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Summary 
Trypanosoma brucei are protozoan parasites and the causing agents of human African trypanosomiasis 
(African Sleeping Sickness) and the animal disease Nagana. Trypanosomes have an unusual thiol-
based redox metabolism based on trypanothione (T(SH)₂) and trypanothione reductase (TR). Among 
other redox partners, T(SH)₂ transfers electrons to the essential oxidoreductase Tryparedoxin (Tpx). 
Tpx then reduces e.g. peroxidases to detoxify peroxides and thus plays a key role in the thiol-based 
redox metabolism of trypanosomes. 

The first part of this PhD thesis investigates the structure and dynamics of Tpx in the oxidized, reduced 
and trypanothione-bound state. In contrast to the available X-ray structures of Tpx, nuclear magnetic 
resonance (NMR) spectroscopy shows that the redox switch of Tpx causes structural changes beyond 
the active site. Heteronuclear Overhauser Effect (hetNOE) measurements on oxidized and reduced 
Tpx showed that upon switching between redox states, only the active site is dynamically perturbed. 
Furthermore, NMR spectroscopic investigations of the Tpx-T(SH)₂ interactions suggest a covalent and 
non-covalent binding event, the latter being concentration dependent. The amino acids that are 
presumably involved in the initial binding event and the complex formation of Tpx and T(SH)₂ were 
identified based on the NMR chemical shift perturbations. Moreover, an unexpectedly long half-life of 
~4.8 h for the isolated Tpx-T(SH)₂-complex could be determined. Tpx proteins are present in all 
trypanosomatids. They contain four highly conserved tryptophane residues. The investigation of the 
tryptophane residues from T. brucei Tpx suggest an important role of the tryptophanes for the structure 
and interaction of Tpx with T(SH)₂. 

The second part of this thesis follows up on the interaction of Tpx with CFT (2-(chloromethyl)-5-(4-
fluorophenyl)-thieno[2,3-d]pyrimidin-4(3H)-one), a covalent inhibitor that interacts with the active site 
residue Cys40 in Tpx. In the course of this thesis it was shown that the covalent interaction of CFT with 
the active site residue Cys40 in Tpx is essential for the inhibition and the inhibitor-protein-interaction. 
In collaboration with , University of Würzburg, the X-ray structure of Tpx in complex 
with CFT, which represents the first structure of a tryparedoxin with any inhibitor, was determined at 
high resolution (1,6 Å und 1,8 Å). Unexpectedly, the Tpx-CFT-complex forms a dimer in the crystal 
structure. Analytical size exclusion chromatography (SEC), small-angle X-ray scattering (SAXS), size 
exclusion chromatography coupled with multi-angle light scattering (SEC-MALS) and NMR 
spectroscopy clearly demonstrate the existence of the Tpx-CFT-dimer formation also in solution. A KD 
of 5.7 µM for the dissociation of the dimer complex was determined by dilution isothermal titration 
calorimetry (ITC). Inter- and intramolecular interactions of the Tpx₂-CFT₂-complex were identified in 
the crystal structures and by molecular dynamics (MD) simulations (in collaboration with , 
University of Würzburg). The importance of the intermolecular inhibitor-inhibitor- and inhibitor-
protein-interactions identified in the crystal structure for dimer formation and stabilization could be 
verified by mutagenesis and subjecting mutant proteins to analytical SEC, SAXS, NMR and SEC-MALS 
experiments. CFT is a fluorinated inhibitor. Because of the high gyromagnetic ratio and the resulting 
high sensitivity of the -1/2 spin, ¹⁹F is an interesting nucleus for NMR-spectroscopic investigations. In 
a systematic study of the ¹⁹F resonance of CFT in solution and bound to monomeric or dimeric Tpx, 
experimental results were combined with quantum mechanical/molecular mechanical (QM/MM) 
calculations (in collaboration with , LMU Munich). This demonstrated the ability of 
computational approaches to qualitatively predict the binding modes of fluorinated molecules to 
proteins based on the observed ¹⁹F resonances. 

This thesis presents the first crystal structure of Tpx in complex with a covalent inhibitor and reveals 
an unexpected inhibitor-induced dimerization of Tpx. In addition, the present work expands the 
understanding of the molecular interaction of Tpx with T(SH)₂, which is both concentration- and time-
dependent. 
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Zusammenfassung 

Trypanosoma brucei sind parasitäre Protozoen und die Erreger der afrikanischen Schlafkrankheit im 
Menschen und der Tierseuche Nagana. Trypanosomen haben einen ungewöhnlichen Thiol-basierte 
Redox-Stoffwechsel, der auf Trypanothion (T(SH)₂) und der Trypanothion-Reduktase (TR) basiert. 
Neben anderen Redox-Partnern überträgt T(SH)₂ Elektronen auf die essenzielle Oxidoreduktase 
Tryparedoxin (Tpx). Tpx reduziert dann z. B. Peroxidasen zur Entgiftung von Peroxiden und spielt 
damit eine Schlüsselrolle im Thiol-basierte Redox-Stoffwechsel der Trypanosomen. 

Der erste Teil dieser Dissertation untersucht die Struktur und Dynamik von Tpx im oxidierten, 
reduzierten und Trypanothion-gebundenen Zustand. Im Gegensatz zu den verfügbaren 
Kristallstrukturen von Tpx zeigte die Kernspinresonanz- (NMR-) Spektroskopie, dass die Änderung 
des Redox-Zustands von Tpx eine strukturelle Veränderung über das aktive Zentrum hinaus bewirkt. 
Heteronukleare Overhauser-Effekt- (hetNOE-) Messungen an oxidiertem und reduziertem Tpx 
zeigten, dass sich die Dynamik von Tpx vom oxidierten in den reduzierten Zustand ausschließlich im 
aktiven Zentrum verändert. Des Weiteren deuten NMR-spektroskopische Untersuchungen der Tpx-
T(SH)₂-Interaktion auf ein kovalentes und nicht-kovalentes Bindeereignis hin, wobei letzteres 
konzentrationsabhängig ist. Basierend auf den Veränderungen der chemischen Verschiebung wurden 
die Aminosäuren identifiziert, die vermutlich an einer initialen Bindung und der Komplexformation 
von Tpx und T(SH)₂ beteiligt sind. Darüber hinaus konnte eine unerwartet lange Halbwertszeit von 
~4,8 h für den isolierten Tpx-T(SH)₂-Komplex bestimmt werden. Tpx Proteine kommen in allen 
Trypanosomatiden vor. Sie enthalten vier hochkonservierte Tryptophanreste. Die Untersuchungen 
der Tryptophanreste in T. brucei Tpx deuten auf eine wichtige Rolle der Tryptophanreste für die 
Struktur und Interaktion von Tpx mit T(SH)₂ hin. 

Der zweite Teil dieser Arbeit beschäftigt sich mit der Interaktion von Tpx mit CFT (2-(Chlormethyl)-
5-(4-fluorphenyl)-thieno[2,3-d]pyrimidin-4(3H)-on), einem kovalenten Inhibitor, der mit Cys40 im 
aktiven Zentrum von Tpx interagiert. Im Rahmen dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass die 
kovalente Bindung von CFT an Cys40 im aktiven Zentrum von Tpx für die Inhibition und die Protein-
Inhibitor-Wechselwirkung essenziell ist. In Zusammenarbeit mit , Universität Würzburg, 
wurde die erste Kristallstruktur von Tpx im Komplex mit einem Inhibitor, CFT, in hoher Auflösung 
(1,6 Å und 1,8 Å) bestimmt. Der Tpx-CFT-Komplex liegt unerwarteterweise als Dimer vor. Analytische 
Größenausschlusschromatographie (SEC), Röntgenkleinwinkelstreuung (SAXS), 
Größenausschlusschromatographie gekoppelt mit Weitwinkel-Lichtstreuung (SEC-MALS) und NMR-
Messungen demonstrieren die Tpx-CFT-Dimerbildung auch in Lösung. Mittels isothermer 
Verdünnungs-Titrationskalorimetrie (ITC) wurde ein KD von 5,7 µM für die Dissoziation des 
Dimerkomplexes bestimmt. Inter- und intramolekulare Interaktionen des Tpx₂-CFT₂-Komplexes 
wurden in den Kristallstrukturen und durch Molekulardynamik- (MD-) Simulationen identifiziert (in 
Zusammenarbeit mit , Universität Würzburg). Analytische SEC-, SAXS-, NMR- und SEC-
MALS-Experimente zeigten, dass die in der Kristallstruktur und in MD-Simulationen identifizierten 
intermolekularen Inhibitor-Inhibitor- und Inhibitor-Protein-Interaktionen essenziell für die 
Dimerformation sind und die intermolekularen Protein-Protein-Interaktionen den Dimerkomplex 
stabilisieren. CFT ist ein fluorinierter Inhibitor. Aufgrund des hohen gyromagnetischen Verhältnisses 
und der daraus resultierenden hohen Empfindlichkeit des -1/2 Spins ist ¹⁹F ein interessanter Nukleus 
für NMR-spektroskopische Untersuchungen. In einer systematischen Untersuchung der ¹⁹F-Resonanz 
von CFT in Lösung und gebunden an monomeres oder dimeres Tpx wurden experimentelle 
Ergebnisse mit quantenmechanischen/molekularmechanischen- (QM/MM-) Berechnungen verbunden 
(in Zusammenarbeit mit , LMU München). Dies demonstriert die Fähigkeit von 
computergestützten Ansätzen zur qualitativen Vorhersage der Bindungsmodi von fluorierten 
Molekülen an Proteine auf Grundlage der beobachteten ¹⁹F-Resonanzen. 

Diese Dissertation stellt die erste Kristallstruktur von Tpx im Komplex mit einem kovalenten Inhibitor 
vor und enthüllt eine unerwartete Inhibitor-induzierte Dimerisierung von Tpx. Außerdem erweitert 
die vorliegende Arbeit das Verständnis der molekularen Wechselwirkung von Tpx mit T(SH)₂, welche 
sowohl konzentrations- als auch zeitabhängig ist.  
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1 Einleitung 

1.1 Die Afrikanische Schlafkrankheit 
Trypanosomatide lösen weltweit verheerende Seuchen aus, die eine Gefahr für die Gesundheit und 

das soziale Leben der Menschen darstellen und die Wirtschaft schädigen. Zu den Trypanosomatiden 

zählen die amerikanischen Trypanosomen (Trypanosoma cruzi), welche die Chagas-Krankheit auslösen 

und Leishmanien, welche die weltweit auftretende Leishmaniasis verursachen (Leishmania ssp.). 

Afrikanische Trypanosomen sind die Auslöser der humanen afrikanischen Schlafkrankheit (engl. 

Human African Trypanosomiasis, HAT, Trypanosoma brucei gambiense und T. b. rhodesiense) sowie der 

Rinderseuche Nagana (T. brucei brucei, T. vivax und T. congolense). Afrikanische Trypanosomen werden 

durch einen Stich der Tsetse-Fliege der Gattung Glossina auf den Wirt übertragen. Die Verbreitung der 

HAT beschränkt sich daher auf den Lebensraum der Tsetse-Fliege, den „Tsetse-Gürtel“, welcher eine 

Fläche von 8 Mio. km² zwischen dem 14. südlichen und 22. nördlichen Breitengrad auf dem 

afrikanischen Kontinent umfasst.[1] HAT ist in 36 Ländern der Subsahara endemisch und 60 Mio. 

Menschen leben mit dem Risiko sich zu infizieren.[2] 98% aller der Weltgesundheitsorganisation (engl. 

World Health Organisation, WHO) gemeldeten HAT-Fälle wurden durch T. brucei gambiense ausgelöst.[2] 

Die Zahl der Infektionen durch T. b. gambiense sanken in den letzten 19 Jahren um 96%, von 

26.550 Fällen (2000) auf 864 Fälle (2019).[3] Des Weiteren hat Togo als erstes afrikanisches Land die HAT 

als Problem der öffentlichen Gesundheit für beendet erklärt, da in den letzten 10 Jahren keine 

Infektionen gemeldet wurden.[4]  

Nach dem Stich einer infizierten Tsetse-Fliege kann es beim Wirt zu einer primären Hautläsion 

kommen, dem Schanker. Die afrikanische Schlafkrankheit verläuft anschließend in zwei Stadien.[5] In 

der ersten, hämolymphatischen Phase der HAT vermehren sich die Parasiten im Blut und dem 

lymphatischen System, aber auch in den systemischen Organen, wie Herz, Leber , Milz und 

endokrinen Organen.[6] Die Symptome dieser Phase, die Kopfschmerzen, Müdigkeit, periodisch 

wiederkehrendes Fieber und Gewichtsverlust umfassen, sind eher unspezifisch. Die HAT wird daher 

meist nicht diagnostiziert und behandelt.[5,6] In der zweiten, meningoenzephalitischen Phase hat der 

Parasit die Blut-Hirn-Schranke (engl. blood brain barrier, BBB) passiert und ist nun auch im zentralen 

Nervensystem lokalisiert. Die charakteristische Schlafstörung dieser Phase, bestehend aus Müdigkeit 

tagsüber und Schlaflosigkeit in der Nacht, gab der Krankheit ihren Namen.[5] Weitere Symptome 

dieser Phase sind motorische und mentale Koordinationsschwierigkeiten sowie Demenz und 

Krampfanfälle in der terminalen Phase der Krankheit.[6,7] Unbehandelt führt die Erkrankung zum Tod. 

T. b. rhodesiense löst eine akute und aggressivere Infektion als T. b. gambiense aus.[2] Die zweite Phase 

der T. b. rhodesiense-Erkrankung wird schon nach wenigen Wochen erreicht und der Tod erfolgt in 

weniger als sechs Monaten.[5] Das Erreichen des meningoenzephalitischen Stadiums kann im Falle 

einer T. b. gambiense Infektion über mehrere Monate hinziehen, weshalb diese Infektionsform auch als 

chronisch bezeichnet wird.[2,6] 

Vorteilhaft für eine erfolgreiche Therapie ist eine frühe Diagnose und Behandlung des Patienten vor 

dem Erreichen der zweiten Krankheitsphase. Die Therapieform ist abhängig von der Infektionsform 

und dem Stadium der Erkrankung. Die meisten der verfügbaren Medikamente gegen die afrikanische 

Schlafkrankheit wurden allerdings bereits vor mehr als 50 Jahren entwickelt und haben zum Teil 

schwere Nebenwirkungen. Suramin, ein symmetrischer Polysulfonatnaphtylharnstoff,[8] wurde 1916 

zur Behandlung der Infektion mit T. b. rhodesiense eingeführt. Da Suramin hydrophil ist, wird es 

intravenös verabreicht und kann die BBB nicht passieren (Abbildung 1-1a).[9] Daher kommt es nur 
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während der ersten Phase der Erkrankung zum Einsatz. Suramin inhibiert verschiedene Enzyme im 

Parasiten, z. B. die in Glykosomen lokalisierten Glykolyseenzyme.[10] Allerdings ist der genaue 

Mechanismus von Suramin bis heute nicht aufgeklärt.[9] Ein weiterer Arzneistoff gegen das 

Anfangsstadium der afrikanischen Schlafkrankheit ist Pentamidin, ein aromatisches Diamin (1937, 

Abbildung 1-1b).[8] Es wird gegen die Infektion mit T. b. gambiense eingesetzt und kann intramuskulär 

oder intravenös verabreicht werden.[5] Der Wirkmechanismus von Pentamidin ist ebenfalls nicht 

vollständig aufgeklärt. Pentamidin lagert sich an negativ-geladenen Zellkompartimente, wie 

Phospholipide und Nukleinsäuren an und zerstört die Struktur der mitochondrialen DNA vermutlich 

durch die Inhibition der Topoisomerase II.[9,11] Das Medikament wird vermutlich durch den P1/P2 

Aminopurin-Transporter[8] und Aquaporin 2[12] aufgenommen und ein Funktionsverlust der 

Transporter führt zu einer Resistenz des Parasiten gegen Pentamidin.[13] 1949 wurde Melarsoprol, eine 

trivalente Arsenverbindung (Abbildung 1-1d),[8] gegen das meningoenzephalitische Stadium von T. b. 

gambiense und rhodesiense Infektionen eingeführt.[9] Es wird intravenös verabreicht und ist eine 

schmerzhafte sowie in 5 - 9% der Fällen tödliche Therapie.[6] Melarsoprol wird im Menschen zu 

Melarsenoxid metabolisiert und über den P2 Purintransporter und Aquaporin 2 des Parasiten 

aufgenommen. Melarsenoxid bindet an Trypanothion, dem essenziellen leichten Thiol des Redox-

Metabolismus des Parasiten und inhibiert so die Trypanothion-Reduktase.[9] Trypanothion und 

Trypanothion-Reduktase werden in Kapitel 1.4 genauer eingeführt. Des Weiteren inhibiert 

Melarsoprol verschiedene wichtige Stoffwechsel- und Transportfunktionen, was zu einer raschen 

Zelllyse und dem damit verbundenen Zelltod führt.[9] Der genaue Mechanismus ist jedoch nicht 

bekannt. Auftretende Resistenzen gegen Melarsoprol sind analog zu Pentamidin mit einem 

Funktionsverlust des P2 Purintransporters und von Aquaporin 2 verbunden.[14] Gegen das zweite 

Stadium der T. b. gambiense-Infektion wird in erster Linie eine Kombinationstherapie aus Eflornithin 

(intravenös) und Nifurtimox (oral) verwendet (engl. nifurtimox eflornithine combination therapy, NECT). 

Abbildung 1-1 Verfügbare Chemotherapeutika gegen die afrikanische Schlafkrankheit. Es sind die 

Molekülstrukturen von (a) Suramin und (b) Pentamidin gezeigt, welche gegen das hämolymphatische Stadium 

der afrikanischen Schlafkrankheit eingesetzt werden. Nach dem Erreichen des meningoenzephalitischen 

Stadiums werden Patienten mit (d) Melarsoprol, (e) Eflornithin und (f) Nifurtimox behandelt. (c) Fexinidazol 

nimmt eine besondere Stellung ein, da es sowohl in der ersten als auch in der zweiten Phase der Erkrankung 

verabreicht werden kann. 
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Eflornithin (Abbildung 1-1e) ist ein irreversibler Inhibitor der Ornithin-Decarboxylase, welche den 

initialen Schritt der Trypanothion-Synthese katalysiert.[15] Eflornithin kann auch als Einzeltherapie 

verwendet werden. Die Einzeltherapie ist jedoch giftiger und weniger verträglich als NECT, da eine 

höhere Dosis Eflornithin verwendet wird.[5,6] Nifurtimox, ein Nitrofuran (Abbildung 1-1f), wird durch 

die Nitroreduktase 1 im Parasiten zu reaktiven und giftigen Aminen reduziert.[16,17] Fexinidazol 

Winthrop, kurz Fexinidazol, ein 5-Nitroimidazol-Derivat (Abbildung 1-1c), steht seit 2018 kurz vor 

der Zulassung für die Therapie gegen T. b. gambiense und kann im Gegensatz zu den bisherigen 

Therapieformen oral verabreicht werden.[18,19] Fexinidazol aktiviert analog zu Nifurtimox 

voraussichtlich Nitroreduktase-Enzyme im Parasiten, welche reaktive Amine herstellen und somit 

indirekt giftige und mutagene Auswirkungen haben.[20] Das Medikament ist eine „Pro-Drug“, welche 

durch verschiedene Cytochrom P450-Enzyme zu Sulfoxid oder Sulfon metabolisiert wird. Diese 

Metaboliten sowie Fexinidazol selbst können die Blut-Hirn-Schranke passieren und sind daher 

wirksam gegen beide Stadien der Erkrankung.[18] Die Rate erfolgreich therapierter Patienten, 18 

Monate nach dem Ende der Therapie mit Fexinidazol, liegt bei 91,2%. NECT hat eine 6,42% höhere 

Erfolgsquote als Fexinidazol,[20] allerdings ist die orale Gabe mit Fexinidazol, ohne den bei NECT 

erforderlichen Krankenhausaufenthalt vor allem in ländlichen Regionen, ein großer Vorteil. 

