut mittels SDS PAGE untersucht. Nach 

der Anionenaustauschchromatographie reduzierten sich die Verunreinigungen auf 
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die Proteinkontaminanten bei 16 und 22 kDa (Abb. 32A). Um diese Verunreinigungen 

und möglicherweise aggregiertes Protein von MIF-1 zu trennen, wurde eine 

Größenausschlusschromatographie mit einer Superdex 75 16/60, 120 mL 

Gelfiltrationssäule (GE Healthcare, UK) durchgeführt. Die Proteinvorbereitung und 

die Durchführung dieses Reinigungsschrittes ist im Kapitel 3.2.13 beschrieben. Zur 

Analyse der Reinheit von MIF-1 wurden Fraktionen der Proteinpeaks des 

Chromatogramms mittels SDS PAGE untersucht.  

 

Abbildung 32: SDS PAGE nach der Reinigung von MIF-1 mit der UnoQ-6 12 x 53 mm, 6 mL 
Anionenaustauschsäule (BIORAD, USA) und anschließender Gelfiltration mit der Superdex 75 16/60 Säule (GE 
Healthcare, UK). Das Gel wurde mit Coomassie gefärbt. A: M = Proteinmarker (MW in kDa), MIF-1: Fraktionen 
nach der Reinigung mit der Anionenaustauschsäule. Dabei sind Kontaminationen mit E.coli Proteinen auf dem 
SDS Gel in der Höhe von 16 und 22 kDa zu erkennen. B: M = Proteinmarker (MW in kDa), MIF-1: vereinigte 
Fraktionen der Reinigung mit der Gelfiltrationssäule.  
 

Da keine Verunreinigungen nach dem Gelfiltrationslauf auf dem SDS Gel zu 

erkennen waren (Abb. 32B), konnte MIF-1 für weitere Experimente verwendet 

werden. 

 
4.8.2 Biophysikalische und biochemische Charakterisierung von MIF-1  

MIF-1 wurde wie in Kapitel 3.2.16 beschrieben für die CD-Experimente vorbereitet. 

Die Versuche wurden mit einer Proteinkonzentration von 300 µg/mL durchgeführt. 

Die CD-Messungen wurden am J-815 CD Spektrometer (Jasco, UK) in einem 

Wellenlängenbereich von 190 bis 260 nm durchgeführt. Für die Messungen wurden 

200 µL der Proteinprobe in einer 1 mm Quarzküvette (Hellma, Deutschland) mit 15 

Wiederholungen gemessen. Der Messpuffer wurde mit 5 Wiederholungen gemessen 

und vom Proteinsignal abgezogen, das Ergebnis wurde in molarer Elliptizität 

angegeben. 
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Abbildung 33: CD-Spektrum von MIF-1, Auftragung der Wellenlänge in nm gegen die molare Elliptizität [θ] 
1000[deg cm2 dmol-1]. Das MIF-1 CD Spektrum zeigt ein relativ breites Minimum mit zwei negativen Peaks bei 
210 nm und 218 nm.  

 

Die Ergebnisse der CD-Messungen von MIF-1 zeigten, dass das Protein nach den 

drei Reinigungsschritten gefaltet vorlag. Das CD-Spektrum zeigte weiterhin, dass 

sich die Sekundärstruktur des Proteins wahrscheinlich aus einer Mischung von α-

Helices, β-Faltblättern und random coiled Strukturen zusammensetzt. 

Vor initialen Kristallisationsversuchen von MIF-1 wurde die Dispersität der 

Proteinlösung mittels DLS überprüft. Vor den Messungen wurde das Protein gegen 

20 mM Tris pH 7,0; 100 mM NaCl dialysiert und anschließend für 30 min bei 4 °C bei 

16.100 x g zentrifugiert. Für die DLS Messungen wurden 20 µL der Proteinlösung 

(25 mg/mL) in eine Quarzküvette überführt. Die Messung zeigte einen 

hydrodynamischen Radius der Moleküle von 6,66 ± 0,43 nm (Abb. 34). 

 
Abbildung 34: Histogramm der MIF-1DLS-Messung. Die Proteinlösung ist monodispers, aber der  
hydrodynamische Radius des Proteins von 6,66 ± 0,43 nm ist relativ groß. Es ist davon auszugehen, das MIF-1 
Polymere bildet.  
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Im Anschluss wurden Kristallisationsscreenings durchgeführt um die initialen 

Kristallisationsbedingungen für MIF-1 zu finden, die bis zum Zeitpunkt leider keine 

Kristalle generierten. 

 
4.9 Immundominantes hypodermales Antigen (RAL-2) 

4.9.1 Expression und Reinigung 

Das Protein besitzt keine Homologie zu Proteinen aus dem humanen Immunsystem, 

ist aber bei weiblichen und männlichen Würmern, sowie den Mikrofilarien in hohen 

Mengen in der Hypodermis zu finden.  

RAL-2 wurde in BL21 StarTM(DE3) E.coli Zellen (Stratagene, USA) heterolog 

exprimiert. Die Expression wurde in LB Medium mit 50 µg/mL Ampicillin 

durchgeführt. Sobald die Bakterienkultur einen OD600 Wert von 0,6 erreicht hat, 

wurde die Expression mit 1 mM IPTG induziert und für 4 h bei 37 °C inkubiert. Nach 

dem Zellaufschluss wurde RAL-2 mit einer Ni-NTA Affinitätschromatographie 

gereinigt. Um die Reinheit des Proteins zu untersuchen wurden die Fraktionen 

mittels SDS PAGE analysiert.  

 
Abbildung 35: SDS PAGE eines Expressionsprofils von RAL2 in BL21 StarTM(DE3) E.coli Zellen und der 
Reinigung von RAL-2 mit einem Dekahistidin-Tag und Ni-NTA Matrix. Das Gel wurde mit Coomassie gefärbt. A: 
Expressionsprofil von RAL-2 M = Proteinmarker (MW in kDa), Auftragung 0 h (vor Induktion mit 1 mM IPTG) bis 
4 h. Eine Vergrößerung der RAL-2 Proteinbande bei 19 kDa konnte über 4 h beobachtet werden. B: Reinigung 
von RAL-2 mit Ni-NTA Matrix, M = Proteinmarker (MW in kDa), Ü (Überstand), D (Durchlauf), W (Waschschritt), 1 
(20 mM Imidazol), 2 (50 mM Imidazol), 3 (100 mM Imidazol), 4 (200 mM Imidazol), 5 (500 mM Imidazol). 
 

RAL-2 eluierte bei Imidazolkonzentrationen von 200 mM bis 500 mM, allerdings 

waren auf dem SDS Gel nach der Reinigung mit Ni-NTA Agarose Verunreinigungen 

mit E.coli Proteinen erkennbar (Abb. 35B). Um diese Kontaminationen zu entfernen 

wurde ein weiterer Reinigungsschritt in Form einer 
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Größenausschlusschromatographie mit einer Superdex 75 16/60, 120 mL 

Gelfiltrationssäule (GE Healthcare, UK) durchgeführt. Die Proteinvorbereitung und 

die Durchführung dieses Reinigungsschrittes ist im Kapitel 3.2.13 beschrieben. Zur 

Analyse der Reinheit von RAL-2 wurden Fraktionen der Proteinpeaks mittels SDS 

PAGE untersucht.  

 
Abbildung 36: SDS PAGE nach Größenausschlusschromatographie von RAL2 mit der Superdex 75 16/60 120 
mL (GE Healthcare, UK) Gelfiltrationssäule. Das Gel wurde mit Coomassie gefärbt. M= Proteinmarker (MW in 
kDa), RAL-2= vereinigte Peak Fraktionen nach der Reinigung mit  der Gelfiltrationssäule. 
 

Wie aus Abbildung 36 erkennbar ist, konnten die Verunreinigungen durch den 

Gelfiltrationslauf entfernt werden und RAL-2 konnte  für weitere Experimente 

verwendet werden. 

 
4.9.2 Biophysikalische und biochemische Charakterisierung von RAL-2  

Das Protein wurde wie in Kapitel 3.2.16 beschrieben für die CD-Experimente 

vorbereitet. Die Versuche wurden mit einer Proteinkonzentration von 200 µg/mL 

durchgeführt. Die CD-Messungen wurden am J-815 CD Spektrometer (Jasco, UK) in 

einem Wellenlängenbereich von 190 bis 260 nm durchgeführt. Für Messungen 

wurden 200 µL der Proteinprobe in eine 1 mm Quarzküvette (Hellma, Deutschland) 

pipettiert und mit 15 Wiederholungen gemessen. Der Messpuffer wurde 5x 

gemessen und vom Proteinsignal abgezogen, das Ergebnis wurde in molarer 

Elliptizität angegeben. 
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Abbildung 37: CD-Spektrum von RAL2 nach der Reinigung des Proteins. Auftragung der Wellenlänge in nm 
gegen die molare Elliptizität [θ] 1000[deg cm2 dmol-1]. Das RAL2 CD-Spektrum zeigt ein breites Minimum mit zwei 
negativen Peaks bei 208 nm und 226 nm.  

 

Die Resultate der CD-Messungen von RAL-2 zeigten, dass das Protein nach der 

Reinigung gefaltet vorliegt und dass die Sekundärstruktur von α-Helices dominiert 

wird.  

Vor initialen Kristallisationsversuchen von RAL-2, wurde die Dispersität der 

Proteinlösung mittels DLS überprüft. Vor den Messungen wurde das Protein gegen 

20 mM Tris pH 7,0; 20 mM NaCl im Kaltraum bei 6 °C ün dialysiert und anschließend 

für 30 min bei 4 °C bei 16.100 x g zentrifugiert, auf 20 mg/mL konzentriert. Für DLS-

Messungen wurden 20 µL in eine Quarzküvette pipettiert. Die Messungen zeigten 

einen hydrodynamischen Radius von 4,44 ± 0,34 nm (Abb. 38). 

 
Abbildung 38: Histogramm der DLS-Messung von RAL-2.  Die Proteinlösung ist annähernd monodispers mit 
einem hydrodynamischen Radius von 4,44 ± 0,34 nm.  
 

Das Protein besitzt bei hoher Konzentration einen hydrodynamischen Radius von 

4,44 ± 0,34 nm vor. Um initiale Kristallisationsbedingungen des Proteins zu finden 
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wurden 384 Kristallisationsbedingungen mit den kommerziellen Screenings JSCG+, 

Classic, Cryos, ComPAS (Quiagen, Deutschland) getestet. Die 

Kristallisationsansätze wurden mit dem Pipettierroboter Honeybee 961 (Genomic 

Solutions, USA) pipettiert. Die Kristallisationsansätze wurden bei RT inkubiert.  
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5 DISKUSSION 

5.1 Identifikation potenzieller PfGST Inhibitoren  

Der Malariaerreger, Plasmodium falciparum, entwickelt immer häufiger Resistenzen 

gegen Medikamente zur Prophylaxe und Behandlung der Erkrankung. Aus diesem 

Grund muss das Wirkstoffdesign für Leitstrukturen und Medikamente gegen Malaria 

stetig vorangetrieben werden [108]. Ein potenzielles Zielmolekül der strukturbasierten 

Wirkstoffentwicklung stellt dabei die Glutathion-S-transferase von Plasmodium 

falciparum (PfGST) dar [31]. Die PfGST besitzt eine zentrale Funktion bei der 

Entgiftung toxischer Substanzen für Plasmodium falciparum. Besonders die 

Ausscheidung von Hämin ist hierbei hervorzuheben, da dieses 

Hämoglobinabbauprodukt hoch toxisch für den Parasiten ist [37, 45]. Im Rahmen der 

Doktorarbeit wurden 59 Komponenten auf deren inhibitorische Wirkung gegenüber 

der PfGST getestet. Synthetisiert wurden diese Komponenten am Karlsruher Institut 

für Technologie (KIT), Institut für Organische Chemie, Arbeitskreis von Prof. Dr. 