Obwohl die Maßnahmen der WHO zur Eindämmung der afrikanischen Schlafkrankheit erfolgreich 

sind und die gemeldeten Infektionszahlen sinken, besteht ein großer Bedarf an neuen Arzneistoffen 

gegen die afrikanische Schlafkrankheit, da die verfügbaren Chemotherapeutika teilweise massive bis 

tödliche Nebenwirkungen aufweisen und die Resistenzen in den Trypanosomen gegen die 

Arzneistoffe zunehmen. Die Entwicklung neuer Arzneistoffe gründet sich auf Naturstoffe und gezielte 

Entwicklung von Inhibitoren gegen essenzielle Proteine im Parasiten, die im Menschen nicht 

vorkommen oder deren Homologe sich ausreichend unterscheiden, wie z. B. die Oxidoreduktase 

Tryparedoxin[21] oder die Cystein-Protease Rhodesain.[22,23] 

 

1.2 Zelluläre Besonderheiten von Trypanosoma brucei 
Trypanosomen sind flagellierte Protozoen. Die einzelligen Parasiten gehören der Klasse der 

Kinetoplastea an, die einige morphologische, biochemische und metabolische Besonderheiten im 

Vergleich zu anderen eukaryotischen Zellen aufweisen. Der Name der Klassifizierung ist auf ein 

außergewöhnliches Zellkompartiment, den Kinetoplasten, zurückzuführen. Der Kinetoplast ist Teil 

des Mitochondriums und befindet sich am Basalkörper des Flagellum (Abbildung 1-2).[24] Der 

Kinetoplast wird aus der mitochondrialen Membran gebildet, die ein Netzwerk aus DNA-Ringen, den 

Mini- und Maxi-Kreisen, umschließt.[25] Die Maxi-Kreise codieren für einige mitochondriale Enzyme. 

Durch die Transkription der Mini-Kreise entstehen „Leit-RNAs“ (engl. guide-RNAs), die mit Hilfe von 

Editosomen zu einer Editierung der transkribierten mRNA von Maxi-Kreisen führen. Die editierte 

mRNA wird anschließend translatiert.[26] T. brucei haben im Zellkern ein diploides Genom, welches 

aus elf Chromosomen und zusätzlich ~100 Mini-Chromosomen besteht.[27] Die Genexpression verläuft 

polycystronisch durch die RNA-Polymerase II und führt zu Transkriptions-Einheiten die über 100 kb 

lang sein können. Die mRNA wird durch trans-Splicing und Polyadenylierung prozessiert.[28] 

Der Geißelursprung des Flagellums bildet eine Einstülpung der Zellmembran, die Flagellartasche 

(Abbildung 1-2). Diese liegt am posterioren Ende des Parasiten, während das Flagellum anterior 

freibeweglich über den Zellkörper hinausragt und die Bewegungsrichtung angibt. In der 
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Flagellartasche sind alle endozytotischen Prozesse lokalisiert. Der spindelförmige Zellkörper wird 

durch ein Zytoskelett aus Mikrotubuli gestützt.[29]  

Trypanosomen vom Typ T. brucei sind im Säugetier-Wirt vollständig von einer dichten Proteinhülle 

aus Glykoproteinen (engl. variant surface glycoprotein, VSG) auf ihrer Zelloberfläche umgeben. Diese 

sind mit einem Glycosylphosphatidylinositol- (GPI-) Anker in der Zellmembran verankert. Sie 

schirmen die Oberfläche des Parasiten vor dem Immunsystem des Wirts ab und verhindern so die 

Produktion von Antikörpern gegen andere Oberflächenproteine von T. brucei.[30] VSGs haben eine 

immunogene Wirkung auf den Wirt. Der Parasit besitzt bis zu 2000 VSG-Gene und Genfragmente, 

welche ihm eine hohe Antigenvariation ermöglichen.[31] Allerdings exprimiert eine trypanosomale 

Zelle zu einem Zeitpunkt nur einen VSG-Typ. Innerhalb von 12 min kann eine VSG-Population gegen 

eine andere ausgetauscht und die Glykoproteine mit möglicherweise gebundenen Antikörpern 

endozytiert werden.[32] Durch den periodischen Wechsel des VSG-Typs kann der Parasit dem 

adaptiven Immunsystem des Wirts entgehen. Aufgrund dessen schlägt die Entwicklung von 

Impfstoffen gegen T. brucei fehl. In der Tsetse-Fliege wechseln die Trypanosomen ihre VSG-Hülle 

gegen Procycline, eine andere Art GPI-verankerter Proteine. In der Tsetse-Fliege werden die 

Procycline nicht zum Schutz des Parasiten vor dem Immunsystem benötigt, sondern um die 

Oberfläche des Parasiten vor Abbauenzymen im Darm der Fliege zu schützen.[33]Die Zellhülle wird 

aus zwei Arten an Procyclinen aufgebaut: i) EP-Procycline, welche eine Wiederholung des initialen 

Glu-Pro-Dipeptids aufweisen und ii) GPEET-Procycline, welche aus dem sich wiederholenden 

Pentapeptid Gly-Pro-Glu-Glu-Thr bestehen.[33,34]  

Im Gegensatz zu anderen eukaryotischen Zellen ist ein Großteil der Glykolyse-Enzyme in Organellen, 

den Glykosomen lokalisiert.[26,35] Eine weitere Besonderheit in Trypanosomen sind die nur einmal pro 

Zelle vorkommenden Zellkompartimente, wie das Lysosom und das Mitochondrium (Abbildung 1-2). 

Der Parasit passt seinen Stoffwechsel dem Nährstoffangebot im Wirt an (siehe Kapitel 1.3). Je nach 

Stoffwechsel verändert sich die Morphologie des Mitochondriums: i) im Wirbeltier-Wirt findet keine 

oxidative Phosphorylierung statt, daher ist das Mitochondrium schmal und Cristae-arm; ii) in der 

Tsetse-Fliege ist die Atmungskette vollständig ausgebildet und das Mitochondrium ist raumerfüllend 

und Cristae-reich.[36,37]  

Abbildung 1-2 Schematische Darstellung einer T. brucei Blutstrom-Zelle. Besonderheiten der 

Zellmorphologie sind zum Beispiel Zellkompartimente, die nur einmal pro Zelle vorkommen 

wie Lysosom und Mitochondrium.[24] 
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1.3 Der Lebenszyklus von Trypanosoma brucei 
Trypanosoma brucei ssp. sind obligate Parasiten, die sowohl in ihrem Vektororganismus, der Tsetse-

Fliege, als auch im Säugetier-Wirt extrazellulär leben. Der Lebenszyklus von T. brucei ist sehr komplex 

und verlangt eine große Anpassungsfähigkeit, um auf die verschiedenen Bedingungen in der Tsetse-

Fliege und dem Wirbeltier-Wirt zu reagieren. Der Parasit durchläuft verschiedene Stadien, deren 

Einteilung auf der Morphologie des Parasiten, insbesondere auf der Lage des Geißelursprung des 

Flagellum zum Nukleus, beruht (Abbildung 1-3).[29] 

Durch den Stich einer infizierten Tsetse-Fliege 

gelangen die Trypanosomen in der 

metazyklischen Form in einen Säugetier-Wirt 

(Abbildung 1-3F). Die Parasiten entwickeln sich 

im Wirt in die schlanke (engl. long slender) Form 

und replizieren in Blut, Lymphe und 

Interstitialraum (Abbildung 1-3A).[38] Die 

Trypanosomen vermehren sich durch die 

ungeschlechtliche Zweiteilung (binäre 

Fission).[26] Die Hauptnährstoffquelle stellt in 

diesem Stadium Glukose dar, welche durch 

Glykolyse zu Pyruvat metabolisiert wird.[39] Die 

long slender Form kann in der Zellkultur als 

monomorphe Form kultiviert werden 

(Blutstrom-Zellen, BS-Zellen). Nimmt die Dichte 

der Parasiten im Wirtsorganismus zu, wird 

durch Quorum Sensing die Transformation in das 

stagnierende Stadium eingeleitet, das sich durch 

eine kurze gedrungene (engl. short stumpy) 

Morphologie auszeichnet (Abbildung 1-3C).[40–42] 

Nach der Aufnahme des Blutes eines infizierten 

Säugetiers erreichen die Trypanosomen in der 

short stumpy-Form den Mitteldarm der Tsetse-

Fliege und entwickeln sich weiter zur 

prozyklischen Form (Abbildung 1-3D). 

Parasiten, die im long slender-

Entwicklungsstadium den Darm der Fliege 

passieren, sterben.[43] In der prozyklischen Form 

ersetzt der Parasit seine Hülle aus VSG gegen 

Procycline.[44] In diesem Stadium teilt sich der 

Parasit. Die prozyklische T. brucei-Form kann in der Zellkultur in Passage gehalten werden 

(prozyklische Zellen, PC-Zellen). Aufgrund der geringen Verfügbarkeit von Glukose in der Fliege 

bezieht der Parasit vorrangig Energie aus dem Metabolisieren von Prolin zu Alanin und der oxidativen 

Phosphorylierung.[26,39] Die prozyklischen Zellen wandern in der Fliege in den Proventriculus, den 

Vormagen des Insekts, und differenzieren sich dort durch asymmetrische Zellteilung zu kurzen und 

langen epimastigoten Zellen (Abbildung 1-3E).[43] Diese Zellform unterscheidet sich drastisch von den 

anderen Stadien. Das lange Flagellum ist nicht an die Zelle angelegt und der Geißelursprung liegt 

anterior zum Zellkern. Kurze epimastigote Trypanosomen lagern sich nach dem Erreichen der 

Abbildung 1-3 Der Lebenszyklus von T. brucei. Der 

Trypanosomatid wird durch den Stich einer infizierten 

Tsetse-Fliege auf den Menschen übertragen. Im Wirt 

durchläuft der Parasit mehrere Lebenszyklusstadien, die 

nach der Morphologie eingeteilt werden können: (A) die 

sich teilende long slender-Form; (B) eine Zwischenstufe 

(intermediate-Form) und (C) die short stumpy-Form. 

Innerhalb des Vektors durchläuft der Parasit ebenfalls 

unterschiedliche Stadien: (D) die sich teilende 

prozyklische Form; (E) die epimastigote und (F) die 

metazyklische Form. Schwarze Pfeile kennzeichnen 

Stadien, in denen sich der Parasit teilt. Modifiziert nach 

Brun et al., 2010.[45] 



1 Einleitung 

6 

Speicheldrüse der Fliege am Epithelium an.[38] Aus diesem Stadium entwickelt sich die metazyklische 

T. brucei-Form, welche infektiös für einen Säugetier-Wirt ist.[45] Reife metazyklische Zellen haben eine 

ausgebildete VSG-Hülle und liegen frei in der Speicheldrüse des Vektors vor (Abbildung 1-3F).[46] In 

diesem Stadium teilt sich T. brucei nicht und gelangt beim nächsten Stich der Fliege in einen Wirbeltier-

Wirt.  

 

1.4 Der Trypanothion-basierte Redox-Metabolismus in T. brucei 
Trypanosomatide leben wie Säugetier- und Hefe-Zellen in einer aeroben Umgebung. Durch zelluläre 

Prozesse wie z. B. enzymatische Oxidationen oder aerobe Zellatmung kann es zur Bildung reaktiver 

Sauerstoffspezies (engl. reactive oxygen species, ROS) kommen. Findet keine Entgiftung statt, schädigen 

ROS unterschiedliche Zellkompartimente und können zum Zelltod führen. In den meisten 

eukaryotischen Zellen erfolgt die Entgiftung von ROS weitgehend durch die Thiol-basierten Redox-

Systeme Gluathion (GSH)/Glutathion-Reduktase (GR) (Abbildung 1-4a) und Thioredoxin 

(Trx)/Thioredoxin-Reduktase (TrxR) (Abbildung 1-4b).[47,48]  

Abbildung 1-4 Vergleich der Thiol-basierten Redox-Kaskaden in Säugetieren und Trypanosomatiden.

Säugetiere nutzen (a) Glutathion (GSH)/Glutathion-Reduktase (GR) und (b) Thioredoxin 

(Trx)/Thioredoxin-Reduktase (TrxR) während in Trypanosomatiden (c) Trypanothion 

(T(SH)₂)/Trypanothion-Reduktase (TR) Systeme vorkommen. In allen gezeigten System ist NADPH der 

Elektronendonor. (a) Die NADPH-abhängige GR reduziert Glutathiondisulfid (GSSG) zu GSH, welches die 

Disulfidbindung von Glutaredoxin (Grx) reduziert. Grx deglutathionyliert Proteine oder reduziert 

Zielproteine (P). (b) Die durch NADPH reduzierte Thioredoxin-Reduktase (TrxR) überträgt 

Reduktionsäquivalente auf Thioredoxin (Trx). Dithiol-Trx reduziert im finalen Schritt Disulfid-Proteine (P). 

(c) Der Elektronenfluss in der parasitären Kaskade erfolgt von NADPH auf die Trypanothion-Reduktase 

(TR), weiter zum Trypanothion (T(SH)₂), welches Tryparedoxin (Tpx) reduziert. Reduziertes Tpx überträgt 

Elektronen auf die Disulfidbindung von verschiedenen Zielproteinen (P). Inspiriert von Hanschmann et 

al., 2013.[70] 
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Das GSH/GR-System basiert auf zwei Enzymen sowie einem niedermolekularen Thiol (Abbildung 

1-4a): Das NADPH-abhängige Flavoprotein GR überträgt Elektronen auf das Tripeptid GSH, L-γ-

glutamyl-L-cysteinylglycin. GSH reduziert die Oxidoreduktase Glutaredoxin (Grx). Reduziertes Grx 

ist verantwortlich für die Deglutathionylierung von Proteinen und die Reduktion von 

Disulfidbindungen.[49] Das Thioredoxin (Trx)/Thioredoxin-Reduktase (TrxR) System besteht aus dem 

Flavoenzym TrxR, welches die Elektronen von NADPH auf die Oxidoreduktase Trx überträgt 

(Abbildung 1-4b). Trx reduziert Disulfidbrücken von zahlreichen Zielproteinen.[50] Trypanosomatiden 

fehlen die Gene sowohl für GR als auch für TrxR.[51] Sie haben einen einzigartigen Redox-

Metabolismus, der auf Trypanothion (N¹,N⁸-bis(glutathionyl)spermidin; T(SH)₂, siehe Abbildung 1-5 

oben) und der Trypanothion-Reduktase (TR) (Abbildung 1-4c) basiert:[52–54] 

Die Synthese von T(SH)₂ wird durch die Trypanothion-Synthetase aus zwei Molekülen GSH und 

Spermidin katalysiert.[55] T. brucei Zellen synthetisieren GSH de novo aus L-Glutamat, L-Cystein und L-

Glycin, sowie Spermidin aus Ornithin.[56] T(SH)₂ und GSH haben ähnliche Standardredoxpotentiale 

(Tabelle 1-1), allerdings ist die T(SH)₂-Oxidation kinetisch günstiger als die GSH-Oxidation, da ein 

intra- und kein intermolekulares Disulfid gebildet werden muss.[47] Der makroskopische pK-Wert von 

T(SH)₂ beträgt 7,4.[57] Er ist ähnlich dem cytosolischen pH-Wert des Parasiten (PC-Zellen pH = 7,22 und 

BS-Zellen pH = 7,40)[58,59] und fördert den Thiol-Disulfid-Austausch. T(SH)₂ ist das vorherrschende 

niedermolekulare Thiol in T. brucei, welches sich in einer drei- bis vierfach höheren Konzentration 

gegenüber GSH sowohl in prozyklischen als auch in Blutstrom-Zellen zeigt (Tabelle 1-1). 

Tabelle 1-1 Eigenschaften von T(SH)₂ und GSH und ihre Konzentrationen in T. brucei Zellen. 

 T(SH)₂ GSH 

Standardredoxpotential E⁰ -242 mV[47] -230 mV[47] 

pK-Wert 7,4[57] 8,7[57] 

Konzentration an freiem 

Thiol in PC-Zellen 
521 µM[60] 134 µM[60] 

Konzentration an freiem 

Thiol in BS-Zellen 
350 µM[61] 100 µM[61] 

T(SH)₂ wird durch das Flavoprotein TR, einem Homolog der GR und TrxR, in der reduzierten Form 

gehalten (Abbildung 1-5).[47,62] Die Reduktionsäquivalente hierfür stellt NADPH bereit. T(SH)₂ kann in 

einer spontanen Reaktion GSH, Trx[63], Grx[64], Tryparedoxin (Tpx)[65] sowie Dehydroascorbat[66] 

reduzieren.  

T. brucei exprimieren zwei Grx-Proteine mit zwei Cysteinen im aktiven Zentrum (sogenannte 2-Cys-

Grx) und drei Grx-Proteine mit einem Cystein im aktiven Zentrum (1-Cys-Grx). Die beiden 2-Cys-Grx 

Proteine, Glutaredoxin1 (Grx1) und Glutaredoxin 2 (Grx2), katalysieren die Deglutathionylierung von 

Proteinen. Grx2 ist essenziell für das Zellwachstum in PC-Zellen.[64] Monothiole 1-Cys-Grx Enzyme 

sind an der Koordinierung von Schwefel-Eisen-Clustern sowie der Aufrechterhaltung des Thiol-

basierten Redox-Haushalts beteiligt.[67,68] Proteine außer Grx, welche durch T(SH)₂ im reduzierten 

Zustand gehalten werden, sind Thioredoxine (Trx). Afrikanische Trypanosomen haben zwei Trx-

Proteine. Trx1 ist nicht essenziell, weder in BS- noch in PC-Zellen.[63] Die Depletion von Trx2 hingegen 

führt sowohl in BS- als auch in PC-Zellen zu einem Defekt des Zellwachstums. Trx2 hat vermutlich 

eine Chaperon-Funktion.[69] Die Funktionen der Trx- und Grx-Proteine sind größtenteils noch nicht 

charakterisiert. In Säugetierzellen überträgt sowohl Trx1 als auch Trx2 Elektronen auf eine Vielzahl 
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von Proteinen, wie z. B. auf die Ribonukleotid-Reduktase für die DNA-Synthese[70] oder die Methionin-

Sulfoxid-Reduktase[71]. Diese Funktion wird in T. brucei von der essenziellen Oxidoreduktase Tpx 

übernommen. Auf die Unterschiede zwischen den Oxidoreduktasen Grx, Trx und Tpx und Tpx im 

Allgemeinen wird in Kapitel 1.5 näher eingegangen. Tpx und T(SH)₂ bilden ein hoch effizientes Redox-

Paar (Abbildung 1-5). Tpx und T(SH)₂ haben ähnliche pK- und E⁰-Werte (Tpx pK = 7,2; E⁰ = -249 mV), 

der Elektronenfluss wird durch das Konzentrationsgefälle von T(SH)₂ zu Tpx getrieben. Die Reduktion 

von Tpx durch T(SH)₂ ist der geschwindigkeitsbestimmende Schritt der Kaskade.[72,73] Auf der anderen 

Seite hat Trypanothion-Disulfid (TS₂) eine inhibitorische Wirkung auf Tpx.[74] 

Tpx ist eine „Mehrzweck“-Oxidoreduktase, die Reduktionsäquivalente auf eine Vielzahl von 

Proteinen überträgt (Abbildung 1-5): i) Peroxiredoxine (Prx) und Gpx-artige Peroxidasen (Px), welche 

Hydroperoxide, Lipidperoxide und Peroxynitrite entgiften;[65,75–78] ii) Ribonukleotid-Reduktase (RR), 

welche Desoxyribonukleotide für die DNA-Synthese liefert;[74] iii) Methionin-Sulfoxid-Reduktase 

(MSR), die Methioninsulfoxid zu Methionin reduziert[79,80]. Die Reduktion der Ribonukleotid-

Reduktase kann auch in geringerem Maß durch Trx1 übernommen werden.[81]  

Die Entgiftung von Wasserstoffperoxiden und anderen Peroxiden in Trypanosomen unterscheidet 

sich ebenfalls von anderen eukaryotischen Zellen. Diese erfolgt in Säugetierzellen durch Katalase und 

klassische selenocysteinhaltige Glutathion-Peroxidasen (Gpx). Die Gene für diese Proteine fehlen in 

Trypanosomatiden.[53,82] Die Entgiftung von Peroxiden wird in T. brucei von zwei 2-Cys-

Peroxiredoxinen (Prx) und drei Gpx-artigen Enzymen (PxI-III) übernommen (Abbildung 1-5).[24] Diese 

werden durch Tpx reduziert und werden daher unter dem Sammelbegriff Tryparedoxin-abhängige 

Abbildung 1-5 Schematische Darstellung der T(SH)₂/TR Kaskade in T. brucei. Trypanothion und Tryparedoxin 

sind das zentrale Redoxpaar der Kaskade (hellrot hinterlegt). Der Elektronenfluss ist durch die Richtung der 

Pfeile gekennzeichnet. Modifziert nach Diederich und Krauth-Siegel, 2016.[24] 
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Peroxidasen (TXNPx) zusammengefasst (Tabelle 1-2). Die Gensequenzen von PxI-III sind nahezu 

identisch, mit der Ausnahme, dass PxIII eine N-terminale mitochondriale Zielsequenz und eine 

mögliche glykosomale Lokalisationssequenz am C-Terminus trägt.[78] PxI-II sind essenziell in BS-

Zellen.[83,84] In PC-Zellen ist eine der Gpx-artigen Peroxidasen ausreichend für das Überleben des 

Parasiten. Fehlen jedoch die Gensequenzen für alle drei Peroxidasen, so sterben die PC-Zellen.[85] In 

Anwesenheit eines Eisen-Komplexbildners wie Deferoxamin oder Trolox, einem Vitamin E-Derivat, 

ist es möglich PxI-II defiziente BS-Zellen und PxI-III defiziente PC-Zellen zu erhalten.[83–85]  

Die Substratspezifität von PxIII wurde durch eine kinetische Analyse der Reduktion unterschiedlicher 

Hydroperoxide bestimmt. Die Analyse erfolgte mittels eines gekoppelten Aktivitätsassays, welcher 

alle Komponenten der parasitären Entgiftungskaskade sowie rekombinante PxIII enthielt. Diese 

reduziert bevorzugt Lipidhydroperoxide, wie Arachidonsäurehydroperoxide oder 

Linolsäurehydroperoxide. Sie katalysiert allerdings auch effizient die Reduktion von 

Wasserstoffperoxid zu Wasser.[84] Neben den Gpx-artigen Peroxidasen gehören auch Peroxiredoxine 

(Prx) zu den Tryparedoxin-abhängigen Peroxidasen. Das Genom des Parasiten codiert für drei Prx-

Gene, zwei identische zytosolische Prx (cPrx) und eine mitochondriale Variante (mPrx).[86] 

Zytosolisches Prx ist in BS-Zellen essenziell im Gegensatz zu mitochondrialem Prx.[87] In PC-Zellen 

hingegen sind beide Prx-Varianten essenziell.[88] Kinetische Analysen der zytosolischen Prx im 

gekoppelten Aktivitätsassay ergaben, dass cPrx Wasserstoffperoxid sowie strukturell vielfältige 

Hydroperoxide reduziert, jedoch rasch von Lipidhydroperoxiden inaktiviert wird.[84,86,89] 

Tabelle 1-2 Zusammenstellung der Eigenschaften der Tryparedoxin-abhängigen Peroxidasen in T. brucei. 

Tryparedoxin-

abhängige Peroxidasen 
Lokalisation 

Relevanz in BS-

Zellen 

Relevanz in PC-

Zellen 
Substrat 

Gpx-artige 

Peroxidasen 

PxI zytosolisch[78] 
essenziell[83,84] 

Eines der drei Px-

Enzyme ist 

ausreichend für 

das Überleben des 

Parasiten[85] 

unbekannt 

PxII zytosolisch[78] unbekannt 

PxIII mitochondrial[78] nicht-essenziell[83] 

Bevorzugt 

Lipidhydroperoxide 
[84] 

Peroxi-

redoxine 

cPrx zytosolisch[86] essenziell[87] essenziell[88] unbekannt 

mPrx mitochondrial[86] nicht-essenziell[87] essenziell[88] 

H₂O₂, 

Hydroperoxide des 

Cumols, Thymin 

und tertiärem 

Butyl[84,86,89] 

Die parasitäre Thiol-basierte Redox-Kaskade ist aufgrund ihres komplexen Aufbaus die Achilles-Ferse 

des Parasiten und macht ihn sensitiver gegenüber Peroxiden als Säugetierzellen. Dies zeigt sich auch 

in der Wirksamkeit der Arzneistoffe Nifurtimox und Fexinidazol gegen T. brucei (siehe Kapitel 1.1), 

welche vermutlich für die Bildung von ROS verantwortlich sind. Die parasitäre Thiol-basierte Redox-

Kaskade bietet daher einen ausgezeichneten Ansatzpunkt für neue Arzneistoffe. Verschiedene Studien 

zur Entwicklung von Inhibitoren gegen TR[90,91], Tpx[21] und Enzyme der T(SH)₂-Biosynthese[92,93] 

wurden bereits durchgeführt. 
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1.5 Tryparedoxin 
Tryparedoxin (Tpx) wurde 1997 zum ersten Mal von Nogoceke et al. aus Crithidia fasciculata, einem 

nicht-humanpathogenen Trypanosomatid der Insekten infiziert, isoliert und als Teil der 

Hydroperoxid-Entgiftungs-Kaskade identifiziert.[77] 1998 bestätigten Lüdemann et al. die Existenz von 

Tpx in T. brucei und Tpx wurde der Thioredoxin-Familie zugeordnet.[65] Tpx kommt in allen bisher 

untersuchten Trypanosomatiden vor, wie eine Suche in den Genomen verschiedener Spezies zeigt, 

siehe z. B. Bodo saltans (TriTrypDB BSAL_26065), Leishmania infantum (TriTrypDB LINF_290017500)[94], 

Leishmania major (TriTrypDB LMJLV39_290018000)[95], Leishmania mexicana (TriTrypDB 

LmxM.08_29.1160), Leptomonas seymouri (TriTypDB Lsey_0083_0180) oder Trypanosoma cruzi 

(TriTrypDB TcBrA4_0128650)[96]. 

Im Rahmen dieser Arbeit wurde Tpx aus T. brucei untersucht. Die kodierenden Gensequenzen für Tpx 

sind in T. brucei brucei und T. brucei gambiense identisch. Es wird vermutet, dass die Tpx-Gensequenzen 

von T. brucei rhodesiense ebenfalls identisch sind, allerdings liegen hierzu keine Informationen vor. Das 

Genom von T. brucei beinhaltet zwei identische Genkopien für zytosolisches Tpx (T. b. brucei: 

TriTrypDB Tb927.3.3780, Tb927.3.3760; T. b. gambiense: Tbg972.3.4110, Tbg972.3.4070)[86] und eine 

Genkopie für ein mitochondriales Tpx (T. b. brucei: TriTrypDB Tb927.3.5090; T. b. gambiense: 

Tbg972.3.5720).[51] Die Gensequenz des mitochondrialen Tpx beinhaltet keine Zielsequenz für das 

Mitochondrium, allerdings eine mutmaßliche Transmembrandomäne am C-Terminus. 

Expressionsstudien lassen vermuten, dass das Protein über diese Domäne in der 

Mitochondrienmembran verankert ist.[97] Nachfolgend wird in dieser Arbeit ausschließlich das 

zytosolische Tpx betrachtet.  

Die Konzentrationen von Tpx betragen 7 – 34 µM in PC-Zellen und 50 µM in der frühen bis 100 µM in 

der mittleren exponentiellen Wachstumsphase in BS-Zellen.[98] In C. fasciculata erreicht die zelluläre 

Tpx-Konzentration 3 - 5% des löslichen Gesamtproteins.[77] Tpx ist in T. brucei essenziell und eine 

Depletion durch RNA-Interferenz in BS-Zellen führt zu einem Wachstumsdefekt der Zellen sowie 

einer erhöhten Sensitivität gegenüber H₂O₂.[98] Die Effekte des Tpx-Defizits sind auf die fehlende 

Reduktion der RR, Teil der DNA-Biosynthese, und der Px/Prx, welche verantwortlich für die Peroxid-

Entgiftung sind, zurückzuführen (Abbildung 1-5). Des Weiteren sind in Tpx-defizienten Zellen die 

GSH, T(SH)₂ und Glutathionylspermidin- (Gsp-) Konzentrationen signifikant erhöht. Die Zelle 

versucht durch die erhöhten Level an leichten Mono- und Dithiolen das Tpx-Defizit auszugleichen.[98] 

Wie oben aufgeführt haben Tpx und T(SH)₂ ähnliche Standardredoxpotentiale sowie pK-Werte. So 

kann beispielsweise RR auch direkt durch T(SH)₂ reduziert werden (Km 2,1 ± 0,4 mM; Vmax 

9,6 nmol min⁻¹ mg⁻¹), allerdings ist die durch Tpx katalysierte Reduktion effizienter (Km 3,7 ± 0,5 µM; 

Vmax 24 nmol min⁻¹ mg⁻¹ für Tpx).[74] 
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Es sind fünfzehn Kristall- und eine Kernspinresonanz- (engl. nuclear magnetic resonance, NMR-) 

Struktur von Tpx aus C. fasiculata, L. major und T. brucei in der oxidierten, reduzierten, 

strahlungsinduziert-reduzierten Form oder im Komplex mit einem T(SH)₂-Derivat verfügbar (Tabelle 

1-3). Es wurde eine Überlagerung jeder verfügbaren Tpx-Struktur mit der Tpx-Struktur aus T. brucei 

(PDB 1o73) durchgeführt und RMSD-Werte von 0,412 Å bis 1,324 Å erhalten (Tabelle 1-3). Die 

geringen Unterschiede zwischen der TbTpx-Struktur und den Strukturen aus C. fasciculata und L. 

major, verdeutlicht durch die Überlagerungen der Tpx-Strukturen in Abbildung 1-9, zeigen eine 

speziesübergreifende große strukturelle Ähnlichkeit. Die Struktur von Tpx ist der Trx-Faltung 

zuzuordnen (Abbildung 1-8). Die Grundstruktur besteht aus einem gedrehten fünf-strängigem β-

Faltblatt, das von vier α-Helices umgeben ist.[105,107] Der Kern von Tpx wird vor allem durch 

aromatische Tyrosin-, Tryptophan- und Phenylalaninreste gebildet. Es wurde eine enge strukturelle 

Verwandtschaft zwischen dem Kern von C. fasciculata TpxI und E. coli Trx beobachtet. Die 

Orientierung der β-Stränge β5, β4, β3, β6 und β7 von TpxI entsprechen der Ausrichtung von β1, β3, 

β2, β4 und β5 in Trx.[105] Ebenfalls ist eine Überlagerung der α1-Helix in TpxI mit der α2-Helix in 

humanem Trx über die gesamte Länge von fünf Windungen möglich. Dies trifft auch auf die C-

Abbildung 1-8 Übersicht der Kristallstrukturen und katalytischen Eigenschaften von (a) T. brucei Tryparedoxin 

(Tpx, PDB 1o73), (b) E. coli Thioredoxin (Trx, PDB 1xob) und (c) E. coli Glutaredoxin (Grx, PDB 1grx). Die 

katalytischen Eigenschaften von Tpx, wie pK-Wert und E⁰-Redoxpotential, liegen zwischen den ermittelten 

Werten für Trx und Grx.[104] Die Strukturen sind vom N-Terminus zum C-Terminus von blau zu rot in 

Regenbogen-Farben gezeigt und die Cysteine des aktiven Zentrums als dunkelrote Stäbchen hervorgehoben. Es 

sind die Sekundärstruktur-Elemente angegeben. 
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terminale Windung der α3-Helix beider Proteine zu.[105] Allerdings kommt die α2-Helix in Tpx nicht 

in Trx vor. Die α2-Helix in Tpx besteht aus vielen sauren Aminosäuren (⁷¹DENESD⁷⁶ in T. brucei Tpx), 

und grenzt an den „Tryptophan-Deckel“, gebildet aus Trp39 und Trp70 (Abbildung 4-8).[105,106] Die 

beiden Tryptophane bilden eine flache Abdeckung über den Cysteinresten des aktiven Zentrums. 

Allerdings unterscheiden sich die Kristallstruktur von T. brucei Tpx an diesem Punkt dramatisch von 

den Tpx-Strukturen aus C. fasciculata und L. major. So ist die Indol-Seitenkette von Trp39 in der 

Kristallstruktur von T. brucei Tpx nicht über dem aktiven Zentrum orientiert, sondern dem Protein 

abgewandt und bildet einen Kristallkontakt zur nächsten Kette (Abbildung 1-10a). Alphey et al. 

postulierten, dass es sich um eine mögliche Konformation zur Interaktion mit Zielproteinen 

handelt.[106] Da diese Orientierung der Trp39-Seitenkette in keiner weiteren Kristallstruktur sowie der 

in Lösung aufgenommen NMR-Struktur zu finden ist, handelt es sich allerdings vermutlich um ein 

Kristallisationsartefakt.  

Für die strukturelle Aufklärung des katalytischen Mechanismus von Tpx wurde neben dem oxidierten 

Zustand auch der reduzierte Zustand untersucht. So existiert eine Kristallstruktur von Tpx aus C. 

fasciculata im reduzierten Zustand. Jedoch handelt es sich um eine heterogene Einzelzelle im Kristall, 

die in der Kette A oxidiert und Kette B reduziert vorliegt (Abbildung 1-10b).[107] Ein Unterschied 

zwischen den Ketten ist die Vergrößerung des Abstands der Sγ zwischen Cys41 und Cys44 (entspricht 

Cys40 und Cys43 in TbTpx) von 2,5 Å in der oxidierten Kette zu 3,9 Å in der reduzierten Kette. Des 

Weiteren verringert sich der Abstand zwischen Cys44 und Ser37 um 0,4 Å. Weitere Veränderungen 

wie die Torsionswinkel des Proteinrückgrats von Cys41 und der Seitenkette von Cys44 sowie Trp40 

sind vernachlässigbar.[107] Die geringen Veränderungen und die heterogene Einzelzelle führen jedoch 

zu der Frage, ob der reduzierte Zustand der Kette B im Kristall den realen reduzierten Zustand von 

Tpx in Lösung widerspiegelt. Ein weiteres Vorgehen zur strukturellen Aufklärung des reduzierten 

Zustands von Tpx stellte die strahlungsinduzierte Reduktion der Disulfidbindung dar.[106,109] Der 

Unterschied zwischen der oxidierten Struktur und strahlungsinduziert-reduzierten Strukturen 

beschränkt sich allerdings auf das Fehlen der Disulfidbindung. Der Abstand zwischen Sγ von Cys40 

und Cys43 vergrößert sich von 2,1 Å auf 2,8 Å. 

  

Abbildung 1-9 Überlagerung der verfügbaren Tpx-Strukturen aus C. fasciculata (PDB 

1qk8, 1o7u, 1o85, 1o8x, 1o8w, 1ezk, 1ewx, 1oc9, 1o6j, 1o81, 1oc8, 1fga, 1i5g), L. major

(3s9f) und T. brucei (PDB 1o73). Es sind die in Tabelle 1-3 aufgelisteten Strukturen, 

ausgenommen PDB 1okd, zur T. brucei Tpx-Struktur (PDB 1o73) koordiniert. Die 

Ausrichtung entspricht der Orientierung von Tpx in Abbildung 1-8a. 
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Abbildung 1-10 Strukturelle Besonderheiten einzelner Tpx-Kristallstrukturen. (a) Die Überlagerung der Struktur 

von Tpx aus T. brucei (PDB 1o73; hellgrau) und TpxI aus C. fasciculata (PDB 1ezk; dunkelgrau) zeigt die 

unterschiedliche Orientierung der Trp39-Seitenkette in den Kristallstrukturen. Die Indol-Seitenkette ist in der 

TbTpx-Struktur (hellblau) vom Protein abgewandt und in der CfTpx-Struktur (blau) über dem aktiven Zentrum 

orientiert. Die Orientierung der Trp39-Seitenkette in CfTpx (PDB 1ezk) ist repräsentativ für alle verfügbaren Tpx-

Strukturen. Cys40 und Cys43 sind als rote Stäbchen dargestellt. (b) Überlagerung der Kette A, oxidiert 

(dunkelgrau), und Kette B, reduziert (hellgrau), der C. fasciculata Tpx-Kristallstruktur (PDB 1fg4). Die Strukturen 

unterscheiden sich z. B. in einem größeren Abstand zwischen Sγ von Cys41 und Cys44 in der reduzierten Kette 

als in der oxidierten Kette. Weitere Unterschiede sind dem Haupttext zu entnehmen. (c) und (d) zeigen die 

Kristallstruktur der C. fasciculata TryparedoxinII-Cys44Ser-Mutante im Komplex mit N¹-Glutathionylspermidin 

(N¹-Gsp; PDB 1i5g). Als Stäbchen sind Aminosäuren hervorgehoben, die Kontaktpunkte mit N¹-Gsp (cyan) 

darstellen, Ille110, Pro111 und Arg129 in hellblau sowie Cys41 in rot. Wasserstoffbrückenbindungen sind als gelb 

gestrichelte Linien dargestellt und die Abstände sind in Å angegeben. Farbcodierung der Nicht-Kohlenstoff-

Atome: gelb: Schwefel; rot: Sauerstoff; blau: Stickstoff. 
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Ein weiterer Zustand des katalytischen Zyklus von Tpx ist die Trypanothion-gebundene Form. Es 

wurde gezeigt, dass die Geschwindigkeitskonstante für die Reaktion der Elektronenübertragung von 

GSH auf Tpx im gekoppelten Aktivitätsassay drei Größenordnungen langsamer ist als die äquivalente 

Reaktion von T(SH)₂ mit Tpx.[72] Aufgrund der ähnlichen pK-Werte und Standardredoxpotentiale E⁰ 

von GSH und T(SH)₂ (siehe Tabelle 1-1) ist die Begründung für diesen enormen Unterschied der 

Geschwindigkeitskonstanten nicht auf die katalytischen Eigenschaften der leichten Thiole 

zurückzuführen. Der bevorzugte Elektronentransfer von T(SH)₂ auf Tpx könnte strukturelle Gründe 

haben. Eine Kristallstruktur von Tpx im Komplex mit T(SH)₂ zu erhalten war bislang nicht möglich. 