Stefan Bräse. Bei den Versuchen wurden vor allem Xanthon- oder 

Thioharnstoffderivate mit einem starken inhibitorischen Effekt auf die PfGST Aktivität 

identifiziert. Xanthone sind sekundäre Pflanzenmetaboliten, die sich aus einem 

dibenzo-γ-Pyron Grundgerüst aufbauen. Wobei zwei aromatische Ringsysteme über 

einen zyklischen Ether verbunden sind [109]. Aus der Literatur ist der 

antiplasmodiale Effekt von Xanthonen bereits bekannt, wobei diese Verbindungen 

die Bildung des mindertoxischen Häminpolymers Hemozoin hemmen [110]. Die 

Antimalariawirkstoffe Anthraquinon und Rufigallol gehören auch zur Stoffklasse 

xanthonähnliche Substanzen [111, 112]. Allerdings wurde ein inhibitorischer Effekt 

durch diese Substanzen auf die PfGST bis zum jetzigen Zeitpunkt noch nicht 

beschrieben. Bei einer zweiten Gruppe potenzieller PfGST Inhibitoren handelte es 

sich um Thioharnstoffe. Diese Substanzen sind Harnstoffderivate, wobei der 

Sauerstoff durch Schwefel substituiert wurde. Aus der Literatur sind 

Thioharnstoffderivate mit einer Wirkung gegen den Malariaerreger bekannt [113, 

114], allerdings wurde auch hier eine inhibitorische Wirkung gegen GSTs im 

Allgemeinen oder speziell gegen die PfGST bis zum jetzigen Zeitpunkt nicht konkret 
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beschrieben. Die stärksten inhibitorischen Effekte auf die PfGST aus den ersten 

Experimenten konnten aus der Xanthongruppe für 7-Bromo-2,3,4,4a-tetrahydro-1H-

Xanthen-1-on (19) und 7-Bromo-9-hydroxy-2,3,4,9-tetrahydro-1H-Xanthen-1-on (20), 

sowie aus der Thioharnstoffgruppe für 1,3-bis[3,5-bis(trifluoromethyl)phenyl] 

Thioharnstoff (17) ermittelt werden. 2,3,4,4a- tetrahydro-1H-Xanthen-1-on (30), 

welche die Grundstruktur der Xanthonderivate ist, inhibierte die PfGST zu 20 %. 

Allerdings konnte durch eine Verschiebung der Doppelbindung in dem 

Xanthonmolekül bei 2,3,4,9-tetrahydro-1H-Xanthen-1-on (35), die Effektivität des 

Inhibitors erhöhen. Die veränderten Eigenschaften von Komponente 35 gegenüber 

Komponente 30 können durch eine Verlagerung der α-β ungesättigten 

Carbonylgruppe an dem Kohlenstoffatom eins des Xanthons erklärt werden. Dieser 

Effekt konnte ebenfalls im Vergleich zwischen Komponente 19 und 20 beobachtet 

werden, die sich in der Lage einer Doppelbindung unterscheiden. Zusätzlich sind 

beide Moleküle an Kohlenstoffatom sieben mit einem Bromatom substituiert, 

allerdings ist Komponente 20 zusätzlich an Kohlenstoffatom neun mit einer 

Hydroxylgruppe substituiert. Diese Modifikationen führten im Endeffekt zu einer 

dreifachen Erhöhung des IC50- und Ki-Wertes für Komponente 20. In der folgenden 

Abbildung sind die Substituenten der getesteten Xanthon- und 

Thioharnstoffinhibitoren vergleichend dargestellt. 

 

 
Abbildung 39: Grundgerüst der effektivsten PfGST Inhibitoren mit Kohlenstoffnomenklatur. Die Lage der 

verschiedenen Substituenten ist durch Pfeile und in roter Schrift gekennzeichnet. Die unterschiedliche 

Schriftgröße stellt den Einfluss auf die inhibitorischen Eigenschaften des Moleküls dar. Wobei ein Pluszeichen 

einen positiven Einfluss und ein Minuszeichen einen negativen Einfluss auf die inhibitorischen Eigenschaften des 

Moleküls bedeutet. A: Xanthongrundstruktur, B: Thioharnstoffgrundstruktur.       

 

Bei den Xanthonderivaten konnte herausgefunden werden, dass sowohl die 

Substitution an Kohlenstoffatom neun einen negativen Einfluss auf die Effektivität 
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hat, als auch eine Änderung der Carbonylgruppe an Kohlenstoffatom eins. Diese 

negativen Effekte sind Dominant gegenüber den Gruppierungen, die einen positiven 

Effekt haben. Also bleibt festzuhalten, dass die Carbonylgruppe an Kohlenstoffatom 

eins und kein Substituent an Position neun essentiell für die Funktionalität der PfGST 

Xanthoninhibitoren ist. Für die Funktion der Thioharnstoffderivate  waren 

Trifluoromethyl-, oder Methylgruppen an den Kohlenstoffatomen fünf und drei 

essentiell. Den stärksten inhibitorischen Effekt aller getesteten Substanzen auf die 

PfGST besaß die Komponente 62 aus der Xanthongruppe. Bei der 

Thioharnstoffgruppe konnte der stärkste inhibitorischen Effekt für Komponente 57 

beobachtet werden. Die Ergebnisse deuteten darauf hin, das Xanthon- und 

Thioharnstoffderivate als Leitstrukturen für potenzielle Inhibitoren der PfGST 

geeignet sind. Vergleicht man die ermittelten IC50- und Ki-Werte  der getesteten 

Xanthon- und Thioharnstoffderivate mit Literaturwerten bekannter PfGST Inhibitoren 

fällt zunächst auf, dass dieser Effekt für diese Stoffklassen bis zum jetzigen Zeitpunkt 

nicht beschrieben wurde.  Die IC50- und Ki-Werte der untersuchten Komponenten 

waren um den Faktor zehn geringer als die Werte der bekannten PfGST Inhibitoren 

Hämin, Cibacron blue 3GA oder Coruleo Ellagsäure. In der folgenden Tabelle sind 

die IC50- und Ki-Werte bekannter PfGST Inhibitoren aus der Literatur 

zusammengefasst.  
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Tabelle 11: Ausgewählte PfGST Inhibitoren mit Literaturhinweis 

Inhibitoren IC50 (µM) Ki (µM) Quelle 

Cibacron blue 3GA 4 0,5 Harwaldt et al. 2002 

Etacrynsäure 30 - Harwaldt et al. 2002 

Hämin 4 6,5 Harwaldt et al. 2002 

Protoporphyrin IX 11 10 Harwaldt et al. 2002 

Undekapeptid (Asn-Asn-Thr-Asn-Leu-

Phe-Lys-Asn-Asn-Ala-Thr) 

300 115 Deponte, Becker 2005 

S-Hexylglutathion 180 35 Harwaldt et al. 2002 

S-Propylglutathion 500 - Deponte, Becker 2005 

S-(p-nitrobenzyl) Glutathion 170 - Deponte, Becker 2005 

S-(N-hydroxy-N-phenylcarbamoyl) 

Glutathion 

190 - Deponte, Becker 2005 

S-(N-hydroxy-N-chlorophenylcarbamoyl) 

Glutathion 

40 - Deponte, Becker 2005 

S-(N-hydroxy-N-4-

bromophenylcarbamoyl) Glutathion 

32 - Deponte, Becker 2005 

Ellagsäure ~ 74 - Sturm et al. 2006 

Flav Ellagsäure ~ 29 - Sturm et al. 2006 

Coruleo Ellagsäure ~ 7 - Sturm et al. 2006 

 

Elf Xanthonderivate wurden auf ihre Aktivität gegenüber dem 3D-7 Plasmodium 

falciparum Stamm getestet (Kapitel 4.1.1 Tabelle 4). Auf der Grundlage einer 

Einteilung von Batista et al. (2009) [105] konnten vier Komponenten mit einer guten 

antiplasmodialen Aktivität (IC50: 20 – 100 µM) identifiziert werden und sieben 

Komponenten mit einer moderaten Aktivität (IC50: 100 – 200 µM). Aus der Literatur 

sind IC50-Werte von Xanthonderivaten bekannt die zwischen 0,2 – 50 µM gegenüber 

Plasmodium falciparum liegen [115-117]. Die ermittelten IC50-Werte der elf 

getesteten Xanthonderivate befanden sich ebenfalls in diesem Bereich. Nichts desto 

trotz zeigten die Ergebnisse des [3H]-Hypoxanthin-Assays eine Diskrepanz 

gegenüber den Ergebnissen des CDNB-Assays an der PfGST. Diese Unterschiede 
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können durch eine inadäquate Aufnahme oder die Verstoffwechslung der 

Komponenten im Parasiten erklärt werden. Die nächsten Schritte in der Xanthon und 

Thioharnstoff Wirkstoffentwicklung sollten sich auf die physikochemischen, 

pharmakokinetischen und pharmakodynamischen Eigenschaften der Komponenten 

fokussieren um die Aufnahme in den Parasiten zu verbessern.  

 

5.2 PfGST MES Komplex-Identifikation der potenziellen L-site ? 

Die beschriebene PfGST Struktur aus Kapitel 4.2 zeigt das inaktive Tetramer dieses 

Proteins, das in der Abwesenheit von GSH oder anderer Liganden gebildet wird [34, 

118]. Bei der Tetramerbildung der PfGST kommt es zu einer über den Loop 113-119 

vermittelte regelrechte Verzahnung der beiden Homodimere miteinander [40, 41]. Im 

Gegensatz dazu, ordnet sich der H-site Loop 113-119 während der Bindung eines 

Liganden neu. Die Aminosäuren Asn114, Leu115 und Phe116 bilden dabei eine 

zusätzliche Windung in α-Helix 4 und die Seitenketten der Aminosäuren Asn111, 

Phe116 und Tyr211 bewegen sich in die H-site. Die veränderte Anordnung der Reste 

113-119 während der Liganden- oder Inhibitorbindung des Enzyms verhindert die 

Verzahnung und damit die Inaktivierung der PfGST Dimere [34]. Der Unterschied des 

Loops zwischen inaktivem PfGST Homotetramer und einem aktiven Homodimer, ist 

in Abbildung 40 dargestellt. 

 

 
Abbildung 40: A: Überlagerung der PfGST Struktur mit gebundenem Liganden, PDB: 2AAW, (rot) und der 1,7 Å 
PfGST Struktur (blau). B: Loop 113-119 der PfGST, während einer Ligandenbindung und ohne Ligand. 1: Mit 
Ligand (rot) bilden die Aminosäurenreste Asn114, Leu115 und Phe116 eine zusätzliche Windung in  α-Helix 4. 2: 
Dadurch wird der Loop verkürzt und klappt in die H-site des Monomers ein.  