Es gelang allerdings eine Kristallstruktur einer Tpx-Cys44Ser-Mutante (TpxII) aus C. fasciculata im 

Komplex mit einem Dead-End-Derivat von T(SH)₂, dem N¹-Glutathionylspermidin (N¹-Gsp), welches 

auch ein Zwischenprodukt der Trypanothion-Synthese ist, zu lösen (Abbildung 1-10c und d).[107] Es 

wurden die folgenden Interaktionspunkte zwischen Tpx und N¹-Gsp identifiziert (Abbildung 1-10d): 

i) die Cysteylseitenkette von N¹-Gsp bildet eine Disulfidbrücke mit Cys41; ii) Arg129 und die 

Carboxylgruppe des Glutathionarms von N¹-Gsp bilden Wasserstoffbrückenbindungen; iii) weitere 

Wasserstoffbrückenbindungen bestehen zwischen dem Amid und Carbonylsauerstoff der Ile110-

Pro111-Peptidbindung und dem Amid und Carbonylsauerstoff des Cysteylrestes des 

Glutathionylarms. Aufgrund des fehlenden N⁸-gebundenen Glutathionarm basieren weitere mögliche 

Interaktionspunkte wie die Seitenkette von Glu73 mit dem Spermidinlinker und der Arg45-Seitenkette 

mit der Carboxylgruppe des N⁸-gebundenen Glutathionarm auf einem Modell.[107] Weiterführende 

NMR-spektroskopische Untersuchungen von CfTpx mit einem Redox-inaktiven T(SH)₂-Derivat, dem 

N¹,N⁸-bis(γ-Glu-Ala-Gly)spermidin, bestätigten die in der Kristallstruktur identifizierten 

Interaktionspunkte von Tpx mit N¹-Gsp sowie die postulierten Interaktionspunkte des Modells.[110] Ein 

Schwachpunkt dieser kristallographischen und NMR-spektroskopischen Untersuchungen ist die 

Verwendung von T(SH)₂-Derivaten anstelle von T(SH)₂. 

Die Abwesenheit der erwarteten Konformationsänderungen in den reduzierten und 

strahlungsinduziert-reduzierten Kristallstrukturen von Tpx sowie die N¹-Gsp-gebundene 

Kristallstruktur zeigen die Schwierigkeiten auf, den reduzierten Zustand und die Interaktion von Tpx 

mit T(SH)₂ kristallographisch abzubilden. Eine weitere Herangehensweise an die strukturelle 

Aufklärung des katalytischen Mechanismus von Tpx könnte die NMR-spektroskopische 

Untersuchung der verschiedenen Tpx-Formen sein. Die NMR-Spektroskopie bietet den Vorteil, dass 

die Proteine in Lösung vorliegen und deshalb möglicherweise physiologisch relevantere Zustände 

beobachtet werden können. Dieser Ansatz wurde in der vorliegenden Dissertation verfolgt. 

Tabelle 1-3 Aufstellung in der PDB verfügbarer Tryparedoxin-Strukturen sortiert nach dem Organismus (Stand 

Dez. 2020). Es ist die Kennziffer des PDB-Eintrags (Auflösung der Struktur in Å), die Proteinform, die verwendete 

Methode zum Lösen der Struktur und der mittels PyMOL bestimmte RMSD der Überlagerung der aufgelisteten 

Tpx-Struktur zur T. brucei Tpx-Struktur (PDB 1o73) angegeben. 

 Organismus PDB-Eintrag Form Methode RMSD 

TpxI C. fasciculata 1qk8 (1,4 Å) oxidiert X-ray 0,596 Å 

TpxI C. fasciculata 1o7u (1,5 Å) oxidiert - strahlungsinduziert X-ray 0,616 Å 

TpxI C. fasciculata 1o85 (1,5 Å) reduziert - strahlungsinduziert X-ray 0,645 Å 

TpxI C. fasciculata 1o8x (1,3 Å) Punktmutation Cys43Ala X-ray 0,612 Å 

TpxI C. fasciculata 1o8w (1,7 Å) reduziert - strahlungsinduziert X-ray 0,582 Å 
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TpxI C. fasciculata 1okd oxidiert NMR 1,324 Å 

TpxI C. fasciculata 1ezk (1,9 Å) oxidiert X-ray 0,763 Å 

TpxI C. fasciculata 1ewx (1,7 Å) oxidiert X-ray 0,633 Å 

TpxII C. fasciculata 1oc9 (2,35 Å) reduziert - strahlungsinduziert X-ray 0,412 Å 

TpxII C. fasciculata 1o6j (2,35 Å) reduziert - strahlungsinduziert X-ray 0,416 Å 

TpxII C. fasciculata 1o81 (1,5 Å) oxidiert X-ray 0,476 Å 

TpxII C. fasciculata 1oc8 (1,5 Å) oxidiert X-ray 0,475 Å 

TpxII C. fasciculata 1fg4 (1,9 Å) 
heterogene Einzelzelle – Kette A 

oxidiert, Kette B reduziert 
X-ray 0,545 Å 

TpxII C. fasciculata 1i5g (1,4 Å) 

N¹-Glutathionylspermidin 

kovalent an Cys41 gebunden, 

Punktmutation Cys44Ser 

X-ray 0,686 Å 

TpxI L. major 3s9f (1,8 Å) oxidiert X-ray 0,702 Å 

Tpx T. brucei 1o73 (2,28 Å) oxidiert X-ray - 

 

1.6 Tryparedoxin als Zielprotein für die Wirkstoffentwicklung 

Wie in Kapitel 1.4 angeführt ist die T(SH)₂/TR-

Kaskade ein ausgezeichneter Ansatzpunkt für 

die Entwicklung neuer Arzneistoffe. Füller et 

al. (Arbeitsgruppe Prof. Dr. Krauth-Siegel, 

Universität Heidelberg) testeten fast 80.000 

Moleküle gegen die Peroxid-

Entgiftungskaskade und fanden zwölf 

zeitabhängige Inhibitoren gegen Tpx.[21] Diese 

Inhibitoren reagieren unter Abspaltung einer 

Abgangsgruppe in einer kovalenten Reaktion mit dem katalytischen Cys40 der Oxidoreduktase. Die 

zwölf identifizierten Inhibitoren besaßen eine antitrypanosomale Aktivität gegen lebende T. b. brucei 

BS-Zellen im niedrigen mikromolaren Bereich, vereinzelt sogar mit EC₅₀-Werten von unter 1 µM.[21] 

Zwei dieser Inhibitoren stachen aufgrund eines hohen Selektivitätsindex zwischen den EC₅₀-Werten 

in T. b. brucei BS-Zellen und HeLa-Zellen (EC₅₀-Wert für HeLa Zellen nach 72 h Inkubationszeit: 

>50 µM) heraus: Compound 1, welcher hier im Folgenden als CFT (2-(Chlormethyl)-5-(4-fluorphenyl)-

thieno[2,3-d]pyrimidin-4(3H)-on) bezeichnet wird und Compound 3 (3-Butyl-7-methyl-8-(((3-

(trifluormethyl)phenyl)thio)methyl)-3,7-dihydro-1H-purin-2,6-dion) (Abbildung 1-11).[21] Allerdings 

zeigten weiterführende Untersuchungen der Arbeitsgruppe von Prof. Dr.  nach der 

Veröffentlichung von Füller et al., dass die inhibitorische Wirkung von Compound 3 gegen Tpx 

vermutlich durch eine Verunreinigung der Substanz, möglicherweise durch den Hersteller, 

hervorgerufen wurde. Eine neuere Charge von Compound 3 wies keinerlei antitrypanosomale 

Aktivität auf und bewirkte keine Inhibition von Tpx (persönliches Gespräch mit Prof. Dr. 

). Die Interaktion von CFT und Compound 3 mit T. brucei Tpx wurde im Rahmen dieser Arbeit 

mittels NMR Spektroskopie überprüft und es konnte in Übereinstimmung mit den Daten der AG 

Abbildung 1-11 Molekülstrukturen von (a) CFT und (b) 

Compound 3.[21]
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 keine Interaktion mit Compound 3 beobachtet werden (Daten nicht gezeigt). Im 

Weiteren beschäftigte sich diese Arbeit also nur noch mit der Aufklärung des molekularen 

Bindemechanismus von CFT an Tpx. 
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1.7 Ziel der Dissertation 
Teil 1: 

Wie in Kapitel 1.5 eingeleitet ist die oxidierte Form von Tpx kristallographisch ausführlich untersucht 

worden. Allerdings scheint die weitere Aufklärung des katalytischen Mechanismus von Tpx, der 

reduzierte, Trypanothion-gebundene und Protein-gebundene Zustand (siehe Abbildung 1-7) von Tpx 

aus kristallographischer Sicht schwierig zu sein. Das Ziel des ersten Teils dieser Arbeit war die 

Aufklärung der strukturellen Veränderungen von Tpx zwischen oxidiertem und reduziertem Zustand 

sowie der Interaktion zwischen Tpx und Trypanothion (TS2/T(SH)₂) mit Hilfe der NMR-Spektroskopie. 

Diesbezüglich wurde insbesondere die Funktion von vier hochkonservierten Tryptophanresten in Tpx 

für die Struktur und die Aktivität des Proteins untersucht.  

Teil 2: 

Füller et al.[21] präsentierten die ersten selektiven, kovalenten Inhibitoren gegen Tpx. Allerdings ist der 

molekulare Bindemechanismus der Inhibitoren an Tpx unbekannt. Das Ziel des zweiten Teils dieser 

Dissertation war die Aufklärung des molekularen Bindemechanismus von Tpx und dem kovalenten 

Inhibitor 2-(Chlormethyl)-5-(4-fluorphenyl)-thieno[2,3-d]pyrimidin-4(3H)-on (CFT). Dafür wurde im 

ersten Schritt die Rolle der kovalenten Bindung für die Tpx-CFT-Interaktion untersucht. Des Weiteren 

wurde die im Rahmen dieser Arbeit erhaltene Kristallstruktur von Tpx im Komplex mit CFT analysiert 

und ein Inhibitor-induzierter Dimerkomplex festgestellt. Aufgrund des kristallographisch ermittelten 

Tpx₂-CFT₂-Dimerkomplexes sollte überprüft werden, ob dieser auch in Lösung gebildet wird. 

Außerdem wurde die Rolle der beobachteten Protein-Protein-, Inhibitor-Inhibitor und Protein-

Inhibitor-Wechselwirkungen in der Tpx-CFT-Kristallstruktur für die Dimerbildung untersucht.  
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2 Material und Methoden 

2.1 Materialien 

2.1.1 Chemikalien 
Chemikalie [Artikelnummer] Anbieter 

1 kb DNA Ladder [N3232L] 
New England Biolabs, Ipswich, MA 

USA 

Agar-Agar, Kobe I [5210.2] Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe 

Agarose Genetic Analysis Grade [BP1356-500] Fisher Scientific GmbH, Schwerte 

Aktivkohle pulv., für Entfärbezwecke [5963.3] Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe 

L-Alanin [3076.1] Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe 

Ameisensäure [4724.2] Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe 

Ammoniumacetat [7869.2] Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe 

Ammoniumchlorid NH4Cl ≥ 99%, krist. [5470.1] Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe 

Ammoniumperoxodisulfat (APS) [9592.2] Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe 

Ampicillin Natriumsalz [K029.2] Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe 

L-Arginin [1655.1] Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe 

L-Aspartic acid [A9256-100G] Sigma-Aldrich, Darmstadt 

Bathocurpoinedisulfonic acid disodium salt [B1125-1G] Sigma-Aldrich, Darmstadt 

Benzamidin [12072-10G] Sigma-Aldrich, Darmstadt 

D(+)-Biotin [3822.1] Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe 

Brillant Blau R250 (C.L 42660) [3862.1] Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe 

Bromphenolblau Natriumsalz [A512.1] Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe 

Calciumchlorid Dihydrat CaCl₂*2 H₂O [T885.2] Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe 

Centrum von A bis Zink 
Pfizer Consumer Healthcare GmbH, 

Berlin 

Chlorhexidine [282227-1G] Sigma-Aldrich, Darmstadt 

CutSmart® Buffer [B7204S] 
New England Biolabs, Ipswich, MA 

USA 

L-Cysteine [C7352-25G] Sigma-Aldrich, Darmstadt 

Deoxynucleotide Solutions, Mix [N0447S] 
New England Biolabs, Ipswich, MA 

USA 

Dimethylsulfoxid [4720.4] Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe 

di-Natriumhydrogenphosphat Na₂HPO₄ [P030.3] Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe 

1,4-Dithiothreitol (DTT) [6908.2] Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe 

Eisen(III)-chlorid FeCl₃ [5192.1] Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe 

Ethanol, absolute, ≥99% [E/0600DF/21] Fisher Scientific GmbH, Schwerte 

Ethidium bromide [E8751] Sigma-Aldrich, Darmstadt 

Ethylendiamin-tetraessigsäure Dikaliumsalz Dihydrat 

[1408.3] 
Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe 
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Ethylendiamin-tetraessigsäure Dinatriumsalz Dihydrat 

[X986.1] 
Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe 

Fetal Bovine Serum, qualified, Brazil [10270106] 
GibcoTM, Life Technologies, Carlsbad, 

CA, USA 

Formaldehyde solution 37 wt.% in H₂O [252549-500ML] Sigma-Aldrich, Darmstadt 

Gel Loading Dye, Purple (6x) [B7024S] 
New England Biolabs, Ipswich, MA 

USA 

Gelatin from Bovine Skin [G9391] Sigma-Aldrich, Darmstadt 

D(+)-Glucose anhydrous [G/0500/60] Fisher Scientific GmbH, Schwerte 

L-Glutamin [3772.1] Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe 

L-Glutaminsäure, ≥98,5 %, Ph.Eur., für die Biochemie 

[3774.1] 
Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe 

Glycerol Analytical reagent grade [1705424] Fisher Scientific GmbH, Schwerte 

Glycin [3187.1] Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe 

Glycin PUFFERAN® ≥99 %, p.a. [3908.3] Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe 

Guanidin Hydrochlorid ≥98 %, techn. [6069.3] Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe 

Hefeextrakt [2363.3] Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe 

Hellmanex III [9-307-011-4-507] Hellma GmbH & Co. KG, Müllheim 

HEPES [BP310-1] Fisher Scientific GmbH, Schwerte 

L-Histidin [3852.1] Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe 

Hydrochloric acid 37% [20252.335] 
AnalaR NormaPur, VWR International 

GmbH, Darmstadt 

Hygromycin B-Lösung [1287.1] Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe 

Hypoxanthine [H9636-5G] Sigma-Aldrich, Darmstadt 

Imidazol PUFFERAN® ≥99%, p.a., Ultra Qualität 

[X998.4] 
Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe 

IMDM Iscove’s Modified Dulbecco’s Medium 

[42200030] 

Thermo Fisher Scientific, Waltham, 

MA, USA 

IPTG [CN08.4] Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe 

L-Isoleucin [1698.1] Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe 

Kaliumdihydrogenphosphat KH₂PO₄ [P018.3] Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe 

Kanamycinsulfat [T832.1] Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe 

LB-Medium (Luria/Miller) [X968.4] Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe 

L-Leucine [L8000-50G] Sigma-Aldrich, Darmstadt 

L-Lysinhydrochlorid [9357.1] Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe 

Magnesiumchlorid Hexahydrat MgCl₂*6 H₂O [HN03.2] Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe 

Magnesiumsulfat Heptahydrat MgSO₄*7 H₂O [T888.1] Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe 

mal-PEG-COOH [PEG1060.0500] Iris Biotech GmbH, Marktredwitz 

Mangan(II)-sulfat Monohydrat MnSO₄*H₂O [4487.1] Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe 

β-Mercaptoethanol [63689-25ML-F] Sigma-Aldrich, Darmstadt 

Methanol, ≥99.9% [M/4000/17] Fisher Scientific GmbH, Schwerte 

L-Methionine [M9625-25G] Sigma-Aldrich, Darmstadt 
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Milchpulver [T145.1] Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe 

NAD [AE11.1] Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe 

NADPH-Tetranatriumsalz [AE14.2] Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe 

Natriumchlorid, ≥ 99,5% NaCl [S/3120/63] Fisher Scientific GmbH, Schwerte 

Natriumdihydrogenphophat-Monohydrat ≥98 %, p.a., 

ACS [K300.3] 
Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe 

Natriumhydroxid NaOH [P031.1] Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe 

Nicotinsäure [3815.1] Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe 

Nickel(II) sulfate hexahydrate ReagentPlus®, crystalline 

[N4882-1KG] 
Sigma-Aldrich, Darmstadt 

Penicillin-Streptomycin [P4333-100ML] Sigma-Aldrich, Darmstadt 

L-Phenylalanin [4491.3] Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe 

Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF) [6367.2] Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe 

Phleomycin from Streptomyces verticillus [P9564-5MG] Sigma-Aldrich, Darmstadt 

Phosphoric acid, extra pure 85% solution in water 

[295700025] 

Acros Organics, Fisher Scientific 

GmbH, Schwerte 

Poly(ethylene glycol) BioUltra, 8,000 [89510-250G-F] Sigma-Aldrich, Darmstadt 

Precision Plus ProteinTM Dual Color Standards [1610374] 
Bio-Rad Laboratories GmbH, 

Feldkirchen 

L-Prolin [T205.1] Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe 

Propan-2-ol, ≥99.8% [P/7500/17] Fisher Scientific GmbH, Schwerte 

Protease Inhibitor Cocktail [P8849] Sigma-Aldrich, Darmstadt 

Roti®-Lumin [P078.1] Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe 

Rotiphorese® Gel 30 (37,5:1) [3029.1] Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe 

SDS-Pellets ≥ 99 %, für die Biochemie [CN30.3] Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe 

L-Serin [4682.1] Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe 

SIGMAFastTM Proteaseinhibitor-Tabletten [S8820] Sigma-Aldrich, Darmstadt 

Sodium bicarbonate [31437-500G-M] Sigma-Aldrich, Darmstadt 

TEMED [2367.3] Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe 

Tetracycline hydrochloride [T7660-5G] Sigma-Aldrich, Darmstadt 

Thiamin Hydrochlorid [T911.1] Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe 

L-Threonin [T206.1] Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe 

Thymidine [T1895-1G] Sigma-Aldrich, Darmstadt 

Tris-(2-carboxyethyl)-phospin-Hydrochlorid TCEP Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe 

Tris Base [BP152-5] Fisher Scientific GmbH, Schwerte 

Triton X® 100 [3051.3] Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe 

Trypton/Pepton aus Casein [8952.2] Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe 

L-Tryptophan [4858.1] Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe 

Trypanothion, T(SH)₂ 
Hergestellt von , BZH 

Universität Heidelberg 
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Trypanothiondisulfid, TS₂ 
Hergestellt von , BZH 

Universität Heidelberg 

Tween® 20 [9127.1] Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe 

L-Tyrosine, reagent grade [T3754-50G] Sigma-Aldrich, Darmstadt 

L-Valine, reagent grade [V0500-25G] Sigma-Aldrich, Darmstadt 

Wasserstoffperoxid 35% rein, stabilisiert [9683.1] Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe 

Zinksulfat Heptahydrat ZnSO₄*7 H₂O [K301.1] Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe 

 

2.1.2 Isotope für die NMR-Spektroskopie 
Isotope [Artikelnummer] Anbieter 

Ammonium chloride (¹⁵N, 99%) [NLM-467-10] 
Eurisotop, Cambridge Isotope Laboratories, Inc., 

Andover, MA, USA 

L-Arginine:HCl (¹⁵N₄, 98%) [NLM-396-0.1] 
Cambridge Isotope Laboratories, Inc., Andover, 

MA, USA 

L-Cysteine-¹³C₃, ¹⁵N [658057-100MG] Sigma-Aldrich, Darmstadt 

D-Glucose (U-¹³C₆, 99%) [CLM-1396-10] 
Cambridge Isotope Laboratories, Inc., Andover, 

MA, USA 

L-Lysine:2HCl (Alpha-¹⁵N, 95-99%) 

[NLM-143-1] 

Cambridge Isotope Laboratories, Inc., Andover, 

MA, USA 

L-Proline-¹³C₅, ¹⁵N [608114-100MG] Sigma-Aldrich, Darmstadt 

L-Tryptophan (¹⁵N₂, 98%) [NLM-800-0.25] 
Cambridge Isotope Laboratories, Inc., Andover, 

MA, USA 

 

2.1.3 Tryparedoxin-Inhibitoren 
Die Substanzen CFT und MFT wurden von Dipl. Chem. , Doktorand im Arbeitskreis von 

Prof. Dr. , an der JGU Mainz gemäß Wagner et al., 2019[111] synthetisiert.[111]  

Tabelle 2-1 Aufstellung der untersuchten Tpx-Inhibitoren mit Molekülstruktur, Namen, IUPAC-Bezeichnung, 

Summenformel und Molekulargewicht (MW) in g/mol.

Struktur Name IUPAC-Bezeichnung Summenformel 
MW 

[g/mol] 

 

CFT 
2-(Chlormethyl)-5-(4-fluorphenyl)-

thieno[2,3-d]pyrimidin-4(3H)-on 
C₁₃H₈ClFN₂OS 294,73 

 

MFT 

2-Methyl-5-(4-

fluorphenyl)thieno[2,3-d]pyrimidin-

4(3H)-on 

C₁₃H₉FN₂OS 260,29 
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2.1.4 Kits 
Kit [Artikelnummer] Anbieter 

ATPlite Luminescence Assay System [6016941] PerkinElmer, Rodgau 

E.Z.N.A.® Plasmid Mini Kit OMEGA BIO-TEK, VWR, Darmstadt 

KAPA HiFi PCR Kit [07958846001] Roche, Mannheim 

NucleoBond Xtra Midi (50) [740410.50] MACHEREY-NAGEL GmbH & Co. KG, Düren 

 

2.1.5 Verbrauchsmaterialien 
Verbrauchsmaterialien [Artikelnummer] Anbieter 

10 µL Graduated Tip [S1111-3000] 
STARLAB INTERNATIONAL GmbH, 

Hamburg 
200 µL Yellow, Bevelled Tip [S1111-1006] 

1000 µL Blue, Graduated Tip [S1111-6001] 

10 µL XL Filter Tips, Graduated, Racked, PP, 

Natural, Sterile [771 261] 

Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen 

20 µL Filter Tips, Graduated, Racked, PP, 

Natural, Sterile [773 261] 

300 µL Filter Tips, Graduated, Racked, PP, 

Natural, Sterile [738 261] 

1250 µL Filter Tips, Graduated, Racked, PP, 

Natural, Sterile [750 261] 

Blotting Papier [FT-2-518-580600 N] Sartorius AG, Göttingen 

CampingazTM C206 GLS durchstechbare 

Kartusche 
Fisher Scientific GmbH, Schwerte 

Cryo.sTM [126263] Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen 

Deckgläser 24x24mm [H875] Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe 

Disposable Serological Pipet 5 mL [13-678-12D]; 

10 mL [13-678-12E]; 25 mL [13-678-14B] 
Fisher Scientific GmbH, Schwerte 

Electroporation cuvettes gap width 0.2 cm 

[Z706086-50EA] 
Sigma-Aldrich, Darmstadt 

FalconTM Chambered Cell Culture Slides 

[10364551] 
Fisher Scientific GmbH, Schwerte 

Gewebekulturplatte 24 Well steril, mit 

Abdeckplatte [662160] 
Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen 

Pasteurpipetten 1,0 mL, ungraduiert, 104 mm lg. 

[1-6152] 
neoLab Migge GmbH, Heidelberg 

Reaction Tubes, 1.5 mL, PP, graduated [616 201] 
Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen 

Reaction Tubes, 2 mL, PP, graduated [623201] 

Röhrchen 15 mL, konischer Boden [188271] Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen 

Röhrchen 50 mL, konischer Boden [227261] Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen 

Röhrchen 50 mL, konischer Boden, Stehrand 

[210261] 
Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen 

Röhre 3,5 mL, 55x12mm, PP [55.535] SARSTEDT AG & CO. KG, Nümbrecht 
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Rotilabo®-Sicherheitsreaktionsgefäße, PP. 

Farblos, 0,5 mL [XC62.1] 
Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe 

StarGuard® Comfort, Nitril-Handschuhe XS 

[SG-C-XS] 

STARLAB INTERNATIONAL GmbH, 

Hamburg 

Stericup® Quick Release Durapore® 0.22 µm 

PVDF, 500 ml [S2GVU05RE] 
Merck KGaA, Darmstadt 

Stericup® Receiver Flask 500 ml [S200B05RE] 

Stericup® Receiver Flask 1000 ml [S200B10RE] 

Sterile Kulturröhrchen, PS, ungraduiert, 12 mL, 

mit Verschluss [AEX9.1] 
Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe 

Transfer membrane Roti® PVDF 0.45, 375 x 

26.5 cm [T830.1] 
Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe 

Zellkultur Microplatte, 96 well, PS, F-Boden 

[655980] 
Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen 

Zellkulturflasche, 50 mL [690175] 

Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen Zellkulturflasche, 250 mL [658175] 

Zellkulturflasche, 550 mL [660160] 

ZelluTrans Dialyseschlauch aus regenerierter 

Zellulose Norminal MWCO:3,500 [E659.1] 
Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe 

 

2.1.6 Geräte 
Laborgerät Typ Anbieter 

Analytische Waage 
ACJ/ACS 

KERN & SOHN GmbH, 

Balingen-Frommern 

AE 100 Mettler-Toledo GmbH, Gießen 

Bechergläser 

5 L, 2 L, 1 L, 600 mL, 500 mL, 

250 mL, 150 mL, 100 mL, 

50 mL 

SCHOTT AG, Mainz 

Imaging System Stella 3200 
Elysia-raytest GmbH, 

Straubenhardt 

Bunsenbrenner CampingazTM Labogaz 206 
Fisher Scientific GmbH, 

Schwerte 

CD Spektrometer J-815 
JASCO Deutschland GmbH, 

Pfungstadt 

Chromatographie Säulen 

EnrichTM SEC 70 High-

Resolution Size Exclusion 

Column 

Bio-Rad Laboratories GmbH, 

Feldkirchen 

SuperdexTM 75 Increase 

10/300 GL 

GE Healthcare GmbH, 

Solingen 

HiLoadTM 16/600 

SuperdexTM 75 pg 

HiLoadTM 16/600 

SuperdexTM 200 pg 
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Chromatographie System 
NGC QuestTM 10 Plus Chrom 

System 

Bio-Rad Laboratories GmbH, 

Feldkirchen 

CO₂ Inkubator CB 210 
Fa. BINDER GmbH, 

Tuttlingen 

Elektroporator NucleofectorTM 2b Lonza Cologne GmbH, Köln 

Glasflaschen 
2 L, 1 L, 500 mL, 250 mL, 

100 mL, 50 mL 
SCHOTT AG, Mainz 

Gelscanner ViewPix700 
SEIKO Epson Corporation, 

Meerbusch 

Gelschüttler RS-DS 5 Phoenix Instrument, Garbsen 

Gelelektrophorese System 

Mini-PROTEAN® Tetra Cell 

Bio-Rad Laboratories GmbH, 

Feldkirchen 

Mini-PROTEAN® short plates 

[1653308] 

Mini-PROTEAN® glass plates 

1.0 mm gap [1653311] 

Tetra Blotting Module 

PerfectBlueTM Gelsystem 

Mini S [40-0708] 

PEQLAB/VWR International 

GmbH, Darmstadt 

PerfectBlueTM Gelsystem 

Mini M [40-0911] 

PerfectBlueTM Gelsystem 

Mini L [40-1214] 

Glaskolben 

2000 mL, 1000 mL, 500 mL, 

250 mL, 100 mL (mit und ohne 

Schikane) 

SCHOTT AG, Mainz 

Heizblock 
Multi-ThermTM Cool-Heat-

Shake 

Benchmark Scientific, Inc. PO 

Box, NJ, Edison 

Heiz- und Magnetrührer ROTILABO® MH 15 
Carl Roth GmbH + Co. KG, 

Karlsruhe 

Inkubator INCU-Line® IL-10 
VWR International GmbH, 

Darmstadt 

ITC Instrument MicroCal iTC200  
Malvern Panalytical Ltd, 

Malvern, UK 

Kamera für Ethidiumbromid-

gefärbte Gele 

QUANTUM-ST4 1100/26MX 

Serial N 

PEQLAB/VWR International 

GmbH, Darmstadt 

Kamera für Ethidiumbromid-

gefärbte Gele – Drucker 
P95 

Mitsubishi Electric Europe 

B.V., Ratingen 

Laborhebebühne Swiss Boy 110 Sigma-Aldrich, Darmstadt 

Durchlichtmikroskop Wilovert S Helmut Hund GmbH, Wetzlar 

Mikroskop Axiovert 200 M Mikroskop 
Carl Zeiss Microscopy GmbH, 

Jena 

Neubauer Zählkammer 
improved Linien dunkel 

[T729.1] 

Carl Roth GmbH + Co. KG, 

Karlsruhe 
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NMR Spektrometer 

600 MHz Bruker Avance III 

HD 

Bruker, Karlsruhe 
700 MHz Bruker Avance III 

HD 

800 MHz Bruker Avance III 

HD 

Pipette 

Multipipette® M4 

Eppendorf AG, Hamburg 

Research® plus, Einkanal 

0,1 – 2,5 µL, hellgrau 

Research® plus, Einkanal 

0,5 – 10 µL, hellgrau 

Research® plus, Einkanal 

2 – 20 µL, gelb 

Research® plus, Einkanal 

20 – 200 µL, gelb 

Research® plus, Einkanal 

100 – 1000 µL, blau 

Xplorer®, 12-Kanal, 5 - 100 µL, 

gelb 

Pipette Controller D-6017 
neoLab Migge GmbH, 

Heidelberg 

Plattenleser 
Infinite® M200 Pro plate 

reader 

Tecan Group Ltd., Männedorf, 

Schweiz 

Power Supply 

peqPower 300 
PEQLAB/VWR International 

GmbH, Darmstadt 

PowerPacTM Basic Power 

Supply Bio-Rad Laboratories GmbH, 

Feldkirchen PowerPacTM HC High-

Current Power Supply 

Rotoren 

A27-8x50 Fisher Scientific GmbH, 

Schwerte F9-6x1000 LEX 

JA-25.50  Beckman Coulter Life 

Sciences, Indianapolis, IN, 

USA 
J-LITE JLA-8.1000 

Säulen 
Econo-Column® 

Chromatography Columns 

Bio-Rad Laboratories GmbH, 

Feldkirchen 

Schüttler Multitron 
Infors HAT, Schweiz, 

Bottmingen 

Sicherheitswerkbank 
S2020 1.2, EN12469: 2000, 

Class II, Safety Cabinet 

Fisher Scientific GmbH, 

Schwerte 

Spektrophotometer 

U-5100 
Hitachi High-Technologies, 

Krefeld 

Nanodrop 2000c 
peqlab, Fisher Scientific 

GmbH, Schwerte 
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Thermocycler Biometra T Gradient 95 Analytik Jena AG, Jena 

Ultraschall-Homogenisator SONOPULS HD 2200 
BANDELIN electronic GmbH 

& Co. KG, Berlin 

UV/VIS Spektrometer Lambda35 PerkinElmer, Rodgau 

Vakuumpumpe Membran-Vakuumpumpe 
VAKUUMBRAND GmbH + 

CO, Wertheim 

Vortexer RS-VA10 Phoenix Instrument, Garbsen 

Waage 
PLJ 600-2GM 

KERN & SOHN GmbH, 

Balingen-Frommern 

PM2000 Mettler-Toledo GmbH, Gießen 

Zentrifuge 

Mini centrifuge ROTILABO® 
Carl Roth GmbH + Co. KG, 

Karlsruhe 

Centrifuge 5417R Eppendorf AG, Hamburg 

Fresco 21 Centrifuge 
Heraeus, Fisher Scientific 

GmbH, Schwerte 

Centrifuge 5810R Eppendorf AG, Hamburg 

Sorvall Lynx 6000 centrifuge 
Fisher Scientific GmbH, 

Schwerte 

Avanti J26XP 

Beckman Coulter Life 

Sciences, Indianapolis, IN, 

USA 

Zentrifugengefäß 

NalgeneTM Oak Ridge PPCO-

Zentrifugenröhrchen mit 

Dichtungsverschluss für 

Highspeed-Anwendungen 

Fisher Scientific GmbH, 

Schwerte 

Fiberlite 1000 ml-Flaschen 

50 mL, Polycarbonate Tube 

with Snap-On Cap, 29 x 

104 mm 
Beckman Coulter Life 

Sciences, Indianapolis, IN, 

USA 1L (1000mL) Bottle Assy, J-

Lite, 1000ml, PP, 95 x 191 mm 

Zweiwegehahn Two-way stopcocks [7328102] 
Bio-Rad Laboratories GmbH, 

Feldkirchen 

 

2.1.7 Programme 
Programm Betreiber 

AxioVision Release 4.9.1 SE64 Carl Zeiss Microscopy GmbH, Zena 

BeStSel, http://bestsel.elte.hu/  
József Kardos, Department of Biochemistry, 

Budapest, Ungarn[112] 

CARA 1.8.4.2 CARA definition team, Rochus Keller[113] 

ChemBioDraw 
CambridgeSoft Corporation, PerkinElmer, Inc., 

Rodgau 
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Clustal Omega, 

https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/ 
EMBL-EBI, Hinxton, UK 

CorelDRAW Graphics Suite 2019 Version 

21.3.0.755 
Corel Corporation, Ottawa, Kanada 

EMBOSS Needle, 

https://www.ebi.ac.uk/Tools/psa/emboss_needle/ 
EMBL-EBI, Hinxton, UK 

ExPASy Bioinformatics Resource Portal,[114] 

https://www.expasy.org/ 
SIB Swiss Institute of Bioinformatics 

GraFit Version 5.0.13 
Erithacus Software Limited, East Grinstead, 

UK 

GraphPad Prism 8.4.3 GraphPad Software, San Diego, CA, USA 

Microsoft® Excel® für Office 365 MSO 

(16.0.12527.20242) 64-Bit 
Microsoft Corporation, Redmond, WA, USA 

Microsoft® Word für Office 365 MSO 

(16.0.12527.20242) 64-Bit 
Microsoft Corporation, Redmond, WA, USA 

Origin7.0; OriginPro 8G SR4 v8.0951 (B951) 
OriginLab Corporation, Northampton, MA, 

USA 

PyMOL 4.6.0 – Build 26.20.100.7324 Schrödinger, Inc. New York, NY, USA 

SWISS-MODEL,[114] 

https://swissmodel.expasy.org/ 
SIB Swiss Institute of Bioinformatics 

TALOS+, 

https://spin.niddk.nih.gov/NMRPipe/talos/ 
Bax Group, National Institutes of Health, USA 

Topspin 4.0.7 Bruker BioSpin GmbH, Billerica, MA, USA 

 

2.1.8 Oligonukleotide 
Die nachfolgend aufgelisteten Oligonukleotide (ausgenommen Tpx_C43S_for, Tpx_C43S_rev) 

wurden im Rahmen dieser Arbeit gestaltet und von Sigma Aldrich, Darmstadt hergestellt. Die 

Oligonukleotide Tpx_C43S_for und Tpx_C43S_rev wurden von Prof. Dr. , BZH 

Universität Heidelberg, zur Verfügung gestellt.  