 

Darüber hinaus, konnten bei der hier gezeigten Struktur eine Diagonalvernetzung 

zwischen dem A-D, B-C Interface der Monomere gefunden werden. Dieses Interface 
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wurde jeweils durch zwei hydrophobe Wechselwirkungen zwischen Thr122-Lys130 

und Glu126-Glu126 stabilisiert. Bei einem Vergleich mit den derzeit bekannten acht 

PfGST Strukturen aus der PDB zeigte sich, dass dieses Interface bis zum jetzigen 

Zeitpunkt nicht beschrieben wurde. Bei den A-B (C-D) und A-C (B-D) Interfaces gab 

es keine Unterschiede zwischen der Struktur und den acht PfGST Strukturen aus der 

PDB. Die im Rahmen dieser Arbeit analysierte 1,7 Å Struktur der PfGST liefert 

weitere molekulare Einblicke in den Reaktionsmechanismus des Proteins. Diese 

Informationen sind besonders hinsichtlich der strukturbasierten Wirkstoffentwicklung 

für das Protein von Bedeutung. Die höchste Auflösung einer PfGST Struktur lag bis 

jetzt bei 1,9 Å (PDB: 1OKT, PDB: 3FR3) [41, 46]. Allerdings fehlten den jetzigen 

strukturellen Daten der PfGST fundierte Aussagen über die Lage und beteiligte 

Aminosäuren an der PfGST L-site.  

Nichts desto trotz existieren von GSTs anderer Organismen detaillierte Informationen 

über die L-site. So befindet sich die L-site der GST von Zea mays in der H-site des 

Proteins [119]. Bei den GSTs von Schistosoma japonica oder Cephalopoda spec. 

scheint die L-site in der Dimerschnittfläche zu liegen [120, 121]. Zwei 

unterschiedliche Gruppen postulierten für die humane pi-GST verschiedene 

Positionen der L-site. Oakley et al. (1999) beschrieben, das sich die L-site dieses 

Proteins in der H-site befindet [122]. Im Gegensatz dazu beschrieben Prade et al. 

(1997) eine nicht-Substrat-Bindungsstelle in einem Puffer zugänglichem Gebiet des 

Proteins, die unterschiedlich zur G- oder H-site des Proteins war [123]. 

Interessanterweise beschrieb die letztere Gruppe die Bindung eines MES-Moleküls 

an der nicht-Substrat-Bindungsstelle der humanen pi-GST. Frühere kinetische 

Experimente mit verschiedenen GSTs zeigten, das die nicht-Substrat-Bindung des 

Proteins durch eine nichtkompetitive Inhibition der enzymatischen Aktivität 

gekennzeichnet war. Des Weiteren zeigten die kinetischen Daten, das die nicht-

Substrat-Bindungsstelle oder L-site eine unterschiedliche Lokalisation zu der G- und 

H-site des Proteins aufzeigt [35].  

Ein Vergleich der in Kapitel 4.2 beschriebenen Proteinstruktur mit den hinterlegten 

acht PfGST Strukturen in der PDB zeigte bei der Struktur mit dem PDB Code: 2AAW 

die Bindung eines D-Threitol Moleküls nahe der identifizierten MES-Bindungsstelle. 

Das D-Threitol Molekül interagierte mit Leu26 und Gly27 durch hydrophobe 

Wechselwirkungen [34]. Die Aminosäure Leu26 ist ebenfalls bei der MES-Bindung 
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durch eine hydrophobe Wechselwirkung involviert. In der folgenden Abbildung sind 

die Lokalisationen der beiden Moleküle in der Nicht-Substrat-Bindungsstelle der 

PfGST dargestellt. 

 

 

Abbildung 41: Überlagerung der 1,7 Å PfGST Struktur (blau) mit PDB:2AAW (rot). A: Ribbon-Darstellung mit 
dem MES Molekül und dem DTL Molekül. B: Oberflächendarstellung, Leu26 interagiert mit MES als auch mit 
DTL.  

 

Die PfGST MES Bindung wird durch zwei H-Brücken stabilisiert, dabei sind die 

Aminosäurenreste Asn198 und Tyr25 beteiligt, die jeweils eine H-Brücke ausbilden. 

Zusätzlich kommt es zur Stabilisierung der Interaktion durch hydrophobe 

Wechselwirkungen. Asn198 ist am Rand der Nicht-Substrat-Bindungsstelle 

lokalisiert, während Tyr25 in der nicht-Substrat-Bindungsstelle liegt und aus ihr 

herausragt. Diese Konstruktion der Region führt zu der Annahme, das Tyr25 als 

Ankermolekül wirken kann, indem es die Ligandenbindung durch die Ausbildung von 

H-Brücken stabilisiert. Die Größe und der molekulare Aufbau dieser Region lassen 

vermuten, dass komplexe Moleküle wie Hämin, α-Tocopherol, Gallensäuren oder 

Medikamente hier binden können. Frühere Experimente identifizierten die  Interaktion 

zwischen α-Tocopherol und der humanen pi GST, die obendrein zur Inhibition des 

Proteins führte [124]. Die inhibitorische Eigenschaft von Hämin gegenüber der 

PfGST [37, 46] und humanen GSTs [125] wurde ebenfalls beschrieben.  

Ferner zeigte molekulares Docking mit Hämin und der nicht-Substrat Bindungsstelle 

der PfGST, das es sich wahrscheinlich bei der identifizierten Bindungsstelle um die 

L-site des Proteins handelt. Das Häminmolekül passt perfekt in die hydrophobe nicht-

Substrat-Bindungsstelle. Die Bindung zu Hämin wird dabei durch drei H-Brücken 
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stabilisiert. Eine herausragende Rolle ist dabei Tyr25 zugedacht, dessen 

Hydroxylgruppe mit dem Fe-(II)-Atom des Hämins eine Wasserstoffbrücke ausbildet. 

Die Interaktion zwischen Tyrosin und Häm wurde ebenfalls für NEAT („near-iron 

Transporter“) Domänen bakterieller Proteine beschrieben [126, 127]. Unterstützt wird 

diese Interaktion durch zwei weitere H-Brücken zwischen dem Amidstickstoff der 

Aminosäuren Asn84 und Asn157 und dem Carbonylsauerstoff des Hämin. Außerdem 

wird die Interaktion durch zehn hydrophobe Wechselwirkungen stabilisiert. Die 

Häminbindungsstelle liegt in der tetrameren Form des Proteins frei zugänglich vor, 

wie in Kapitel 4.2 Abbildung 14 und 15 dargestellt wurde. Allerdings zeigte die 

Molekülpackung im Kristall, dass die potenzielle L-site durch PfGST Moleküle 

verdeckt und abgeschirmt wird (Abb. 42). Dabei wird die Anlagerung der einzelnen 

PfGST Moleküle während der Kristallbildung das Hämin nicht aus der Bindungsstelle 

verdrängen, da der Abstand in dieser Region des Kristalls zwischen den Molekülen 

groß genug ist. Allerdings kann Hämin nicht in einen bereits vorhandenen PfGST 

Kristall gesoakt werden. Der Grund hierfür ist, dass die vorhandenen Kristallkanäle 

einen Durchmesser von ungefähr 12 Å haben, während das Häminmolekül die Maße 

14 Å x 15 Å besitzt und somit zu groß ist um über die Kanäle an die Bindungsstelle 

zu gelangen. 

 
Abbildung 42: Molekülpackung des PfGST Kristalls, mit gebundenem Hämin an der voraussichtlichen L-site 

nach molekularem Docking. A: Längsansicht der PfGST Kristallpackung, Hämin ist durch die davorliegende 

Reihe PfGST Moleküle verdeckt. Der Abstand zwischen dem Hämin und dem davor liegenden PfGST Molekül 

beträgt 13 Å. B: Ansicht auf die Molekülpackung des PfGST Kristalls um 45 ° gedreht. Hämin ist durch die 

davorliegende Reihe PfGST Moleküle verdeckt. Der angrenzende Kristallkanal hat einen Durchmesser von 12 Å 

und ist für das Häminmolekül nicht passierbar. 
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Diese Ergebnisse sind kompatibel mit den Beobachtungen von Liebau et al. (2009), 

welche die Häminbindung der PfGST unabhängig von einer GSH oder GSSG 

Interaktion an der G-site des Proteins beschrieben [46] und mit den Ergebnissen von 

Mannervik et al. (1988), deren kinetische Daten zeigten, dass die L-site eine 

unterschiedliche Lokalisation zu der G- und H-site des Proteins aufzeigen [35]. Die 

G- und H-site der PfGST kann als Bindungsstelle für Hämin ausgeschlossen werden, 

da diese Unabhängigkeit der Bindung von GSH und GSSG zeigten, das auch die 

tetramere PfGST Hämin binden kann. Wie zuvor beschrieben ist im tetrameren 

Zustand des Proteins die G- und H-site blockiert. Es ist davon auszugehen, dass die 

Bindung von Hämin an die in Kapitel 4.2.2 postulierte L-site unabhängig von der 

PfGST Tetramerbildung und darüber hinaus von einer zusätzlichen GSH oder GSSG 

Bindung ist. Zur weiteren Untersuchung dieser Bindungsstelle kann das für die 

Häminbindung wichtige Tyr24 durch ortsgerichtete Mutagenese gegen die 

Aminosäure Alanin ersetzt werden. Dadurch kann die Essentialität dieser 

Aminosäure für die Häminbindung weiter untersucht werden. Weitere Aminosäuren, 

die an der Hämininteraktion beteiligt sind und deren Einfluss durch ortsgerichtete 

Mutagenese nachgeprüft werden kann, sind Asn84 und Asn157. Der Vergleich der 

MES Bindung in der PfGST Kristallstruktur mit den Ergebnissen aus den Nah-UV 

CD-Messungen zeigten, dass die Bindung des MES Moleküls bereits in Lösung 

stattfindet. Bei den CD-Messungen konnte eine schwache Abnahme in der 

Absorption der Tyrosin-und Penylalaninspektren im Vergleich zu einem Nah-UV 

Spektrum der PfGST ohne MES gemessen werden. Während dieser Interaktion wird 

Tyr25 durch das MES Molekül verdeckt. Jedes PfGST Monomer besitzt 16 Tyrosine, 

bei der MES Interaktion wird aber nur ein Tyrosin verdeckt. Über 90 % der Tyrosine 

bleiben zugänglich für die Messung, deshalb kommt es zu keiner starken Abnahme 

der Absorption im Nah-UV Bereich für das Tyrosin Spektrum. Die Abnahme der 

Absorption im Nah-UV Spektrum von Phenylalanin ist durch eine teilweise 

Abdeckung von Phe192 durch das MES Molekül erklärbar.  

 

5.3 PfGST Kristallisation  

Als Grundlage der strukturbasierten Wirkstoffentwicklung werden hoch auflösende 

Strukturen der Zielproteine zusammen mit der untersuchten Leitstruktur benötigt. In 
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der PDB sind acht Kristallstrukturen der PfGST hinterlegt (1OKT, 1PA3, 2AAW, 

1Q4J, 3FRC, 3FR3, 3FR6 und 3FR9), deren Auflösung zwischen 2,4 und 1,9 Å liegt. 