Verwendung 

AK-interne 

Nummerierung und 

Name 

Sequenz 5‘-3‘ 

Einführung der Punktmutante 

S38A in TbTpx 

P473 Tpx_S38A_for tctgccgcgtggtgccccccatg 

P474 Tpx_S38A_rev gcaccacgcggcagaaaagtaaagaaacac 

Einführung der Punktmutante 

W39A in TbTpx 

P446 Tpx_W39A_for ctgcctccgcgtgccccccatgc 

P447 Tpx_W39A_rev gggggcacgcggaggcagaaaagtaaag 

Einführung der Punktmutante 

W39F in TbTpx 

P538 Tpx_W39F_for ctgcctccttttgccccccatgcc 

P539 Tpx_W39F_rev gggggcaaaaggaggcagaaaagtaaagaaac 

Einführung der Punktmutante 

W39Y in TbTpx 

P536 Tpx_W39Y_for ctgcctcctattgccccccatgcc 

P537 Tpx_W39Y_rev gggggcaataggaggcagaaaagtaaagaaac 

Einführung der Punktmutante 

C40S in TbTpx 

P101 Tpx_C40S_for cttttctgcctcctggtcccccccatgcc 

P102 Tpx_C40S_rev gtaaaaccccggcatgggggggaccaggaggc 
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Einführung der Punktmutante 

C43S in TbTpx 

P99 Tpx_C43S_for ctggtgccccccatcccggggttttacacc 

P100 Tpx_C43S_rev ggtgtaaaaccccgggatggggggcaccag 

Einführung der Punktmutante 

C40/43S in TbTpx 

P103 Tpx_C40/43S_for cttttctgcctcctggtcccccccatccc 

P104 Tpx_C40/43S_rev gtaaaaccccgggatgggggggaccaggaggc 

Einführung der Punktmutante 

R44A in TbTpx 

P269 Tpx_R44A_for ccccatgcgcgggttttacaccggtc 

P270 Tpx_R44A_rev gtgtaaaacccgcgcatggggggcac 

Einführung der Punktmutante 

W70A in TbTpx 

P489 Tpx_W70A_for2 ctgatttccgcggatgaaaacgagagcgacttc 

P490 Tpx_W70A_rev2 cgttttcatccgcggaaatcagcacgacttcg 

Einführung der Punktmutante 

W70F in TbTpx 

P542 Tpx_W70F_for ctgatttcctttgatgaaaacgagagcgacttcc 

P543 Tpx_W70F_rev cgttttcatcaaaggaaatcagcacgacttcgaag 

Einführung der Punktmutante 

W70Y in TbTpx 

P652 Tpx_W70Y_for2 gctgatttcctatgatgaaaacgagagcgacttc 

P653 Tpx_W70Y_rev2 ctcgttttcatcataggaaatcagcacgacttcg 

Einführung der Punktmutante 

Y81F in TbTpx 

P313 Tpx_Y81F_for cgacttccatgattacttcggcaagatgc 

P314 Tpx_Y81F_rev ccacggcatcttgccgaagtaatcatgg 

Einführung der Punktmutante 

W86A in TbTpx 

P596 Tpx_W86A_for gatgccggcgctcgctctcccatttg 

P597 Tpx_W86A_rev gcgagcgccggcatcttgccgtag 

Einführung der Punktmutante 

K102A in TbTpx 

P674 Tpx_K102A_for gaattgggcgcgacatttggcgtggaatc 

P675 Tpx_K102A_rev gccaaatgtcgcgcccaattccgaaactg 

Einführung der Punktmutante 

K102E in TbTpx 

P676 Tpx_K102E_for aattgggcgagacatttggcgtgg 

P677 Tpx_K102E_rev gccaaatgtctcgcccaattccgaaac 

Einführung der Punktmutante 

E107A in TbTpx 

P670 Tpx_E107A_for ggcgtggcgtccattccgactcttatc 

P671 Tpx_E107A_rev ggaatggacgccacgccaaatgtcttgc 

Einführung der Punktmutante 

E107K in TbTpx 

P672 Tpx_E107K_for ggcgtgaaatccattccgactcttatc 

P673 Tpx_E107K_rev ggaatggatttcacgccaaatgtcttgc 

Einführung der Punktmutante 

I109A in TbTpx 

P303 Tpx_I109A_2_for catttggcgtggaatccgcgccgactcttatc 

P304 Tpx_I109A_2_rev gattccgtctctctggaaaactttcgtagccag 

Einführung der Punktmutante 

T129A in TbTpx 

P544 Tpx_T129A_for cgtgcccgtgtcattgaggatcc 

P545 Tpx_T129A_rev cacgggcacgggcctgagtg 

Einführung der Punktmutante 

W142A in TbTpx 

P598 Tpx_W142A_for ctttccggcgcccaactgactcgag 

P599 Tpx_W142A_rev gttgggcgccggaaagttggcacc 

Linearisierung des Plasmids 

pHD1700 für Gibson 

Assembly 

P106 pHD1700_g_for ggatccaacgagcaaaagctcatttc 

P107 pHD1700_g_rev cataagcttgtgaattttactttttggtgtaattgaag 

Amplifikation der Gensequenz 

von dTRPML für Gibson 

Assembly in pHD1700 

P115 dTRPML_g_for gtaaaattcacaagcttatgcagagctacggccc 

P116 dTRPML_g_rev 
gtttgctcgttggatcccttcataatactagaaaggctg

gtgtaacc 

 

 

 



2 Material und Methoden 

30 

2.1.9 Plasmide und Eigenschaften der Proteinkonstrukte 
# Vektor Bezeichnung Verwendung Herkunft 

p025 
pcDNA3.1-

cGFP-His 
dTRPML 

Expression des dTRPML in 

HEK293 Zellen mit c-

terminalem cGFP-His₆ 

Dr. , 

Harvard University 

Cambridge, USA 

p081 pMAL MBP-His₆-TEV 
Expression der TEV-Protease 

in E. coli 

Dr. , 

Goethe Universität 

Frankfurt am Main 

p107 pHD1700 T. brucei Trx2 

Tet-induzierbare Expression 

von T. brucei Trx2 in T. b. 

brucei BSF449 mit N-

terminalem Myc-tag 

Dr.  

, Ruprecht-

Karls-Universität 

Heidelberg 

p108 pETtrx_1b T. brucei Tpx 

Expression des 

Fusionsproteins Trx-Tpx in 

E. coli 

Dr.  

, 

Biochemie Zentrum 

BZH Universität 

Heidelberg 

p109 pETtrx_1b T. brucei Tpx_C40S 

Expression des 

Fusionsproteins Trx-TpxC40S 

in E. coli 

Diese Arbeit 

p110 pETtrx_1b T. brucei Tpx_C43S 

Expression des 

Fusionsproteins Trx-TpxC43S 

in E. coli 

Diese Arbeit 

p111 pETtrx_1b 
T. brucei 

Tpx_C40/43S 

Expression des 

Fusionsproteins Trx-TpxC40/43S 

in E. coli 

Diese Arbeit 

p166 pHD1700 dTRPML 

Tet-induzierbare stabile 

Expression von Drosophila 

melanogaster TRPML in T. b. 

brucei BSF449 mit N-

terminalem Myc-tag 

Diese Arbeit 

p185 pETtrx_1b T. brucei Tpx_I109A 

Expression des 

Fusionsproteins Trx-TpxI109A 

in E. coli 

Diese Arbeit 

p186 pETtrx_1b T. brucei Tpx_R44A 

Expression des 

Fusionsproteins Trx-TpxR44A 

in E. coli 

Diese Arbeit 

p187 pETtrx_1b T. brucei Tpx_Y81F 

Expression des 

Fusionsproteins Trx-TpxY81F 

in E. coli 

Diese Arbeit 

p220 pETtrx_1b T. brucei PxIII 

Expression des 

Fusionsproteins Trx-PxIII 

(ohne mitochondriale 

Zielsequenz) in E. coli 

Dr.  

, 

Biochemie Zentrum 

BZH Universität 

Heidelberg 
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p297 pETtrx_1b T. brucei Tpx_W39A 

Expression des 

Fusionsproteins Trx-TpxW39A 

in E. coli 

Diese Arbeit 

p298 pETtrx_1b T. brucei Tpx_S38A 

Expression des 

Fusionsproteins Trx-TpxS38A 

in E. coli 

Diese Arbeit 

p299 pETtrx_1b T. brucei Tpx_W70A 

Expression des 

Fusionsproteins Trx-TpxW70A 

in E. coli 

Diese Arbeit 

p322 pETtrx_1b T. brucei Tpx_W39F 

Expression des 

Fusionsproteins Trx-TpxW39F 

in E. coli 

Diese Arbeit 

p323 pETtrx_1b T. brucei Tpx_W39Y 

Expression des 

Fusionsproteins Trx-TpxW39Y 

in E. coli 

Diese Arbeit 

p326 pETtrx_1b T. brucei Tpx_T129A 

Expression des 

Fusionsproteins Trx-TpxT129A 

in E. coli 

Diese Arbeit 

p327 pETtrx_1b T. brucei Tpx_W70F 

Expression des 

Fusionsproteins Trx-TpxW70F 

in E. coli 

Diese Arbeit 

p332 pETtrx_1b T. brucei Tpx_W86A 

Expression des 

Fusionsproteins Trx-TpxW86A 

in E. coli 

Diese Arbeit 

p333 pETtrx_1b T. brucei Tpx_W142A 

Expression des 

Fusionsproteins Trx-TpxW142A 

in E. coli 

Diese Arbeit 

p409 pETtrx_1b T. brucei Tpx_W70Y 

Expression des 

Fusionsproteins Trx-TpxW70Y 

in E. coli 

Diese Arbeit 

p421 pETtrx_1b T. brucei Tpx_E107A 

Expression des 

Fusionsproteins Trx-TpxE107A 

in E. coli 

Diese Arbeit 

p422 pETtrx_1b T. brucei Tpx_E107K 

Expression des 

Fusionsproteins Trx-TpxE107K 

in E. coli 

Diese Arbeit 

p423 pETtrx_1b T. brucei Tpx_K102A 

Expression des 

Fusionsproteins Trx-TpxK102A 

in E. coli 

Diese Arbeit 

p424 pETtrx_1b T. brucei Tpx_K102E 

Expression des 

Fusionsproteins Trx-TpxK102E 

in E. coli 

Diese Arbeit 

p591 pET3a T. brucei TR 
Expression der TbTR mit T7-

tag in E. coli 

Dr.  

, 

Biochemie Zentrum 
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BZH Universität 

Heidelberg 

p593 pET19b 
Crithidia fasciculata 

TryS_C59A 
Expression der Cf TrySC59A 

Dr.  

, 

Biochemie Zentrum 

BZH Universität 

Heidelberg 

 

Tabelle 2-2 Ausgewählte Eigenschaften der verwendeten Proteinkonstrukte. Die Konstrukte sind nach der in der 

Arbeitsgruppe internen Nummerierung der Plasmide (#) sortiert, aus denen diese nach Expression und 

Aufreinigung resultieren. Angegeben ist der Name des Konstrukts, der Extinktionskoeffizient bei 280 nm in M⁻¹ 

cm⁻¹ (mit Protparam von ExPASy bestimmt), das Molekulargewicht in Da und die Anzahl der Aminosäuren. 

# Konstrukt 
Extinktionskoeffizient 

bei 280 nm [M⁻¹ cm⁻¹] 
MW [Da] Aminosäureanzahl 

p081 His₆-TEV 32220 28617,5 249 

p108 
Trx-His₆-TpxWT 45170 30274,2 279 

TpxWT 29575 16076,2 147 

p109 
Trx-His₆-TpxC40S 45045 30258,19 279 

TpxC40S 29450 16060,14 147 

p110 
Trx-His₆-TpxC43S 45045 30258,19 279 

TpxC43S 29450 16060,14 147 

p111 
Trx-His₆-TpxC40/43S 45045 30242,12 279 

TpxC40/43S 29450 16044,08 147 

p166 dTRPML-Myc 102190 77220,63 678 

p185 
Trx-His₆-TpxI109A 45170 30232,17 279 

TpxI109A 29575 16034,12 147 

p186 
Trx-His₆-TpxR44A 45170 30189,14 279 

TpxR44A 29575 15991,09 147 

p187 
Trx-His₆-TpxY81F 43680 30258,25 279 

TpxY81F 28085 16060,2 147 

p220 
Trx-His₆-PxIII 33140 32865,45 300 

PxIII 17545 18351,03 164 

p297 
Trx-His₆-TpxW39A 39670 30159,11 279 

TpxW39A 24075 15961,07 147 

p298 
Trx-His₆-TpxS38A 45170 30258,25 279 

TpxS38A 29575 16060,2 147 

p299 
Trx-His₆-TpxW70A 39670 30159,11 279 

TpxW70A 24075 15961,07 147 

p322 
Trx-His₆-TpxW39F 39670 30235,21 279 

TpxW39F 24075 16037,16 147 

p323 Trx-His₆-TpxW39Y 41160 30251,21 279 
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TpxW39Y 25565 16053,16 147 

p326 
Trx-His₆-TpxT129A 45170 30244,22 279 

TpxT129A 29575 16046,17 147 

p327 
Trx-His₆-TpxW70F 39670 30235,21 279 

TpxW70F 24075 16037,16 147 

p332 
Trx-His₆-TpxW86A 39670 30159,11 279 

TpxW86A 24075 15961,07 147 

p333 
Trx-His₆-TpxW142A 39670 30159,11 279 

TpxW142A 24075 15961,07 147 

p409 
Trx-His₆-TpxW70Y 41160 30251,21 279 

TpxW70Y 25565 16053,16 147 

p421 
Trx-His₆-TpxE107A 45170 30216,21 279 

TpxE107A 29575 16018,16 147 

p422 
Trx-His₆-TpxE107K 45170 30273,3 279 

TpxE107K 29575 16075,26 147 

p423 
Trx-His₆-TpxK102A 45170 30217,15 279 

TpxK102A 29575 16019,10 147 

p424 
Trx-His₆-TpxK102E 45170 30275,19 279 

TpxK102E 29575 16076,20 147 

 

Nachfolgend ist die Nukleotidsequenz für TpxWT mit daraus resultierender Aminosäuresequenz 

angegeben. Die ersten drei Aminosäuren gehören zu dem N-terminalen Tag und bleiben nach 

Spaltung des Trx-His₆-Tpx-Fusionsproteins durch die TEV-Protease übrig. Das native Tpx Protein 

beginnt mit der vierten Aminosäure. Daher wurde die Nummerierung der Aminosäuren erst mit 

diesem Glycin gestartet (grün unterlegt), um die Vergleichbarkeit mit der Literatur zu gewährleisten. 

Gelb unterlegte Aminosäuren, mit den zugehörigen Nukleotidtripletts, markieren Aminosäuren, 

welche in dieser Arbeit in Einzelmutanten, verändert wurden. Zusätzlich wurde noch die 

Doppelmutante TpxC40/43S generiert (siehe auch Anhang 6.5). 

1   - GGCGCCATGGGTTCTGGCCTCGCTAAGTATCTTCCTGGCGCAACCAACCTGCTGTCCAAG – 60  

1   -  G  A  M  G  S  G  L  A  K  Y  L  P  G  A  T  N  L  L  S  K  - 20  

 

61  - TCGGGTGAAGTTTCACTGGGATCCCTCGTTGGGAAAACTGTGTTTCTTTACTTTTCTGCC – 120  

21  -  S  G  E  V  S  L  G  S  L  V  G  K  T  V  F  L  Y  F  S  A  - 40  

 

121 – TCCTGGTGCCCCCCATGCCGGGGTTTTACACCGGTCCTCGCCGAGTTCTACGAGAAGCAT – 180  

41  -  S  W  C  P  P  C  R  G  F  T  P  V  L  A  E  F  Y  E  K  H  - 60  

 

181 – CATGTGGCGAAAAACTTCGAAGTCGTGCTGATTTCCTGGGATGAAAACGAGAGCGACTTC – 240  

61  -  H  V  A  K  N  F  E  V  V  L  I  S  W  D  E  N  E  S  D  F  - 80  

 

241 – CATGATTACTACGGCAAGATGCCGTGGCTCGCTCTCCCATTTGACCAACGCTCGACAGTT – 300  

81  -  H  D  Y  Y  G  K  M  P  W  L  A  L  P  F  D  Q  R  S  T  V  - 100  

 

301 – TCGGAATTGGGCAAGACATTTGGCGTGGAATCCATTCCGACTCTTATCACAATCAATGCT – 360  

101 -  S  E  L  G  K  T  F  G  V  E  S  I  P  T  L  I  T  I  N  A  - 120  
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361 – GATACCGGTGCCATCATTGGCACTCAGGCCCGTACCCGTGTCATTGAGGATCCCGATGGT – 420  

121 -  D  T  G  A  I  I  G  T  Q  A  R  T  R  V  I  E  D  P  D  G  - 140  

 

421 – GCCAACTTTCCGTGGCCCAACTGA – 444  

141 -  A  N  F  P  W  P  N  *  - 147  

 

2.1.10 Zelllinien 

2.1.10.1 Bakterienstämme 

Für die Proteinexpression wurde der E. coli Bakterienstamm BL21-Gold (DE3) und Rosetta-gami 

2(DE3) verwendet. Die Vervielfältigung von Plasmiden wurde mittels DH5α E. coli Zellen 

durchgeführt. 

 

2.1.10.2 Trypanosomenstämme 

Es wurde in der Zellkultur die Blutstrom Zelllinie BS449 Wildtyp verwendet, welche dem Lister strain 

427[115] entstammt und einen konstitutiv exprimierten Tetrazyclin-Repressor[116] trägt. Diese Zellen 

wurden von Dr. , BZH Universität Heidelberg zur Verfügung gestellt. 

Ausgehend von dieser Zelllinie wurde die Zelllinie BS449 dTRPML OE generiert. Hierfür wurden die 

Trypanosomenzellen mit dem Vektor pHD1700_dTRPML (siehe Gibson Assembly 2.2.1.2) transfiziert 

(siehe Transfektion von Parasitenzellen 2.2.4.3), welcher für eine Tet-induzierbare ektopische Kopie 

des Drosophila melanogaster TRPML Kanal codiert.  

  

Zelllinien [Artikelnummer] Genotyp Anbieter/Herkunft 

BL21-Gold (DE3) Competent 

Cells [230132] 

E. coli B F⁻ ompT hsdS(rB⁻ mB⁻) 

dcm⁺ Tetr gal λ(DE3) endA I 

Agilent, Santa Clara, CA, 

USA 

MAX Efficiency® DH5αTM 

Competent Cells [18258-012] 

F- Φ80lacZΔM15 Δ(lacZYA-argF) 

U169 recA1 endA1 hsdR17 (rk-, 

mk+) phoA supE44 λ-thi-

1 gyrA96 relA1 

Invitrogen, Life 

Technologies, Carlsbad, CA, 

USA 

Rosetta-gamiTM 2(DE3) 

Competent Cells [71351] 

Δ(ara-leu)7697 ΔlacX74 ΔphoA 

PvuII phoR araD139 ahpC galE galK 

rpsL (DE3) 

F′[lac+ lacIq pro] gor522::Tn10 

trxB pRARE2 (CamR, StrR, TetR) 

Novagen, Sigma-Aldrich, 

Darmstadt 
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2.1.11 Enzyme 
Enzym [Artikelnummer] Anbieter 

DnaseI [P130717] AppliChem GmbH, Darmstadt 

DpnI [R0176L] New England Biolabs, Ipswich, MA USA 

Lysozym [L6876] Sigma-Aldrich, Darmstadt 

NotI-HF® [R3189S] New England Biolabs, Ipswich, MA USA 

Phusion® High-Fidelity DNA Polymerase 

[M0530L] 
New England Biolabs, Ipswich, MA USA 

Ribonuclease A from bovine pancrease [R5503-

500MG] 
Sigma-Aldrich, Darmstadt 

T4 DNA Ligase [M0202S] New England Biolabs, Ipswich, MA USA 

T5 Exonuclease [M0363S] New England Biolabs, Ipswich, MA USA 

Taq DNA Ligase [M0208S] New England Biolabs, Ipswich, MA USA 

T. b. Trypanothion-Reduktase (TR) 
Hergestellt von , BZH 

Universität Heidelberg 

 

2.1.12 Antikörper 
Antikörper [Artikelnummer] Anbieter/Herkunft 

Anti-c-Myc antibody produced in rabbit 

[C3956-.2MG] 
Merck KgaA, Darmstadt 

DE 16055 αmtTXNPx guinea pig SAC 697 FINA 

06/06/2016 

Dr. , Biochemie Zentrum 

BZH Universität Heidelberg 

Goat anti-guinea pig IgG-HRP [sc-2438], Lot 

C0713 HRP conjugated 

Santa Cruz Biotechnology, Inc., Dallas, TX, 

USA 

Goat anti-Guinea Pig IgG (H+L) Highly Cross 

Absorbed, Alexa Fluor® 488, InvitrogenTM 

[10193752] 

Fisher Scientific GmbH, Schwerte 

Goat anti-Rabbit IgG (H+L) Cross-Absorbed 

Alexa Fluor® 594, Ready ProbesTM [15106896] 
Fisher Scientific GmbH, Schwerte 

Mouse anti-rabbit IgG [sc-2357], Lot 49552 
Santa Cruz Biotechnology, Inc., Dallas, TX, 

USA 
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2.2 Methoden 
Einige der hier aufgeführten Methoden wurden bereits publiziert (Wagner et al., 2017[117]; Wagner et 

al., 2019[111]; Dietschreit et al., 2020[118]) und diesen Publikationen als Teil der vorliegenden Arbeit 

entnommen. Ergebnisse, deren Methoden nicht von mir persönlich durchgeführt wurden, sind an den 

entsprechenden Stellen gekennzeichnet und weisen auf die zugehörige Publikation hin. 

Ich habe die Bachelorarbeiten von ,  und , sowie die 

Masterarbeiten von  und  betreut. Teile ihrer Arbeit habe ich in diese 

Dissertation aufgenommen und an den entsprechenden Stellen gekennzeichnet.  

2.2.1 Klonierung 

2.2.1.1 Polymerase Kettenreaktion PCR 

Die Gensequenz von T. brucei brucei Tpx wurde von Füller et al., 2012[21] in den Vektor pETtrx_1b 

kloniert. Die Einführung von Punktmutationen in TbTpx erfolgte durch eine Quik change PCR mit 

dem KAPA HiFi PCR Kit. Die verwendeten Oligonukleotide bzw. Primer sind Kapitel 2.1.8 zu 

entnehmen und das Pipettierschema ist nachfolgend aufgelistet. 

Reaktionsansatz  

• DNA Template (~40 ng/µL) 0,5 µL 

• Forward Primer (10 µM) 1,5 µL 

• Reverse Primer (10 µM) 1,5 µL 

• dNTPs 0,75 µL 

• KAPA HiFi Polymerase 0,5 µL 

• 5x KAPA HiFi Puffer 5 µL 

• MP-H₂O 15,25 µL 

Die PCR wurde mit dem folgenden Programm in einem Thermocycler durchgeführt: 

1) Initiale Denaturierung 95 °C 3 min 

2) Denaturierung 98 °C 20 s 

3) Primeranlagerung 5 °C unter Tm der Primer 15 s 

4) Elongation 72 °C 2-7 min 

5) Finale Elongation 72 °C 2-7 min 

Die Schritte 2 bis 4 wurden 30x wiederholt. Die Anlagerungstemperatur der Primer wurde 5 °C unter 

der Schmelztemperatur Tm der Primer gewählt und, falls nötig, eine „Ramp“ verwendet. Bei einer 

„Ramp“ startet die Temperatur für die Primeranlagerung niedrig und erhöht sich bei jedem Zyklus, 

der durchlaufen wird, um beispielsweise 0,2 °C. Die Elongationszeit sowie die finale Elongationszeit 

wurden abhängig von der Länge der PCR-Produkte und entsprechend der Anleitung des KAPA HiFi 

PCR Kits ausgewählt. Der Erfolg jeder PCR wurde mit Hilfe einer Agarose-Gelelektrophorese (Kapitel 

2.2.1.3) überprüft. Für die Entfernung des eingesetzten Plasmids wurde ein DpnI-Verdau 

durchgeführt. Bei der Vervielfältigung von Plasmid-DNA in E. coli Bakterien wird diese methyliert. 

Das Restriktionsenzym DpnI erkennt methylierte DNA und schneidet diese. Durch den Verdau des 

PCR-Produkts mit DpnI kann das eingesetzte Templat entfernt werden. Nachfolgend ist der 

Restriktionsansatz des Verdaus aufgelistet: 
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DpnI Restriktionsansatz  

• PCR-Produkt 22,5 µL 

• DpnI 1 µL 

• Cut Smart Puffer 10x 5 µL 

• MP-H₂O 21,5 µL 

Der Restriktionsansatz wurde für 1 h bei 37 °C und 250 rpm inkubiert. Das DpnI-verdaute PCR-

Produkt wurde in DH5α E. coli Zellen transformiert (Kapitel 2.2.1.5), die Plasmid-DNA extrahiert und 

sequenziert (Kapitel 2.2.1.6). 

2.2.1.2 Gibson Assembly 

Gibson Assembly ist eine gentechnische Methode zur Fusion eines mittels PCR linearisierten Plasmids 

und eines Inserts ohne die Verwendung von Restriktionsenzymen.[119] 

Das Plasmid pHD1700_Trx2 wurde unter Einsatz der Primer pHD1700_g_for und pHD1700_g_rev in 

einer Quik change PCR linearisiert und das Trx2 codierende Insert entfernt. Eine PCR des Plasmids 

pcDNA3.1-cGFP-His_dTRPML mit den Primern dTRPML_g_for und dTRPML_g_rev lieferte das 

Genfragment dTRPML. Das Pipettierschema, sowie das verwendete Programm ist 2.2.1.1 zu 

entnehmen. 

Der Erfolg der PCR, sowie die Reinheit der PCR-Produkte wurde unter zu Hilfenahme einer Agarose-

Gelelektrophorese (Kapitel 2.2.1.3) überprüft. Anschließend wurde ein DpnI-Verdau (Kapitel 2.2.1.1) 

der PCR-Produkte durchgeführt.  

5x Isothermer Reaktionspuffer Menge auf 6 mL 

• 1 M Tris-HCl (pH 7.5), steril 3 mL 

• 1 M MgCl₂, steril 300 µL 

• 10 mM dNTP Mix 10 600 µL 

• 1 M DTT 300 µL 

• PEG-8000 1,5 g 

• 100 mM NAD 300 µL 

 

Gibson Assembly Mastermix  

• 5x isothermer Reaktionspuffer 320 µL 

• T5 Exonuclease 10 U/µL 0,64 µL 

• Phusion DNA Polymerase 2 U/µL 20 µL 

• Taq DNA Ligase 40 U/µL 0,16 µL 

• MP-H₂O 860 µL 

Gibson Assembly Mastermix wurde in 1,5 mL Reaktionsgefäßen zu jeweils 15 µL aliquotiert und 

bei -20 °C gelagert.  

Es wurden 50 ng des PCR-Produkts des Vektors (pHD1700) sowie des PCR-Produkts des Inserts 

(dTRPML) vereinigt und mit MP-H₂O auf 5 µL aufgefüllt. 15 µL des Gibson Assembly Mastermix 

wurden auf Eis aufgetaut und in einen auf 50 °C vorgeheizten Heizblock gestellt. Anschließend wurde 

das DNA-Gemisch aus Vektor und Insert hinzugefügt und 60 min bei 50 °C inkubiert. 5 µL des 
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Reaktionsgemisches wurden nachfolgend in einer Transformation von DH5α E. coli Zellen eingesetzt 

(Kapitel 2.2.1.5). Die Plasmid-DNA wurde extrahiert und mittels Sequenzierung überprüft (Kapitel 

2.2.1.6). 

2.2.1.3 Agarose-Gelelektrophorese 

50x TAE Puffer Menge auf 1 L Konzentration 

• Tris-Base  242,3 g 2 M 

• 99% Essigsäure 57,2 mL 1 M 

• EDTA 37,2 g 0,1 M 

Da in dieser Arbeit ausschließlich Plasmid-DNA und große DNA-Fragmente mit Hilfe der Agarose-

Gelelektrophorese untersucht wurden, wurden 1%ige (w/v) Agarosegele verwendet. Das 

Agarosepulver wurde durch Erhitzen in 1x TAE Puffer gelöst und in einen Gießstand mit 

herausnehmbarem Kamm gegossen. 2,5 µL der Probe wurden mit 0,5 µL 6x Purple Gel Loading Dye 

gemischt und in die Taschen des Agarosegels gefüllt. Als DNA-Standard wurden 5 µL 1 kb DNA 

ladder verwendet. Die Elektrophorese wurde bei einer konstanten Spannung von 130 V durchgeführt 

und 1x TAE als Laufpuffer verwendet. Das Gel wurde für 30 min in einem Ethidiumbromid-Bad 

inkubiert und unter UV-Licht die DNA detektiert. 

2.2.1.4 Herstellung kompetenter E. coli Zellen 

Luria-Bertani (LB)-Medium Menge auf 1 L 

• Trypton 10 g 

• Hefeextrakt 5 g 

• Natriumchlorid 10 g 

• pH-Wert 7,0 ± 0,2 

 

Solution I Menge auf 100 mL Konzentration 

• 1 M CaCl₂, steril 7 mL 70 mM CaCl₂ 

• 1 M MgCl₂, steril 5 mL 50 mM MgCl₂ 

 

Solution II Menge auf 100 mL Konzentration 

• 1 M CaCl₂, steril 7 mL 70 mM CaCl₂ 

• 1 M MgCl₂, steril 5 mL 50 mM MgCl₂ 

• 50% Glycerol, steril 60 mL 30% Glycerol 

Für die Herstellung bzw. Vervielfältigung kompetenter E. coli Zellen wurden 10 µL BL21-Gold (DE3), 

Rosetta-gami 2(DE3) oder DH5α E. coli Zellen in 2 mL LB-Medium ohne Antibiotikum über Nacht bei 

37 °C im Bakterienschüttler (180 - 200 rpm) inkubiert. Die Kultur wurde in 100 mL frisches LB-

Medium überführt und bis zu einer optischen Dichte bei 600 nm OD₆₀₀ = 0,5 wachsen gelassen. Die 

Bakteriensuspension wurde in zwei 50 mL Reaktionsgefäße überführt und 10 min bei 3900 rpm 4 °C 

zentrifugiert. Der Überstand wurde verworfen und die Zellpellets in je 20 mL Solution I resuspendiert. 

Die Suspensionen wurden für 1-2 Stunden auf Eis ruhen gelassen und anschließend bei 3900 rpm und 

4 °C für 10 min zentrifugiert. Die Zellpellets wurden jeweils in 1,5 mL Solution I resuspendiert und 

vereinigt. 3 mL Solution II wurden hinzugefügt und in 1,5 mL Reaktionsgefäße mit jeweils 50 µL 
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Bakteriensuspension aliquotiert. Die Zelllösungen wurden in flüssigem Stickstoff schockgefroren und 

bei -80 °C gelagert. 

2.2.1.5 Transformation von kompetenten E. coli Bakterienzellen 

LB-Agar Menge auf 0,33 L 

• Agar 5 g 

• in LB-Medium  

Die Aufnahme von Fremd-DNA, hier von Plasmiden in E. coli Zellen, erfolgte durch die Hitzeschock-

Methode.[120,121] 50 µL kompetenter Zellen wurden auf Eis aufgetaut und 0,5 µL Plasmid ~40 ng 

hinzugefügt. Die Lösung wurde gemischt und für 30 min auf Eis inkubiert. Die Zell-Plasmid-Lösung 

wurde 45 s bei 42 °C erhitzt und 2 min auf Eis abgekühlt. Der Lösung wurden 500 µL LB-Medium 

zugesetzt und 1,5 h bei 37 °C unter Schütteln inkubiert. 50-500 µL der Bakteriensuspension wurden 

auf einer LB-Agarplatte ausplattiert. Diese enthielt zur Selektion Antibiotikum entsprechend des 

Antibiotikaresistenzgens, welches auf dem Plasmid codiert ist (Kanamycin 50 µg/mL; Ampicillin 

100 µg/mL). Die Platte wurde über Nacht bei 37 °C inkubiert. 

2.2.1.6 Plasmid-DNA Extraktion und Sequenzierung 

Nach erfolgreicher Transformation des Plasmids in DH5α E. coli wurde ein Klon, welcher auf einer 

LB-Agarplatte mit Selektionsantibiotikum gewachsen war, mit einer sterilen Pipettenspitze in ein 

Kulturröhrchen überführt. Das Kulturröhrchen beinhaltete 5 – 7 mL LB-Medium mit 

Selektionsantibiotikum. Das Röhrchen wurde im ~45° Winkel über Nacht bei 37 °C im 

Bakterienschüttler (180 – 200 rpm) inkubiert und anschließend bei 4 °C und 3900 rpm für 10 min 

zentrifugiert. Das Zellpellet wurde nach der Anleitung und mit Hilfe des E.Z.N.A.® Plasmid Mini Kit 

aufgeschlossen und die Plasmid-DNA extrahiert. Die erhaltenen Plasmide wurde von der Firma 

StarSEQ, Mainz sequenziert. 

 

2.2.2 Proteinexpression und Aufreinigung 

2.2.2.1 Herstellung einer Vorkultur 

Im Anschluss an eine erfolgreiche Transformation (Kapitel 2.2.1.5) eines Plasmids in BL21-Gold (DE3) 

E. coli Zellen wurden für eine Vorkultur mehrere Klone mit einer sterilen Pipettenspitze in einen 

Kolben mit 50 – 200 mL LB-Medium, welches das entsprechende Selektionsantibiotikum enthielt, 

überführt. Die Vorkultur wurde über Nacht im Bakterienschüttler bei 37 °C und ~180 rpm inkubiert. 

2.2.2.2 Proteinexpression in unmarkiertem Medium 

2xYT Menge auf 1 L 

• Trypton/Pepton 20 g 

• Hefeextrakt 10 g 

• Natriumchlorid 10 g 

• pH-Wert 7,5 (mit 4 M NaOH eingestellt) 

950 mL 2xYT-Medium, mit Selektionsantibiotikum, wurden in einem Schikanekolben vorgelegt und 

50 mL der Bakteriensuspension aus der Vorkultur hinzugefügt. Der Kolben wurde im 

Bakterienschüttler bei 37 °C und 120 – 130 rpm bis zu einer OD₆₀₀ = 0,7 – 1,0 inkubiert. Die 

Bakteriensuspension wurde für 15 min bei 4 °C gekühlt. Anschließend wurde die Proteinexpression 
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durch die Zugabe von 0,15 mM IPTG (1,5 mL 100 mM IPTG Stammlösung) gestartet. Die 

Proteinexpression erfolgte bei 18 °C für Tpx und Tpx-Mutanten oder bei 16 °C für PxIII, und 

120 – 130 rpm für maximal 20 h im Bakterienschüttler. Die Bakterienzellen wurden durch 

Zentrifugation bei 5000 rpm und 4 °C für 10 min geerntet und in ein 50 mL Reaktionsgefäß überführt. 

Das Zellpellet wurde entweder sofort aufgeschlossen und das Protein aufgereinigt (Kapitel 2.2.2.4) 

oder in flüssigem Stickstoff schockgefroren und bis zur Proteinaufreinigung bei -20 °C gelagert.  

2.2.2.3 Proteinexpression in Isotopenmarkiertem Medium 

Minimalmedium Menge auf 1 L 

• KH₂PO₄ 15 g 

• Na₂HPO₄ 33,9 g 

• NH₄Cl 1 g (0,75 g bei ¹⁵NH₄Cl) 

• NaCl 2,5 g 

• 20% Glucose, steril 100 mL (2 g ¹³C₆-D-Glucose bei ¹³C Markierung) 

• 1 M MgSO₄, steril 4 mL 

• 10 mM FeCl₃, steril filtriert 1 mL 

• Magic Mix, steril filtriert 2 mL 

• Trace Elements (ohne Trp), steril filtriert 10 mL 

Zur Herstellung des Magic Mix wurde eine Tablette Centrum gemörsert und in 40 mL MP-H₂O gelöst. 

Die Suspension wurde 15 min bei 3900 rpm und 22 °C zentrifugiert und der Überstand steril filtriert. 

Trace Elements Menge auf 10 mL 

• CaCl₂*2 H₂O 2 mg 

• ZnSO₄*7 H₂O 2 mg 

• MnSO₄*H₂O 2 mg 

• Tryptophan# 50 mg 

• Thiamin Hydrochlorid 50 mg 

• Nicotinsäure 50 mg 

• Biotin 1 mg 
# wurde nicht eingesetzt, wenn alle Aminosäuren bzw. Tryptophan isotopenmarkiert werden sollten. 

Definiertes Medium Menge auf 1 L 

• Alanin 0,5 g 

• Arginin 0,4 g 

• Aspartat 0,4 g 

• Cystein 0,05 g 

• Glutamin 0,4 g 

• Glutamat 0,65 g 

• Glycin 0,55 g 

• Histidin 0,1 g 

• Isoleucin 0,23 g 

• Leucin 0,23 g 

• Lysin Hydrochlorid 0,42 g 

• Methionin 0,25 g 
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• Phenylalanin 0,13 g 

• Prolin 0,1 g 

• Serin 2,1 g 

• Threonin 0,23 g 

• Tyrosin 0,17 g 

• Valin 0,23 g 

• Adenin 0,5 g 

• Guanosin 0,65 g 

• Thymin 0,2 g 

• Uracil 0,5 g 

• Cytosin 0,2 g 

• Natriumacetat 1,5 g 

• Bernsteinsäure 1,5 g 

• NH₄Cl 0,5 g 

• NaOH 0,85 g 

• K₂HPO₄ 10,5 g 

• 20% Glucose, steril 100 mL 

• 1 M MgSO₄, steril 4 mL 

• 10 mM FeCl₃, steril filtriert 1 mL 

• Magic Mix, steril filtriert 2 mL 

• Trace Elements, steril filtriert 10 mL 

Für eine einheitliche ¹⁵N-Markierung eines Proteins wurde Minimalmedium mit 0,75 g ¹⁵NH₄Cl als 

Medium für die Proteinexpression verwendet. Einer ¹³C-¹⁵N Markierung des Proteins wurde dem 

Minimalmedium neben 0,75 g ¹⁵NH₄Cl auch 2 g ¹³C₆-D-Glucose hinzugefügt. Die Isotopenmarkierung 

spezifischer Aminosäuren erfolgte in definiertem Medium[122], welches ¹⁵N-Lysin, ¹⁵N-Arginin, ¹⁵N-

Tryptophan, ¹⁵N-Cystein oder ¹³C-¹⁵N-Prolin und alle anderen Aminosäuren in unmarkierter Form 

enthielt. 

Es wurden 50 – 100 mL der Vorkultur 10 min bei 3900 rpm und RT zentrifugiert und das Zellpellet in 

1 - 2 L definiertem oder Minimalmedium resuspendiert. Die Bakteriensuspension wurde analog der 

Expression in unmarkiertem Medium weiter behandelt (siehe Kapitel 2.2.2.2). 