Dabei liegen fünf Strukturen als das biologisch aktive Homodimer vor und drei 

Strukturen als inaktive Form des Homotetramers. Wenn die PfGST in der 

homotetrameren Form vorliegt, ist davon auszugehen das der Inhibitor nicht binden 

kann, oder bei der Tetramerbildung der gebundene Inhibitor durch die 

Proteinmoleküle aus der G- oder H-site verdrängt wird. Folglich war es von 

Bedeutung optimale Kristallisationsbedingungen für die PfGST im Komplex mit 

Komponente 19 zu finden. Nach diesen Kristallisationsversuchen konnten vier 

Bedingungen gefunden werden, die für die PfGST zuvor noch nicht beschrieben 

wurden. Die publizierten Kristallisationsbedingungen der PfGST unterscheiden sich 

deutlich von den in Kapitel 4.3 beschriebenen Bedingungen. Zum Vergleich sind in 

der nachfolgenden Tabelle die Kristallisationsbedingungen der bislang publizierten 

PfGST Strukturen zusammengefasst. 

Tabelle 12: Publizierte Kristallisationsbedingungen der PfGST 

Kristallisationsbedingungen Protein Konzentration 

(mg/mL) 

Quelle 

1,5 M Natriumformiat; 2,5 M 

Natriumphosphat pH 7,8; 15 mM NaCl; 

das Reservoir bestand aus 3 M 

Natriumformiat 

4,3 Fritz-Wolf et al. 2003 

im Tropfen 60 mM CaCl2; 30 mM Na 

Hepes pH 7,5; 8,4% PEG 400 und im 

Reservoir 150 mM CaCl2; 75 mM Na 

Hepes pH 7,5; 21% PEG 400 

3,4 Hiller et al. 2006 

2 M (NH4)2SO4, 0,1 M Tris HCl pH 8,5 7,0 Perbandt et al. 2004 

 
Der PfGST Tetramerbildung wirkt die Bindung von GSH, GSSG und Inhibitoren 

entgegen, wenn sie an der G- oder H-site des Proteins binden [34, 46]. GSH ist das 

natürliche Substrat der PfGST. Während GSSG ein kompetitiver Inhibitor des 

Proteins ist, der mit der G-site interagiert [46]. Aus den Versuchen und Experimenten 

mit der PfGST im Rahmen der Doktorarbeit können die folgenden Ansätze 

durchgeführt werden, um eine Kristallisation des Proteins in seiner aktiven und 

dimeren Form zu verbessern: 
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 Durchgängige GSH Konzentration von mindestens 2mM in allen Puffern und 

Lösungen von der Reinigung bis zur Kristallisation der PfGST. 

 

 Durchgängige Kühlung der Proteinproben von der Reinigung bis zur 

Kristallisation. 

 

 Frühestmögliche Interaktion zwischen GSH, GSSG oder anderer 

Liganden/Inhibitoren mit dem Protein. 

 

 Inhibitoren die an der G- oder H-site des Proteins binden können benutzt 

werden, um das Protein während der Reinigung zu eluieren. Während 

Liganden die an der L-site des Proteins binden, zusammen mit GSH oder 

GSSG dem Protein zugeführt werden können.  

 

 Eine weitere Empfehlung  wäre, während der Kristallisation 2 mM GSH, GSSG 

oder Hämin und 50 µM Inhibitor in der Reservoirlösung vorliegen zu haben.  

 

 

 Liebau et al. (2009) beschrieben, das ortsgerichtete Mutagenese am Loop 

113-119 bis hin zum Entfernen des Loops die Tetramerisierung des Proteins 

verhindern können [46]. 

 

5.4 Peptid Identifikation 

Die ESPs von Onchocerca ochengi, einem nahen verwandten Organismus von 

Onchocerca volvulus wurden bezüglich ihrer Peptidzusammensetzung untersucht. 

Dabei konnten insgesamt 42 Peptide  aus den Onchocerca ochengi ESPs durch 

massenspektrometrische Methoden identifiziert werden. Weitere Analysen 

offenbarten das 32 Peptide durch Proteolyse aus Vorgängerproteinen gebildet 

wurden. Die verbliebenen zehn Peptide entstanden nicht durch proteolytische 

Spaltungsprozesse und wurden zuvor nicht beschrieben. Bei den 

Vorgängerproteinen handelte es sich um GAPDH, Cytochrom-C-Oxidase oder GSH-

Reduktase aus dem intrazellulären Raum, oder um Proteine der ESPs die durch 



Diskussion 

 

104

 

 

Spaltprozesse von Proteasen des humanen Immunsystems Peptide freisetzen, wie 

z.B. ALT-1, Ov-33 oder RAL-2. Einige Peptide mit einer antibakteriellen Aktivität 

werden durch Proteolyse aus Vorgängerproteinen gebildet, z.B. Buforin II aus Histon 

2A [128] oder Laktoferricin aus Laktoferrin [129]. Die Zusammensetzung der 

Onchocerca ochengi ESPs ist ein dynamisches System, das sich hinsichtlich 

Geschlecht und Entwicklungsstadium des Parasiten, sowie dessen Antwort auf 

Signale des Immunsystems verändert. Zum Beispiel sekretieren Brugia malayi 

Mikrofilarien qualitativ und quantitativ unterschiedliche Moleküle im Vergleich zu 

adulten Parasiten, was deren unterschiedliche Lokalisation im Wirtsorganismus und 

den Kontakt mit dem Wirtsimmunsystem reflektiert [130]. Derselbe Sachverhalt wird 

für die Onchocerca ochengi ESPs gelten. Allerdings sollte der Fokus nicht nur auf die 

Peptide der ESPs gerichtet werden. Frühere Studien zeigten, das helminthen ESPs 

Kohlenhydrate [131, 132] und Lipide sowie Lipidmediatoren [133, 134] besitzen, die 

mit dem Wirtsimmunsystem interagieren.  

 
5.5 Die ESPs parasitärer Helminthen, Identifikation von Peptiden mit 

antibakterieller Aktivität 

Aus den 42 identifizierten Peptiden der Onchocerca ochengi ESPs konnte für 4 

Peptide eine antibakterielle Aktivität gegen gram negative E.coli Bakterien 

nachgewiesen werden. Außerdem konnte bei sechs weiteren RPC Fraktionen eine 

antibakterielle Aktivität nachgewiesen werden, die insgesamt 15 potenzielle 

antibakterielle Peptide enthielten.  

In allen lebenden Organismen sind HDPs ein Teil des angeborenen Immunsystems 

[135, 136]. Sie können eine Aktivität gegen Bakterien, Pilze, eukaryotische Parasiten 

und Viren besitzen [137-139]. Zusätzlich können diese Peptide Lipopolysaccharid 

(LPS) hervorgerufene Prozesse der Immunantwort neutralisieren [140, 141]. 

Bakterielle LPS sind Schlüsselmoleküle bei einem endotoxischen Schock, der bei 

Infektionen mit gram negativen Bakterien auftreten kann [142-144]. HDPs besitzen 

die einzigartige Fähigkeit hyperinflammatorische Immunantworten zu unterdrücken 

während Abwehrmechanismen der Immunantwort aufrechterhalten werden [145]. 

Zusätzlich zu ihrer antimikrobiellen Aktivität besitzen die HDPs also auch das 

Potenzial das Immunsystem zu regulieren [146]. Robinson et al. (2011) beschrieben 

eine Peptidfamilie die von dem Helminthen Fasciola hepatica sekretiert wird, mit 
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ähnlichen funktionellen und biochemischen Eigenschaften wie die humanen 

Defensine und Cathelicidine. Diese Peptide wurden Helminthen defensiv Moleküle 

(HDMs) genannt. Durch die Hemmung der Interaktion zwischen bakteriellen LPS und 

Makrophagen verhindern die HDMs die Aktivierung einer inflammatorischen 

Immunantwort [147]. Dadurch wird der Schutz des Wirts erhöht und 

dementsprechend auch der des Parasiten [148].  

Darüber hinaus konnte beobachtet werden, dass es durch Helminthen verursachte 

Schäden z.B. durch Gewebsmigration, zu einer systemischen Bewegung von 

Bakterien im Wirt führen kann [149-152]. In endemischen Gebieten für Helminthen 

kann es außerdem zu gleichzeitigen Infektionen mit gram negativen Bakterien, wie 

Salmonella sp kommen [153]. Um diese Bakterieninfektionen abzumildern ist es von 

Vorteil wenn Helminthen ESPs antibakterielle Peptide enthalten. Der 

Wirtsorganismus wird vor starken Infektionen geschützt und der Parasit bewahrt 

seinen Lebensraum.  

Ebenso, gewinnt die Anwendung von antimikrobiellen Peptiden für die humane 

Medizin eine immer größer werdende Bedeutung, dabei spielt vor allem das 

zahlreiche Auftreten von Resistenzen gegenüber verwendeten Antibiotika gegenüber 

humanpathogenen Bakterien eine Rolle [146]. Mehr als 800 verschiedene Peptide 

mit einer nachgewiesenen antimikrobiellen Aktivität wurden bis jetzt identifiziert. Sie 

stammen dabei aus verschiedenen Gewebe- und Zelltypen von Wirbellosen, 

Pflanzen und Tieren [146, 154-156]. Sie umfassen Zytokine und Chemokine [157, 

158], Neuropeptide und Peptidhormone [159, 160] oder Produkte die über 

proteolytische Prozesse aus Vorgängerproteinen entstehen [129, 161].  

Peptide mit einer antibakteriellen Aktivität teilen gemeinsame Charakteristika, wie 

Größe, Sequenz, Ladung, Konformation und Struktur, Hydrophobizität und 

Amphipathizität [154]. Die identifizierten antibakteriellen Peptide teilen ebenfalls 

diese Eigenschaften. Insbesondere das Peptid mit der Sequenz 

DGGDEEGGNDENEDVPRGSF besaß die höchste Ladung mit -7 und eine hohe 

Hydrophobizität mit +44,7 kcal*mol-1. Die antibakterielle Aktivität dieses Peptids 

entsprach einer Ampicillin Konzentration von 8,5 µg/ml, dabei lag die 

Peptidkonzentration bei 1,3 µg/mL.  

Ferner wurde berichtet, das von Helminthen freigesetzte antimikrobielle Peptide 

einen negativen Effekt auf die Vitalität von Protozoenparasiten wie Plasmodium sp 
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oder Leishmania sp haben [162, 163]. In der Tat konnten bei Experimenten ein 

inhibitorischer Effekt der entsalzten Peptidfraktion gegen den 3D-7 Plasmodium 

falciparum Stamm beobachtet werden. Die duale Funktion der HDPs, hinsichtlich der 

Aktivität gegen humane Pathogene und der Modulation des menschlichen 

Immunsystems ist eine Schlüsselfunktion dieser Moleküle und reflektiert deren 

zentrale Position in der angeborenen Immunantwort. Die Fähigkeit von Onchocerca 

ochengi Peptide freizusetzen, die HDPs nachahmen können unterstützt ihre 

Langlebigkeit im Wirt. Die Helminthen erhöhen die Überlebensfähigkeit des Wirts und 

damit ihre eigene Überlebenschance. Die ESPs der Helminthen stellen eine reiche 

Quelle von niedermolekularen Substanzen dar, die eine mikrobielle Aktivität besitzen 

und zum anderen eine modulierende Funktion auf die Immunantwort des Wirts 

besitzen.   

 
5.6 Proteine aus den ESPs von Onchocerca volvulus 

Eine Analyse der PDB zeigt, dass elf Proteinstrukturen aus der Familie Filarioidea, 

zu der Onchocerca volvulus zählt, in der Datenbank hinterlegt sind. Allerdings ist bis 

zum jetzigen Zeitpunkt nur eine Proteinstruktur aus den ESPs von Onchocerca 

volvulus bekannt, wobei es sich um die extrazelluläre GST (PDB: 2HNL) des 

Parasiten handelt [164]. Im Rahmen der Doktorarbeit wurde auch versucht die 

Struktur von vier Onchocerca volvulus ESP Proteinen zu lösen. MIF-1 und Ov7 als 

homologe Moleküle zu Proteinen des Wirtsimmunsystems und RAL-2 sowie Ov103 

deren genaue Funktion auf das humane Immunsystem bis lang nur spärlich 

untersucht wurde. Dabei wurde zunächst die Primärsequenz der vier Proteine 

klassifiziert. 

Onchocystatin gehört zur Cystatin Superfamilie, die Proteine dieser Klasse  sind in 

der Lage Cysteinproteasen aus dem Immunsystem zu hemmen [64]. Ein 

Sequenzalignement von Ov7 mit homologen Cystatinen von Brugia malayi und 

Homo sapiens ist in der folgenden Abbildung dargestellt und zeigt die konservierten 

Cystatinmotive bei Ov7. 
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Abbildung 43: Sequenzvergleich von Ov7 mit verschiedenen Cystatinen von Brugia malayi und Homo sapiens. 
In grau ist die Signalsequenz von Ov7 dargestellt und die konservierten Cystatinmotive. An Position 54 und 55 
der Proteinsequenz befinden sich zwei konservierte Glycine, an Position 97 – 101 befindet sich die konservierte 
QVVAG Sequenz und am C-Terminus an Position 145 und 146 liegt das PW Motiv. An Position 115 und 125 
liegen zwei Cystatine, für die vorhergesagt wurde, dass sie eine intramolekulare Disulfidbrücke ausbilden. Die 
höchste Sequenz Homologie von Ov7 liegt bei 65% gegenüber einem Brugia malayi Cystatin.  

 
Bei den gelösten Proteinstrukturen von Cystatinen konnte gezeigt werden, dass die 

konservierten Cystatinmotive eine keilförmige Struktur bilden, welche das aktive 

Zentrum der Cysteinproteasen blockiert. Diese Struktur wird aus einem N-terminalen 

Glycin, einem Glutamin-Valin-Glycin (Q-X-V-X-G) Loop und einem weiteren Motiv 

bestehend aus Prolin und Tryptophan (PW) am C-Terminus, gebildet  [165]. Diese 

Motive sind ebenfalls in der Primärsequenz von Ov7 zu finden. 

Die Proteine der MIF-Superfamilie besitzen zum einen eine Phenylpyruvat 

Tautomerase Aktivität und eine Disulfidreduktase Aktivität und liegen in ihrer 

biologisch aktiven Form als Homotrimer vor [166, 167]. Ein Sequenzvergleich des 

Onchocerca volvulus MIF-1 mit den homologen Proteinen von Brugia malayi, 

Trichinella spiralis und Homo sapiens ist in Abbildung 44 gezeigt.  

 

Abbildung 44: Sequenzvergleich von Onchocerca volvulus MIF-1 mit MIF Proteinen von Brugia malayi, 
Trichinella spiralis und Homo sapiens. Im N-terminalen Bereich der MIF Proteine liegt das konservierte Motiv der 
Phenylpyruvat Tautomerase. An Position 57-60 liegt das konservierte CxxC, das zuständig für die 
Disulfidreduktase Aktivität des Proteins ist. Die Cysteine dieses Motivs sind grün gekennzeichnet. Die höchste 
Sequenzhomologie zu O. volvulus MIF-1 zeigte mit 86 % das MIF Protein von Brugia malayi.  

 
Im Gegensatz zu MIF-1 und Onchocystatin sind Sequenzhomologien zu Proteinen 

außerhalb der Nematodenfamilie für RAL-2 und Ov103 gering. Die höchste 

Sequenzhomologie für RAL-2 und Ov103 zu humanen Proteinen liegt zwischen 17 % 
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und 28 %. Die höchsten Sequenzhomologien beider Proteine kann zu 

Nematodenproteinen zwischen 44 % und 63% beobachtet werden. 

Sequenzvergleiche für Ov103 und RAL-2 mit homologen Sequenzen sind in den 

Abbildungen 4 und 5 im Angang dargestellt. RAL-2 besitzt eine charakteristische 

Polyglutaminsequenz (PolyQ), bestehend aus elf Glutaminresten. PolyQ-Sequenzen 

sind bei Proteinen bekannt, die neurodegenerative Erkrankungen beim Menschen 

hervorrufen, wie Huntington oder Ataxie [168]. Darüber hinaus wird angenommen 

das diese Sequenzen Interaktionen mit anderen Proteinen eingehen [169], mit sich 

selbst interagieren und Interaktionen zwischen Proteinen stabilisieren können [170].  

Durch die Optimierung der heterologen Expression und Reinigung von Ov7, Ov103, 

MIF-1 und RAL2 konnte ausreichend Protein für Kristallisationsversuche produziert 

werden. Die Qualität der Proteinlösungen wurde durch CD spektroskopische 

Messungen und DLS-Messungen überprüft. In der folgenden Abbildung sind die CD-

Spektren der vier ESP Proteine mit ihren Homologiemodellen, die mit dem 

Programm I-TASSER erstellt wurden [107] dargestellt.  

 

Abbildung 45: Vergleichende Darstellung der Homolgiemodelle von vier Onchocerca volvulus ESP Proteinen mit 
den CD-Spektren der heterolog exprimierten Proteine. A: Homologiemodell von MIF-1, der C-sore Modells lag bei 
1,50, der TM score bei 0,92 ± 0,06 und die RMSD bei 1,5 ± 1,3 Å. B: Das CD-Spektrum von MIF-1 lässt eine 
Mischung der Sekundärstrukturelemente, α-Helix, β-Faltblatt und random coiled Strukturen annehmen C: 
Homologiemodell von Ov7, Der C-score des Modells liegt bei -1,11, der TM score bei 0,58 ± 0,16 und die RMSD 
bei 7,3 ± 4,2 Å. D: Das CD-Spektrum von Ov7 lässt ebenfalls eine Mischung in den Sekundärstrukturelementen 
annehmen, allerdings mit einem hohen Anteil Loops oder ungefalteten Regionen. E: Homologiemodell von 
Ov103, der C-score des Modells lag bei -3,79,  der TM score bei 0,30 ± 0,10 und die RMSD bei 13,8 ± 3,9 Å. F: 
Das CD-Spektrum von Ov103 lässt eine Mischung in den Sekundärstrukturelementen annehmen G: 
Homologiemodell von RAL2, Der C-score des Modells lag bei 3,65; der TM score bei 0,32 ± 0,10 und die RMSD 
lag bei 13,5 ± 4,0 Å. Die PolyQ Sequenz ist blau gekennzeichnet H: Das CD-Spektrum von RAL2 zeigt α-Helices 
als dominierende Sekundärstrukturelemente.  
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Der hohe Anteil an random coil Strukturelementen im Ov7 Homologiemodell war 

ebenfalls aus dem Verlauf des CD-Spektrums ersichtlich. Die RAL-2 CD-Spektren 

deuteten auf einen sehr hohen Anteil α-Helices in der Sekundärstruktur des Proteins 

hin. Wobei ein random coil Signal im CD-Spektrum, das mit der ungeordneten 

PolyQ-Sequenz assoziiert wäre, nicht detektiert werden konnte. Die 

Sekundärstruktur des RAL-2 Homologiemodells zeigte ebenfalls einen hohen Anteil 

an α-Helices. Das Ov103 Modell zeigt einen hohen Anteil an α-Helices, der in diesem 

Ausmaß nicht im CD-Spektrum des Proteins wieder zu finden ist. Aufgrund der 

fehlenden Strukturen homologer Proteine für Ov103 und RAL-2 kann es hierbei zu 

der beobachteten Diskrepanz kommen. Das CD-Spektrum von RAL-2 zeigt dabei ein 

interessantes Ergebnis, das Protein besitzt eine ungeordnete PolyQ-Sequenz. Das 

CD-Spektrum zeigt allerdings ausschließlich α-Helix assoziierte Spektren in der 

Sekundärstruktur. Schaefer et al. (2012) beschrieben, das Organismen in der Lage 

sind Proteine mit PolyQ Sequenzen zu akkumulieren um Proteininteraktionen zu 

modulieren [170]. Aus der Sicht von Onchocerca volvulus ist es von Vorteil mit 

Proteinen des Wirtsimmunsystems zu interagieren, damit diese nicht ihrer Aufgabe 

nachkommen können. Eine weitere Annahme dieser Studie war, das durch 

Proteininteraktion die ungeordnete PolyQ-Sequenz eine geordnete Sekundärstruktur 

einnimmt [170]. Diese Annahme unterstützt das Ergebnis aus den CD-Experimenten 

von RAL-2. Außerdem zeigten die Ergebnisse der DLS Messungen, dass RAL-2 in 

Lösung als Oligomer vorliegt. Diese Beobachtungen können zu der Annahme führen, 

dass RAL-2 ein Homooligomer bilden kann und durch die Bindung der Proteine die 

PolyQ Sequenz geordnet vorliegt.  

Bei den Kristallisationsversuchen mit Ov7, Ov103, MIF-1 und RAL-2 konnten leider 

bislang keine beugenden Kristalle generiert werden. Analysen der Proteinsequenzen 

mit dem Programm XtalPred [171] zeigten, das Ov7, Ov103 als auch RAL-2 einen 

relativ hohen Anteil ungeordneter und flexibler Regionen besitzen. Zumindest für Ov7 

und Ov103 konnten diese im CD-Spektrum gezeigt werden. Diese beweglichen 

Regionen können den Kristallisationsprozess stören. Die PolyQ Sequenz von RAL-2 

wurde ebenfalls als flexible und ungeordnete Region eingestuft.  

Zur Unterstützung der Kristallisation von Ov103 wurden DARPins selektiert. Die 

DARPins sind in der Lage das gebundene Protein zu stabilisieren und können als 

Startpunkt des Kristallisationsprozesses dienen [172, 173]. Für Ov103 konnten 30 
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DARPins selektiert werden und von diesen 30 DARPins wurden 16 auf die 

Komplexbildung mit Ov103 getestet. Dabei bildeten die DARPins n3 und o8 

Komplexe mit Ov103. Die Beobachtungen während dieser Experimente zeigte, dass 

die DARPins in der Lage sind durch ihre Interaktion mit Ov103 das Protein vor 

Aggregation zu schützen. Eine Koexpression beider Proteine kann die Stabilität von 

Ov103 daher erhöhen und ein Komplex würde schon nach der Expression in den 

E.coli Zellen vorliegen. Außerdem kann bei dieser Methode Ov103 ohne His-Tag, 

Linkerregion und Proteaseschnittstelle produziert werden. Der Komplex kann mithilfe 

von Ni-NTA Affinitätschromatographie über das interagierende DARPin, das einen 

Hexahistidin-Tag besitzt, gereinigt werden.  
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6 ZUSAMMENFASSUNG – SUMMARY  
 

6.1 Zusammenfassung 

Zyklisch übertragende Parasitosen stellen seit vielen Jahrhunderten eine bedeutende 

Bedrohung für die Gesundheit der Menschen in den subtropischen Gebieten Afrikas, 

Amerikas und Asiens dar. Die pathogenetischen Prozesse von Parasitosen sind bis 

heute weder immunologisch noch epidemiologisch ausreichend verstanden.  

Die Identifikation und Entwicklung neuartiger Wirkstoffe ist deshalb von 

grundlegender Bedeutung. Im Fokus dieser Arbeit stehen daher ausgewählte 

Schlüsselenzyme und Peptide von zwei bedeutenden Parasitosen, der 

Onchozerkose und der Malaria.  

Zum einen wurde die Glutathion-S-Transferase (PfGST) von Plasmodium falciparum, 

dem Erreger der Malaria tropica, mit proteinbiochemischen und strukturbiologischen 

Methoden charakterisiert. Dieses Enzym nimmt eine Schlüsselfunktion bei 

essentiellen Entgiftungsprozessen, insbesondere der Hämindetoxifikation ein. Es 

konnten hochaktive, neuartige Inhibitoren des Enzyms identifiziert werden. Diese 

Inhibitoren gehören zur Klasse der Xanthon- und Thioharnstoffderivate und wurden 

anhand von in vitro und in vivo Experimenten auf ihre Wirksamkeit geprüft. Darüber 

hinaus konnte mithilfe der Kristallstruktur der PfGST eine bisher nicht beschriebene, 

potenzielle Bindungsstelle für Hämin identifiziert und über molekulare 

Dockingverfahren verifiziert werden. 

Im zweiten Teil der Arbeit konnten funktionell neuartige und bisher unbekannte 

niedermolekulare sekretorische Peptide von Onchocerca ochengi, dem Erreger der 

Onchozerkose bei Rindern, identifiziert werden. Im Rahmen von Aktivitätsstudien 

konnte überraschenderweise auch nachgewiesen werden, dass diese Peptide zum 

Teil sowohl eine antibakterielle als auch antiplasmodiale Aktivität aufweisen. 

Weiterhin konnten insgesamt vier verschiedene sekretorische Proteine von 

Onchocerca volvulus, dem humanpathogenen Erreger der Onchozerkose erfolgreich 

exprimiert, gereinigt und proteinchemisch charakterisiert werden. Bei den Proteinen 

handelt es sich um Ov7, Ov103, MIF-1 und RAL-2. Von keinem dieser Proteine 

liegen hochaufgelöste Strukturinformationen vor und über die biologische Funktion ist 
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bisher wenig bekannt. Diese Arbeiten haben den Grundstein für eine weiterführende 

strukturbiologische Charakterisierung  gelegt. 

 
6.2 Summary 

Over the centuries cyclically transmitted parasitic diseases represent a major burden 

for the health of the populations in sub-saharan Africa, America and Asia. Until now 

the pathogenetic processes of the parasitoses are not understood sufficiently neither 

immunologically nor epidemiologically.	The identification and development of novel 

drugs, in particular inhibitors of essential proteins is therefore of fundamental 

importance.	This thesis is focussed on selected key enzymes and peptides of two 

major parasitic diseases, onchocerciasis and malaria.  

In the first part, the glutathione S-transferase of the malaria parasite Plasmodium 

falciparum (PfGST) has been characterized structurally and enyzmatically. This 

enzyme plays a key role in essential detoxification processes, especially the hemin 

detoxification. It was possible to identify highly active, novel inhibitors of the enzyme. 

These inhibitors belong to the class of xanthone and thiourea derivatives and their 

activity was studied by in vitro and in vivo experiments. Moreover, a previously 

undescribed but potential binding site of hemin in the crystal structure of the PfGST 

was identified and eventually verified by molecular docking experiments.  

In the second part, so far unknown low molecular weight peptides from Onchocerca 

ochengi were identified. It was demonstrated, that some peptides exhibit both 

antibacterial and antiplasmodial activity. Furthermore, a total of four different 

secretory proteins from Onchocerca volvulus have been successfully expressed, 

purified and characterized. The proteins are called Ov7, Ov103, MIF-1 and RAL-2.  

So far high-resolution structural data are not available and the biological function is 

poorly understood as well. This work is the basis for further structural biology studies 

on these proteins.  
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8 GEFAHREN – UND SICHERHEITSHINWEISE 

8.1 Benutzte Chemikalien (GHS Einstufung) 

Verbindung CAS-Nr. Hersteller 
GHS 

Gefahr 
Gefahrenhinweise 

Vorsorge-
hinweise 

Acetonitril 75-05-8 Merck GHS02 
GHS08 

H225, H302, H312, 
H319,H332,  

P210,    P403+235, 
P305+351+338 

Acrylamide 
30% 

79-06-1 Carl Roth 
GHS06 
GHS08 

H301, H312, H316, 
H317, H319, H332, 
H340, H350, H361f, 

H372 

P201, P280, 
P301+310, 

P305+351+338, 
P308+313 

Agarose 9012-36-6 Serva - - - 

Methansäure 64-18-6 Sigma 
GHS02 
GHS05 

H226, H314 

P260, P280 
P301+330+331, 
P305+351+338, 

P309, P310 

NH4Cl 12125-02-9 Merck 
GHS07 
GHS08 

H302, H319 P305+351+338 

NH4H2PO4 7722-76-1 Sigma - - - 

(NH4)2SO4 7283-20-2 Carl Roth - - - 

Ampicillin 69-52-3 Carl Roth GHS08 H334, H317 
P280, P261, 
P302+P352, 
P342+P311 

APS 7727-54-0 Carl Roth 
GHS03 
GHS07 
GHS08 

H272, H302, H315, 
H317, H319, H334; 

H335 

P280, 
P305+351+338, 

P302+352, 
P304+341, 
P342+311 

Bromphenol-
blau  

115-39-9 Applichem - - - 

CaCl2 10043-52-4 Merck GHS07 H319 P305+351+338 

CDNB 97-00-7 Sigma 
GHS06 
GHS08 
GHS09 

H301, H311, H331, 
H373, H410 

P280, P273, 
P302+352, 
P304+340,     
P309, P310 

Coomassie 
Brilliant Blau 

R250 
6104-59-2 Serva - - - 
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Verbindung CAS-Nr. Hersteller 
GHS 

Gefahr 
Gefahrenhinweise 

Vorsorge-
hinweise 

CuCl2 7447-39-4 Sigma 
GHS07 
GHS09 

H302, H315, H319, 
H410 

P260, P273, 
P302+352, 

P305+351+338 

DMSO 67-68-5 Sigma - - - 

DTT 578517 Applichem GHS07 
H302, H315, H319, 

H335 
P302+352, 

P305+351+338 

EDTA 60-00-4 Sigma GHS07 H319 P305+351+338 

Essigsäure 64-19-7 VWR 
GHS02 
GHS05 

H226, H314 
P280, 

P305+351+338, 
P310 

FeCl2 7758-94-3 Sigma 
GHS05 
GHS07 

H302, H315, H318 
P280,     

P302+352, 
P305+351+338 

Glycin 56-40-6 Fisher - - - 

Glycerin 56-81-5 Sigma - - - 

GSH 70-18-8 Carl Roth - - - 

Guanidinhydro-
chlorid 

50-01-1 Applichem GHS07 H302, H315, H319 
P305+P351+P388, 

P302+P352 

Hefeextrakt 8013-01-2 Serva - - - 

Hepes 7365-45-9 
Sigma 
Aldrich 

- - - 

Imidazol 288-32-4 Carl Roth 
GHS05 
GHS06 
GHS08 

H301; H314; H361 

P260, P281, 
P303+P361+P353, 
P301+P330+P331, 
P305+P351+P338, 

P308+P313 

Imidazolmalat      

IPTG 367-93-1 Carl Roth    

Isopropanol 67-63-0 Carl Roth 
GHS02 
GHS07 

H225, H319, H336. 
P210, P233, 

P305+351+338 

K2HPO4 7758-11-4 Carl Roth - - - 

KCl 7447-40-7 Carl Roth - - - 

KH2PO4 7778-77-0 Merck - - - 

KI 7681-11-0 Sigma - - - 
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Verbindung CAS-Nr. Hersteller 
GHS 

Gefahr 
Gefahrenhinweise 

Vorsorge-
hinweise 

Li2SO4 10377-48-7 Merck GHS07 H302  

MES 4432-31-9 Applichem GHS07 H315, H319, H335 
P261, 

P305+351+338 

MgCl2 7786-30-3 Carl Roth - - - 

MgSO4 7487-88-9 Merck - - - 

Methanol 67-56-1 Carl Roth 
GHS02 
GHS06 
GHS08 

H225, H301, H311, 
H331, H370 

P210, P280, P233, 
P302+P352, P309, 

P310 

NaOAc 127-09-3 Applichem - - - 

NaCl 7647-14-5 Carl Roth - - - 

Na2HPO4 7558-79-4 Carl Roth - - - 

NaH2PO4 10049-21-5 Applichem - - - 

NaOH 1310-73-2 Merck GHS05 H314 
P280, P310, 

P305+351+338 

Na2SO4 7757-82-6 Grüssing - - - 

Ni2SO4 10101-97-0 Applichem 
GHS08 
GHS09 
GHS07 

H332, H315, H334, 
H317, H341, H350i, 

H360D, H372 
H410 

P280, P273, P201, 
P342+P311, 
P308+P313, 
P302+P352 

PEG 10000 25322-68-3 Merck - - - 

PEG 1500 25322-68-3 Fluka - - - 

PEG 550 MME 25322-68-3 Fluka - - - 

PEG 4000 25322-68-3 Merck - - - 

PMSF 329-98-6 Applichem 
GHS06 
GHS05 

H301, H314 
P280, 

P305+P351+P338, 
P310 

Salzsäure  

>25 % 
7647-01-0 Merck 

GHS05 
GHS07 

H314, H335 
P261, P280, P310, 

P305+351+338 

SDS 151-21-3 Sigma 
GHS02 
GHS06 

H228, H302, H311, 
H315, H319, H335 

P210, P261, P280, 
P312, 

P305+351+338 

TCA 76-03-9 Sigma 
GHS05 
GHS09 

H314, H410 

P273, P280, 
P301+P330+P331, 

P305+351+338, 
P309+P310 
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Verbindung CAS-Nr. Hersteller 
GHS 

Gefahr 
Gefahrenhinweise 

Vorsorge-
hinweise 

TEMED 110-18-9 Merck 
GHS02 
GHS05 
GHS07 

H225, H302, H314, 
H332 

P261, P280, 
P305+351+338 

TFA 76-05-1 Sigma 
GHS05 
GHS07 

H314, H332, H412 

P273, P280, 
P301+P330+P331, 

P305+351+338, 
P309+P310 

Tris 1185-53-1 Fluka GHS07 H315, H319, H335 
P261, 

P305+351+338 

Tween 20 9005-64-5 Carl Roth - - - 

ZnCl2 7646-85-7 Merck 
GHS05 
GHS07 
GHS09 

H302, H314, H410 

P273, P280, 
P301+P330+P331, 

P305+351+338, 
P309+P310 

 

8.2 Kommerzielle Protein Screenings und Kits 

Name Hersteller Gefahrenzeichen Risikosätze Sicherheitssätze 

Floppy 
Choppy 

Jena Bio 
Science 

C, Xn, Xi 
R35, R41, R42, 

R36/37/38 
S22, S26, S45, 

S24/25, S36/37/39: 

PACT premier 
Molecular 

Dimensions 
T R23/25, R52/53 S20, S36, S45, S61 

Stura / 
Footprint 

Molecular 
Dimensions 

T, N 

R10, R45, R46, 
R60, R61, R25, 

R36/37/38, 
R48/20/22, R51/53 

S20, S26, S45, S53, 
S61, S36/37/39 

Classic Suite Qiagen T, N 

R10, R45, R46, 
R60, R61, R23/25, 

R36/37/38, 
R48/20/22, R51/53 

S20, S26, S45, S53, 
S36/37/39. 

, 

ComPAS 
Suite 

Qiagen T 

R10, R45, 
R23/24/25, R36/38, 

R39/23/24/25, 
R51/53 

S13, S26, S45, S53, 
S61, S36/37/39. 
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Name Hersteller Gefahrenzeichen Risikosätze Sicherheitssätze 

Cryos Suite Qiagen T, N 

R10, R45, R46, 
R60, R61, R23/25, 

R36/37/38, 
R48/20/22, R51/53 

S20, S26, S45, S53, 
S61, S36/37/39. 

JCSG+ Suite Qiagen T, N 
R10, R21, R41, 
R45, R23/25, 

R37/38, R51/53 

S13, S20, S26, S45, 
S53, S36/37/39 

peqGOLD 
Plasmid Mini 

Kit 
peqlab - - - 

 

8.3 GHS-und Risikosymbole und Informationen über Gefahren,-Risiko,-
Sicherheits- und Vorsogehinweise 

 
Abbildung 46: GHS Piktogramme (Quelle: http://www.unece.org/trans/danger/publi/ghs/pictograms.html). 

 

GHS Gefahrenhinweise 

H 225 Leicht entzündbare Flüssigkeit und Dampf 

H 226 entzündbare Flüssigkeit und Dampf 

H 228 Entzündbare Feststoffe 

H 272 Oxidationsmittel, Brandverstärker 

H 301 Giftig beim Verschlucken 

H 302 Gesundheitsschädlich beim Verschlucken 

H 311 Giftig bei Berührung mit der Haut 

H 312 Gesundheitsschädlich bei Berührung mit der Haut 

H 314 Verursacht schwere Hautverätzungen und Augenschäden 
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GHS Gefahrenhinweise 

H 315 Verursacht Hautreizungen 

H 316 Verursacht leichte Hautreizungen 

H 317 Kann allergische Hautreaktionen verursachen 

H 318 Verursacht schwere Augenschäden 

H 319 Verursacht schwere Augenreizung 

H 330 Lebensgefahr bei Einatmen 

H 331 Giftig bei Einatmen 

H 332 Gesundheitsschädlich beim Einatmen 

H 334 
Kann beim Einatmen Allergien, Asthma oder Atembeschwerden 
verursachen  

H 335 Kann die Atemwege reizen 

H 336 Kann Schläfrigkeit und Benommenheit verursachen 

H 340 Kann genetische Defekte verursachen 

H 341 Kann vermutlich genetische Defekte verursachen 

H 350 Kann Krebs erzeugen 

H 350i Kann Krebs beim Einatmen erzeugen  

H 360 Kann die Fruchtbarkeit oder das Kind im Mutterleib beeinträchtigen 

H 360D Kann das Kind im Mutterleib schädigen 

H 361 
Kann vermutlich die Fruchtbarkeit oder das Kind im Mutterleib 
beeinträchtigen 

H361f Kann vermutlich die Fruchtbarkeit beeinträchtigen 

H 370 Schädigt die Organe 

H 372 Schädigt die Organe bei längerer oder wiederholter Exposition 

H 410 Sehr giftig für Wasserorganismen, mit langfristiger Wirkung 

H 411 Giftig für Wasserorganismen, mit langfristiger Wirkung 
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GHS Sicherheitshinweise  

P201  Benötigt vor Gebrauch besondere Anweisungen 

P210  
Fern halten von Hitze / Funken / offener Flamme / heißen Oberflächen 
– Rauchen verboten 

P233  Behälter dicht geschlossen halten 

P260  Staub / Rauch / Gas / Nebel / Dampf / Aerosol nicht einatmen 

P261  
Staub / Rauch / Gas / Nebel / Dampf / Aerosol vermeiden ein zu 
atmen 

P264  Gründlich Waschen nach gebrauch 

P273  Freisetzung in die Umwelt vermeiden  

P281 Vorgeschriebene persönliche Schutzausrüstung verwenden 

P280  
Schutzhandschuhe / Schutzkleidung / Augenschutz / Gesichtsschutz 
tragen 

P284  Atemschutz tragen 

P309 Bei Exposition oder Unwohlsein 

P310  Sofort Giftinformationszentrum oder Arzt anrufen 

P311  Giftinformationszentrum oder Arzt anrufen 

P312 Bei Unwohlsein Giftinformationszentrum oder Arzt anrufen 

P321  Besondere Behandlung (siehe … auf diesem Kennzeichnungsetikett) 

P362  Kontaminierte Kleidung ausziehen und vor erneutem Tragen waschen 

P501 Inhalt / Behälter … zuführen 

P301+310  Bei Verschlucken: Sofort Giftinformationszentrum oder Arzt anrufen 

P301+P312 
Bei Verschlucken: Bei Unwohlsein Giftinformationszentrum oder Arzt 
anrufen 

P301+P330+P331 Bei Verschlucken: Mund ausspülen. Kein Erbrechen herbeiführen 

P302+P352 Bei Kontakt mit der Haut: Mit viel Wasser und Seife waschen 

P303+P361+P353 
Bei Kontakt mit der Haut (oder dem Haar): Alle beschmutzten, 
getränkten Kleidungsstücke sofort ausziehen. Haut mit Wasser 
abwaschen/duschen 
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P304+341  
Bei Einatmen: Bei Atembeschwerden an die frische Luft bringen und 
in einer Position ruhigstellen, die das Atmen erleichtert 

P305+351+338  
Bei Kontakt mit den Augen: Einige Minuten lang behutsam mit Wasser 
spülen. Vorhandene Kontaktlinsen nach Möglichkeit entfernen. Weiter 
spülen 

P308+313  
Bei Exposition oder falls betroffen: Ärztlichen Rat einholen / ärztliche 
Hilfe hinzuziehen 

P332+313  Bei Hautreizung: Ärztlichen Rat einholen / ärztliche Hilfe hinzuziehen. 

P342+311  
Bei Symptomen der Atemwege: Giftinformationszentrum oder Arzt 
anrufen. 

P403+233  Behälter dicht verschlossen an einem gut belüfteten Ort aufbewahren 

 

 
Abbildung 47: Gefahrensymbole für Formulierungen und entsprechende Kennzeichnung (Quelle: 
http://de.wikipedia.org/wiki/Gefahrensymbol). 

 

Risikosätze 

R8  Feuergefahr bei Berührung mit brennbaren Stoffen 

R10  Entzündlich 

R20  Gesundheitsschädlich beim Einatmen 

R21  Gesundheitsschädlich bei Berührung mit der Haut 

R22  Gesundheitsschädlich beim Verschlucken 

R25  Giftig beim Verschlucken 

R35  Verursacht schwere Verätzungen 

R36  Reizt die Augen 

R38  Reizt die Haut 

R41  Gefahr ernster Augenschäden 

R42  Sensibilisierung durch Einatmen möglich 
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Risikosätze 

R43  Sensibilisierung durch Hautkontakt möglich 

R45  Kann Krebs erzeugen 

R46  Kann vererbbare Schäden verursachen 

R60  Kann die Fortpflanzungsfähigkeit beeinträchtigen 

R61  Kann das Kind im Mutterleib schädigen 

R39/23/24/25  
Giftig: ernste Gefahr irreversibler Schäden durch Einatmen, 
Verschlucken oder Hautkontakt  

R36/37/38  Reizt Augen, Atmungsorgane und Haut  

R23/24/25  Giftig beim Einatmen,  Verschlucken und Hautkontakt 

R20/21/22  Gesundheitsschädlich beim Einatmen,  Verschlucken und Hautkontakt

R48/20/22  
Gesundheitsschädlich: Gefahr ernster Gesundheits-schäden bei 
längerer Exposition durch Einatmen und Verschlucken 

R23/25  Giftig beim Einatmen und Verschlucken 

R36/38  Reizt die Augen und die Haut  

R51/53  
Giftig für Wasserorganismen, kann in Gewässern längerfristig 
schädliche Wirkungen haben 

R37/38  Reizt das Atemsystem und die Haut 

 

Sicherheitssätze  

S20  Bei der Arbeit nicht essen und trinken 

S22  Staub nicht einatmen 

S26  
Bei Berührung mit den Augen gründlich mit Wasser abspülen und Arzt 
konsultieren 

S28 Bei Berührung mit der Haut sofort abwaschen mit viel … (vom 
Hersteller anzugeben) 

S45  
Bei Unfall oder Unwohlsein sofort Arzt hinzuziehen (wenn möglich, 
dieses Etikett vorzeigen). 

S46  
Bei Verschlucken sofort ärztlichen Rat einholen und Verpackung oder 
Etikett vorzeigen. 

S53  
Exposition vermeiden – vor Gebrauch besondere Anweisungen 
einholen. – Nur für den berufsmäßigen Verwender. 
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Sicherheitssätze  

S61  
Freisetzung in die Umwelt vermeiden. Besondere Anweisungen 
einholen/Sicherheitsdatenblatt zu Rate ziehen. 

S24/25  Augen- und Hautkontakt vermeiden  

S36/37  Bei der Arbeit geeignete Schutzkleidung und Handschuhe tragen 

S36/37/39  
Bei der Arbeit geeignete Schutzkleidung, Handschuhe, Schutzbrille 
oder Gesichtsschutz tragen 
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9 ANHANG 
 

Tabelle 1: Auflistung der verwendeten PfGST Inhibitoren, mit IUPAC Nomenklatur und Strukturformel 

Nr. Grund-
verbindung 

IUPAC-Nomenklatur Strukturformel

1  Chromen 
8-hydroxy-2H-chromen-3-
carbaldehyd 

 
 

2 Chromen 3H-benzo[f]chromen-2-carbaldehyd 

 
 

3 Benzaldehyd 
4-hydroxy-2,6-dimethoxy 
benzaldehyd 

 
 

4 Xanthon 
1-hydroxy-8-methoxy-4a,6-dimethyl-
2,3,4-trihydro-1H-xanthen-9-on 

 
 

5 Benzaldehyd 
4-formyl-3-hydroxy-5-methoxy 
phenyl-7-trifluoromethansulfon 

 
 

6 Benzaldehyd 
4-formyl-3,5-dimethoxyphenyl-7-
trifluoromethansulfon 

 
 

7 Chromen 
4-hydroxy-2,6-
dimethoxybenzaldehyd 

 
 

8 Phenol (3,5-dimethoxyphenyl)methanol 

 
 

9 Chromen 
5-hydroxy-2,2,7-trimethyl-3,4-
dihydro-2N-benzopyran-4-on 

 
 

10 Chromen 
5-methoxy-2,2,7-trimethyl-3,4-
dihydro-2N-benzopyran-4-on 
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Tabelle 1 (vortlaufend): Auflistung der verwendeten PfGST Inhibitoren, mit IUPAC Nomenklatur und 
Strukturformel 

Nr. Grund-
verbindung 

IUPAC-Name Strukturformel

11 Benzaldehyd 2,6-dimethoxy-4-methylbenzaldehyd 

 
 

12 Benzaldehyd  
2-hydroxy-6-methoxy-4-methyl 
benzaldehyd 

 
 

13 Dioxatricyclol (1R,9R)-9-methyl-8,12-dioxatricyclol 

 
 

14 Dioxatricyclol 
(1R,9R,11R)-3methoxy-5,9-
dimethyl-8,12- dioxatricyclol 

 
 

15 Dioxatricyclol 
(1R,2S,7S)-11,11-dimethyl-4,12-
dioxatetracyclol 

 
 

16 
Carbonsäure 
amid 

3,5-dimethoxy-N,N-bis(pyridine-2-
methyl)benzamid 

 
 

17 Thioharnstoff 
1,3-bis[3,5-bis(trifluoromethyl) 
phenyl]thioharnstoff 

 
 

18 Benzaldehyd 
1-(2,6-dihydroxy-4-methylphenyl) 
ethan-1-on 

 
 

19 Xanthon 
7-bromo-2,3,4,4a-tetrahydro-1H-
xanthen-1-on 

 
 

20 Xanthon 
7-bromo-9-hydroxy-2,3,4,9-
tetrahydro-1H-xanthen-1-on 

 
 



Anhang  

 

134

 

 

 

Tabelle 1 (vortlaufend): Auflistung der verwendeten PfGST Inhibitoren, mit IUPAC Nomenklatur und 
Strukturformel 

Nr. Grund-
verbindung 

IUPAC-Name Strukturformel

21 Xanthon 
8-methoxy-2,3,4,9-tetrahydro-1H-
xanthen-1-on 

 
 

22 Xanthon 
8-chloro-7-hydroxy2,3,4-trihydro-
1H-xanthen-1-on 

 
 

23 Xanthon 2,3,4-trihydro-1H-xanthen-1,7-diol 

 
 

24 Xanthon 
1-methoxy-2,3,4,4a-tetrahydro-1H-
xanthen-7-ol 

 
 

25 Xanthon 
1-methoxy-2,3,4-trihydro-1H-
xanthen-7-ol 

 
 

26 Xanthon 
7-bromo-1-methoxy-2,3,4,4a-
tetrahydro-1H-Xanthen 

 
 

27 Xanthon 
8-methoxy-6-methyl-2,3,4,4a-
tetrahydro-1H-xanthen-1-ol 

 
 

28 Xanthon 
5-bromo-8-methoxy-2,3,4,9-
tetrahydro-1H-xanthen-1,9-dion 

 
 

29 Xanthon 
(3R,4S,4aR)-4-hydroxy-8-methoxy-
3-methyl-2,3,4,4a-tetrahydro-1H-
xanthen-1-on 

 
 

30 Xanthon 
2,3,4,4a- tetrahydro-1H-xanthen-1-
on 
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Tabelle 1 (vortlaufend): Auflistung der verwendeten PfGST Inhibitoren, mit IUPAC Nomenklatur und 
Strukturformel 

Nr. Grund-
verbindung 

IUPAC-Name Strukturformel

31 Xanthon 
4-hydroxy-8-methoxy-6-methyl-
2,3,4,9-tetrahydro-1H-xanthen-1-on 

 
 

32 Xanthon 
2,3,4,4a- tetrahydro-1H-xanthen-
1,9-dion 

 
 

33 Xanthon 
9-hydroxy-4a-
[tri(methylsulfanyl)methyl]- 2,3,4,4a-
tetrahydro-1H-xanthen-1-on 

 
 

34 Xanthon 
(4R)-4-hydroxy-8-methoxy-6-
methyl-2,3,4,4a-tetrahydro-1H- 
xanthen-1-on 

 
 

35 Xanthon 2,3,4,9-tetrahydro-1H-xanthen-1-on 

 
 

36 Xanthon 
7-(2-nitrophenyl)-2,3,4,4a-
tetrahydro-1H-xanthen-1-on 

 
 

37 Xanthon 
7-hydroxy-2,3,4,4a-tetrahydro-1H-
xanthen-1-on 

 
 

38 Xanthon 
7-iodo-2,3,4,4a-tetrahydro-1H-
xanthen-1-on 

 
 

39 Xanthon 
7-chloro-2,3,4,4a-tetrahydro-1H-
xanthen-1-on 

 
 

40 Xanthon 
7-fluoro-2,3,4,4a-tetrahydro-1H-
xanthen-1-on 
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Tabelle 1 (vortlaufend): Auflistung der verwendeten PfGST Inhibitoren, mit IUPAC Nomenklatur und 
Strukturformel 

Nr. Grund-
verbindung 

IUPAC-Name Strukturformel

41 Xanthon 
6-bromo-2,3,4,4a-tetrahydro-1H-
xanthen-1-on 

 
 

42 Xanthon 
5,7-dibromo-2,3,4,4a-tetrahydro-1H-
xanthen-1-on 

 
 

43 Xanthon 
5-bromo-2,3,4,4a-tetrahydro-1H-
xanthen-1-on 

 
 

44 Xanthon 
7-(trifluoromethyl)- 2,3,4,4a-
tetrahydro-1H-xanthen-1-on 

 
 

45 Chromen 
7-bromo-2,2-dimethyl-2H-chromen-
3-carbaldehyd 

 
 

46 Thioharnstoff 
3-[3,5-bis(trifluoromethyl)phenyl]-1-
[4-(trifluoromethyl) 
phenyl]thioharnstoff  

 

47 Thioharnstoff 
3-[3,5-bis(trifluoromethyl)phenyl]-1-
[3-(trifluoromethyl) 
phenyl]thioharnstoff  

 

48 Thioharnstoff 
3-[3,5-bis(trifluoromethyl)phenyl]-1-
[2-(trifluoromethyl) 
phenyl]thioharnstoff 

 
 

49 Harnstoff 
1,3-bis[3,5-bis 
(trifluoromethyl)phenyl]harnstoff 

 
 

50 Harnstoff 
3-[3,5-bis(trifluoromethyl)phenyl]-1-
[4-(trifluoromethyl)phenyl]harnstoff 
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Tabelle 1 (vortlaufend): Auflistung der verwendeten PfGST Inhibitoren, mit IUPAC Nomenklatur und 
Strukturformel 

Nr. Grund-
verbindung 

IUPAC-Name Strukturformel

51 Harnstoff 
3-[3,5-bis(trifluoromethyl)phenyl]-1-
[3-(trifluoromethyl)phenyl]harnstoff 

 
 

52 Harnstoff 
3-[3,5-bis(trifluoromethyl)phenyl]-1-
(2-methylphenyl)harnstoff 

 
 

53 Thioharnstoff 
3-[3,5-bis(trifluoromethyl)phenyl]-1-
[4-fluoro-3-(trifluoromethyl)phenyl] 
thioharnstoff 

 
 

54 Thioharnstoff 
3-[3,5-bis(trifluoromethyl)phenyl]-1-
(4-fluorophenyl)thioharnstoff 

 
 

55 Thioharnstoff 
3-[3,5-bis(trifluoromethyl)phenyl]-1-
(2,4-difluorophenyl)thioharnstoff 

 

 
 

56 Thioharnstoff 
3-[3,5-bis(trifluoromethyl)phenyl]-1-
(2,5-difluorophenyl)thioharnstoff 

 
 

57 Thioharnstoff 
3-[3,5-bis(trifluoromethyl)phenyl]-1-
(3,5-dimethylphenyl)thioharnstoff 

 
 

58 Thioharnstoff 
3-[3,5-bis(trifluoromethyl)phenyl]-1-
[3,5-bis(trifluromethyl)phenyl] 
thioharnstoff 

 
 

59 Thioharnstoff 
3-[3,5-bis(trifluoromethyl)phenyl]-1-
[4-(trifluromethyl)phenyl] 
thioharnstoff 
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Tabelle 1 (vortlaufend): Auflistung der verwendeten PfGST Inhibitoren, mit IUPAC Nomenklatur und 
Strukturformel 

Nr. Grund- 
verbindung 

IUPAC-Name Strukturformel 

60 Xanthon 
7-bromo-2,3,4,4a-tetrahydro-1H-
xanthen-1-on 

 
 

61 Xanthon 
7-bromo-2,3,4,4a-tetrahydro-1H-
xanthen-1-on 

 
 

62 Xanthon 
(4R,4aR)-4-hydroxy-8-methoxy-6-
methyl-2,3,4,4a-tetrahydro-1H-
xanthen-1-on 

 
 

63 Xanthon 
(4S,4aR)-4-hydroxy-8-methoxy-6-
methyl-2,3,4,4a-tetrahydro-1H-
xanthen-1-on 

 
 

 

 

 

 
Abbildung 1: Strukturformeln des Xanthongrundgerüst (A) und Thioharnstoffgrundgerüst (B) mit der jeweiligen 
Kohlenstoffatomnomenklatur 
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Abbildung 2: Sequenzvergleich und Proteinparameter der selektierten DARPins. A: Sequenzvergleich der 30 
selektierten DARPins für Ov103. Die roten Kästen markieren die Variationen in den DARPin Sequenzen. B: 
Zusammenfassung der  Proteinparameter der selektierten DARPins in Form des MW und des molaren 
Extinktionskoeffizienten.  
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Abbildung 3: Chromatogramme der Gelfiltrationsläufe von 26 DARPins. Als abschließender Reinigungsschritt 
nach Ni-NTA Agarose.  

 

 

 
Abbildung 4: Chromatogramme der Gelfiltrationsläufe von 12 DARPins und Ov103. Die Komplexbildung wurde 
über eine Superdex 75 16/60 120 mL (GE Healthcare, UK) Gelfiltrationssäule verifiziert. Die Komplexbildung 
wurde durch das Auftreten eines zusätzlichen dritten Peaks im Chromatogramm beobachtet. 
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Abbildung 5: Sequenzvergleich von Onchocerca volvulus Ov103, gegen Oberflächen assoziierte Antigene 
parasitärer Nematoden. Die Höchste Sequenzhomologie zu Ov103 zeigte mit 44 % ein Protein von Brugia malayi.  

 

 

 
Abbildung 6: Sequenzvergleich von Onchocerca volvulus RAL-2, gegen Antigene parasitärer Filarien. Die 
Höchste Sequenzhomologie zu RAL-2 zeigte mit 63 % ein Protein von Brugia malayi und Wucheria bancrofti. Die 
Signalsequenz von RAL-2 ist grau unterlegt.  
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