2.2.2.4 Proteinaufreinigung 

Puffer A 

• 50 mM NaPi 

• 300 mM NaCl 

• pH 7,5 
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Puffer B 

• 50 mM NaPi 

• 300 mM NaCl 

• 500 mM Imidazol 

• pH 7,5 

 

Tpx-Puffer und Dialysepuffer 

• 25 mM NaPi 

• 150 mM NaCl 

• pH 7,5 

Ein Zellpellet, welches bei -20 °C gelagert wurde, wurde zuerst auf Eis aufgetaut. Das Zellpellet wurde 

in 75 mL Puffer A resuspendiert und 50 µM PMSF (37,5 µL 100 mM PMSF Stammlösung), jeweils eine 

Spatelspitze RNase, DNase und Lysozym, sowie 50 µL Proteaseinhibitorlösung hinzugefügt. Die 

Bakterienzellen wurden auf Eis 5 – 7x für 1:30 min bei 5x 10% cycle mit einer Stärke von ~60% mit 

Ultraschall aufgeschlossen. Zwischen den Ultraschalleinheiten wurde jeweils etwa 1 min pausiert, um 

den Fortschritt des Aufschlusses zu beurteilen, die Lösung zu mischen und um eine Überhitzung der 

Lösung zu vermeiden. Unlösliche Bestandteile wurden durch Zentrifugation bei 4 °C und 20.000 rpm 

für mindestens 45 min abgetrennt. Die nachfolgenden Aufreinigungsschritte wurden für Tpx und Tpx-

Mutanten bei Raumtemperatur und für PxIII bei 4 °C durchgeführt. Der Überstand wurde zwei Mal 

auf eine 5 – 10 mL NiNTA Affinitätssäule gegeben, um das His₆-tragende Fusionsprotein (Trx-His₆-

Tpx oder Trx-His₆-PxIII) zu binden. Die Affinitätssäule wurde mit jeweils 2x 5 Säulenvolumen (CV) 

Puffer A und 2x 5 CV Puffer A mit 10 mM Imidazol (zusammengesetzt aus 49 mL Puffer A und 1 mL 

Puffer B) gewaschen, um Verunreinigungen zu entfernen. Das Fusionsprotein wurde in sechs 

Elutionsschritten mit Puffer A mit 200 mM Imidazol (zusammengesetzt aus 6 mL Puffer A und 4 mL 

Puffer B) von der Affinitätssäule eluiert. Mittels Nanodrop wurden die Absorptionen der einzelnen 

Elutionsfraktionen bei 280 nm bestimmt und die Proteinkonzentration des Fusionsproteins mittels des 

entsprechenden Extinktionskoeffizienten (siehe Kapitel 2.1.9) errechnet. Elutionen, deren 

Abs₂₈₀ ≥ 0,01 AU waren, wurden vereinigt. Der Trx-His₆ Teil des Fusionsproteins wurde während 

einer Dialyse gegen Dialysepuffer und in Anwesenheit von His₆-TEV-Protease (molekulares 

Verhältnis TEV-Protease:Proteinkonzentration 1:40) von Tpx oder PxIII über Nacht abgespalten. Nach 

der Restriktion des Fusionsproteins wurde eine zweite NiNTA Affinitätssäule durchgeführt, um His₆-

TEV-Protease, Trx-His₆ und ungeschnittenes Fusionsprotein von freiem Tpx oder PxIII abzutrennen. 

Dafür wurde die Proteinlösung auf eine zweite NiNTA Affinitätssäule, welche das doppelte Volumen 

der ersten Affinitätssäule hatte, zwei Mal aufgetragen. Der Durchfluss enthielt Trx-His₆-freies Tpx 

oder PxIII. Die Säule wurde mit 6x 1 CV Tpx-Puffer mit 5 mM Imidazol (zusammengesetzt aus 24 mL 

Puffer A, 1 mL Puffer B und 25 mL MP-H₂O) gewaschen. Die Abs₂₈₀ der einzelnen Waschschritte 

wurden mittels Nanodrop bestimmt und Fraktionen, welche eine Absorption größer 0,01 AU hatten, 

sowie der Durchfluss wurden vereinigt. Die Proteinlösung wurde aufkonzentriert und ein finaler 

Aufreinigungsschritt mit Größenausschlusschromatographie durchgeführt. Die Reinheit der Proteine 

wurde mittels SDS-PAGE überprüft. 
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2.2.3 Biochemische und Biophysikalische Analysemethoden 

2.2.3.1 Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) 

4x SDS-Ladepuffer Menge in 50 mL Konzentration 

• 1 M Tris pH 6,8 10 mL 200 mM 

• 1 M DTT 20 mL 400 mM 

• SDS 4 g 8% (w/v) 

• Bromphenolblau 0,2 g 0,4% (w/v) 

• Glycerol 20 mL 40% 

Für eine spätere Coomassie-Färbung wurden die Proteinproben 1:4 mit 4x SDS-Ladepuffer versetzt; 

diese hatten eine finale Konzentration von 25 µM. Es wurden jeweils 10 µL eingesetzt, was zu einer 

Proteinmenge von 4 ng für Tpx und 4,6 ng für PxIII führt. Zellproben für eine spätere Western Blot-

Analyse wurde ebenfalls 1:4 4x SDS-Ladepuffer hinzugefügt und eine Konzentration von 

5x 10⁵ Zellen/µL hergestellt. Die Zellproben wurden 5 min bei 95 °C vor dem Auftragen auf das SDS-

Gel erhitzt. Von jeder Zellprobe wurden 10 µL verwendet und somit 5x 10⁶ Zellen eingesetzt. 

 Menge in 40 mL (für 8 Gele) 

Trenngel 12% 15% 

• 30% Acrylamid-Mix 16 mL 20 mL 

• 1,5 M Tris pH 8,8 10 mL 10 mL 

• MP-H₂O 13,2 mL 9,2 mL 

• 10% SDS 400 µL 400 µL 

• 10% APS 400 µL 400 µL 

• TEMED 40 µL 40 µL 

 

5% Sammelgel Menge in 12 mL (für 8 Gele) 

• 30% Acrylamid-Mix 2,1 mL 

• 1 M Tris pH 6,8 1,5 mL 

• MP-H₂O 8,2 mL 

• 10% SDS 120 µL 

• 10% APS 120 µL 

• TEMED 12 µL 

Für das Gießen der SDS-Gele wurde das Mini-PROTEAN® Tetra Cell System von BioRad verwendet. 

15%ige SDS-Gele wurden für Proteinproben verwendet und 12%ige SDS-Gele für Zellproben mit 

anschließendem Western Blot. Jedes SDS-Gel wurde mit einem 5%igen Sammelgel hergestellt. 

10x SDS-Laufpuffer Menge in 1 L Konzentration 

• Tris-Base 30 g 0,25 M 

• Glycin 144 g 1,92 M 

• SDS 100 g 1% 

Die SDS-PAGE wurde in einer Elektrophoresekammer, gefüllt mit 1x SDS-Laufpuffer bei 100-190 V 

und Raumtemperatur, durchgeführt. Die Elektrophorese wurde beendet, wenn die Lauffront das Ende 
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des SDS-Gels erreichte. Als Proteinstandard fungierte der Precision Plus ProteinTM Dual Color 

Standards. Die Proteine wurde durch Coomassie Färbung oder Western Blot sichtbar gemacht (siehe 

Kapitel 2.2.3.2 und 2.2.3.3). 

2.2.3.2 Coomassie Färbung 

Coomassie Färbelösung Menge in 500 mL 

• Coomassie Brillant Blau R250 0,5 g 

• Ethanol abs. 200 mL 

• Phosphorsäure, 85% in Wasser 10 mL 

• Wasser 290 mL 

Coomassie Entfärbelösung Menge in 500 mL 

• Ethanol abs. 200 mL 

• Phosphorsäure, 85% in Wasser 10 mL 

• Wasser 290 mL 

Die SDS-Gele wurden nach der Elektrophorese in Coomassie Färbelösung kurz erhitzt und für ~30 min 

oder über Nacht auf einem Gelschüttler inkubiert. Die Färbelösung wurde anschließend entfernt und 

die Gele mit Coomassie Entfärbelösung so lange gewaschen, bis die Proteinbanden klar erkennbar und 

der Hintergrund entfärbt waren. Für eine kurzfristige Lagerung wurden die Gele in Wasser gelagert. 

Die SDS-Gele wurden eingescannt und für eine dauerhafte Konservierung im Vakuum getrocknet.  

2.2.3.3 Western Blot-Analyse 

Tankblotpuffer Menge in 1 L 

• Tris-Base 3,0 g 

• Glycin 14,4 g 

• Ethanol abs. 200 mL 

Die zu verwendende 0,45 nm PVDF Membran wurde auf die Größe des SDS-Gels zugeschnitten 

(8,5x6 cm) und in 100% Methanol aktiviert. Im Anschluss an die Gelelektrophorese wurde das SDS-

Gel mit der aktivierten PVDF Membran in einem Tetra Blotting Modul der Mini-PROTEAN® Tetra 

Cell laut Herstellerangaben platziert. Der Elektrophoresekammer wurde außerdem ein Kühlakku 

sowie ein Rührfisch hinzugefügt und die Kammer mit Tankblotpuffer befüllt. Das Blotting wurde für 

1 h bei 110 V auf einem Magnetrührer unter konstantem Rühren des Rührstabes durchgeführt. 

10x PBS Puffer Menge in 1 L Konzentration 

• NaCl 80 g 137 mM 

• KCl 2,0 g 2,7 mM 

• Na₂HPO₄*2 H₂O 14,4 g 10 mM 

• KH₂PO₄*H₂O 2,4 g 1,8 mM 

• pH 7,4 

 

PBS/T Menge in 500 mL  

• 10x PBS Puffer 50 mL  

• Tween20 0,5 g  

• Wasser  450 mL  
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Die Membran wurde in 5% Milchpulver in PBS/T geschwenkt und nachfolgend 1 h bei 

Raumtemperatur in 5% Milchpulver in PBS/T auf dem Schüttler inkubiert. Die Membran wurde über 

Nacht in der Erstantikörper-Lösung (in 1% Milchpulver in PBS/T) unter Schütteln bei 4 °C inkubiert. 

Der Antikörper wurde entfernt, die Membran in PBS/T geschwenkt und anschließend 3x 10 min bei 

Raumtemperatur gewaschen. Der Membran wurde die Zweitantikörper-Lösung (in PBS/T) 

hinzugefügt und 1 h bei Raumtemperatur inkubiert. Die Antikörper-Lösung wurde entfernt und die 

Membran 3x 10 min in PBS/T gewaschen. Die Membran wurde mit der Entwicklerlösung Roti-Lumin 

nach Herstellerangaben behandelt und die Chemolumineszenz der Banden detektiert. 

2.2.3.4 Gekoppelter Aktivitätsassay der Peroxid-Entgiftungs-Kaskade (Px-Assay) 

TR-Assaypuffer 

• 40 mM Hepes 

• 1 mM EDTA 

• pH 7,5 (KOH) 

 

Px-Assaypuffer 

• 100 mM Tris 

• 5 mM EDTA 

• pH 7,5 

 

Tpx-Puffer 

• 25 mM NaPi 

• 150 mM NaCl 

• pH 7,5 

Sowohl die Aktivität als auch die Inhibierung von Tpx wurde in vitro in einem gekoppelten 

Peroxidaseassay gemessen, welcher alle Komponenten der Peroxid-Entgiftungs-Kaskade enthält 

(Abbildung 1-5). Alle Messungen wurden an einem UV/Vis Spektrometer bei 25 °C durchgeführt. Die 

Reaktionsansätze wurden zunächst ohne H₂O₂, DMSO und Inhibitor gemischt und 5 min inkubiert, 

um ein Redox-Gleichgewicht zu erhalten. Die Lösung wurde in eine 10 mm Quarzküvette überführt 

und die Messung umgehend nach Zugabe von H₂O₂ gestartet. Die Abnahme von NADPH bei 340 nm 

wurde über 60-100 s aufgenommen und die Datenpunkte in OriginPro 8G linear gefittet, um die 

Steigung zu erhalten. 

Vor der Bestimmung der Aktivität von Tpx oder der Inhibierung wurde die spontane Reduktion der 

Kaskade bestimmt. Bei dieser handelt es um die spontane Reduktion von H₂O₂ durch NADPH, 

unabhängig von der Aktivität der Kaskade. Der Mischung des Reaktionsansatzes, der nachfolgenden 

Tabelle zu entnehmen, fehlt daher PxIII. Die aus den Messungen der spontanen Reduktion erhaltenen 

Steigungen wurden von den aus Aktivitäts- und Inhibitionsmessungen erhaltenen Steigungen 

abgezogen.  
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Stammlösungen Volumen im Assay Konzentration 

• NADPH (4,8 mM in TR-Assaypuffer) 15 µL 360 µM 

• TR (2 U/mL in TR-Assaypuffer) 10 µL 100 mU/mL 

• Trypanothion (2,2 mM in MP-H₂O) 10 µL 110 µM 

• Tpx (50 µM in Tpx-Puffer) 20 µL 5 µM 

• Px-Assaypuffer 140 µL  

• Wasserstoffperoxid (4 mM in MP-H₂O) 5 µL 100 µM 

Für die Messung der Aktivität von Tpx wurde das nachfolgende Pipettierschema verwendet: 

Stammlösungen Volumen im Assay Konzentration 

• NADPH (4,8 mM in TR-Assaypuffer) 15 µL 360 µM 

• TR (2 U/mL in TR-Assaypuffer 10 µL 100 mU/mL 

• Trypanothion (2,2 mM in MP-H₂O) 10 µL 110 µM 

• Tpx (50 µM in Tpx-Puffer) 20 µL 5 µM 

• PxIII (1,83 µM in Tpx-Puffer) 10 µL 92 nM 

• Px-Assaypuffer 126 µL  

• DMSO 4 µL 2% 

• Wasserstoffperoxid (4 mM in MP-H₂O) 5 µL 100 µM 

 

2.2.3.5 Gekoppelter Aktivitätsassay der Peroxid-Entgiftungs-Kaskade in Anwesenheit eines 
Inhibitors 

Die Inhibition von Tpx wurde unter denselben Bedingungen wie die spontane Reduktion und die 

Aktivität in Kapitel 2.2.3.4 durchgeführt. Es wurde die nachfolgende Zusammensetzung verwendet: 

Stammlösungen Volumen im Assay Konzentration 

• NADPH (4,8 mM in TR-Assaypuffer) 15 µL 360 µM 

• TR (2 U/mL in TR-Assaypuffer) 10 µL 100 mU/mL 

• Trypanothion (2,2 mM in MP-H₂O) 10 µL 110 µM 

• Tpx (50 µM in Tpx-Puffer) 20 µL 5 µM 

• PxIII (1,83 µM in Tpx-Puffer) 10 µL 92 nM 

• Px-Assaypuffer 128 µL  

• Inhibitor (100 µM - 5 mM) 1-4 µL 1-50 µM 

• Wasserstoffperoxid (4 mM in MP-H₂O) 5 µL 100 µM 

Für eine Inhibitorkonzentrationsabhängige Bestimmung der Tpx-Aktivität wurde das 

Reaktionsgemisch nach dem Einstellen des Gleichgewichts und vor der Zugabe von H₂O₂, jeweils 

5 min mit dem Inhibitor inkubiert. Dabei wurden folgende molare Tpx:CFT Verhältnisse verwendet: 

1:0,5 (1 µL 500 µM CFT), 1:1 (2 µL 500 µM CFT), 1:1,5 (3 µL 500 µM CFT), 1:2 (4 µL 500 µM CFT), 1:3 

(1,2 µM 2,5 mM CFT), 1:5 (2 µL 2,5 mM CFT) und 1:10 (4 µL 2,5 mM CFT). 

Die zeitabhängige Inhibition durch CFT und MFT wurde mit einem molaren Verhältnis von Tpx:CFT 

1:1 durchgeführt. Es wurde ein sechsfacher Mastermix hergestellt, welcher alle Komponenten, 

ausgenommen H₂O₂, enthielt. Der Mastermix wurde mit CFT oder MFT (12 µL 500 µM Inhibitor auf 
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1170 µL Mastermix) bei 25 °C inkubiert. Nach bestimmten Zeitpunkten (5, 10, 15, 25, 35 und 45 min) 

wurden 195 µL des Mastermix in eine Küvette überführt und die Reaktion durch das Hinzufügen von 

H₂O₂ gestartet.  

Für die kinetische Analyse der Tpx-Inhibition durch CFT wurde ähnlich wie bei den zeitabhängigen 

Inhibitionsmessungen verfahren. Abweichend wurde hier ein 8,5-facher Mastermix hergestellt, ohne 

H₂O₂, der mit CFT inkubiert wurde. Es wurden 17 µL verschiedener CFT-Stocklösungen hinzugefügt, 

um 1, 2,5, 5, 7,5, 10, 15, 20, 30 und 50 µM finale CFT-Konzentrationen zu erhalten. Es wurden 195 µL 

des Mastermix in eine Küvette überführt und nach 2,5, 5, 7,5, 10, 15, 20, 25 und 30 min H₂O₂ 

hinzugefügt, um die Reaktion zu starten. Für die Messungen besonders kurzer Zeitpunkte (30 s und 

1 min) wurden 193 µL des Reaktionsansatzes (ohne H₂O₂ und CFT) in einer Küvette vorgelegt und 

CFT (2 µL verschiedener CFT-Stocklösungen, um finale Konzentrationen von 1, 2,5, 5, 7,5, 10, 15, 20, 

30 und 50 µM zu erhalten) hinzugefügt. Nach 30 s oder 1 min wurde die Reaktion durch die Zugabe 

von H₂O₂ gestartet. 

2.2.3.6 Gelshift-Assay zur Detektion freier Thiolgruppen mit mal-PEG 

Screeningpuffer 

• 20 mM HEPES 

• 150 mM NaCl 

• 1 mM EDTA 

• pH 7,5 

100 µM Tpx oder Tpx-Mutante wurde in einem finalen Volumen von 40 µL im Screeningpuffer mit 

4 mM TCEP und 200 µM CFT (2 µL 4 mM CFT Stammlösung in DMSO) oder dem äquivalenten 

Volumen DMSO (2 µL) für 30 min bei 25 °C inkubiert. Nachfolgend wurden 10 µL 50 mM mal-PEG, 

im Probenpuffer gelöst sowie 50 µL Probenpuffer hinzugefügt (100 µL finales Volumen). Die 

Proteinlösung wurde für 2 h bei 37 °C inkubiert. In einer SDS-PAGE wurden jeweils 4 µg Protein pro 

Probe in einem 15%igem SDS-Gel eingesetzt, um das Molekulargewicht zu überprüfen. 

2.2.3.7 Circulardichroismus (CD)-Spektroskopie 

Die CD-Spektroskopie wurde mit 10 µM Protein, wenn nicht anders angegeben, in 2,5 mM NaPi 

pH 7,5, 15 mM NaCl (200 µL finales Volumen) in einer 1 mm Quarzküvette durchgeführt. Die 

Basislinie wurde mit einer Probe von 2,5 mM NaPi pH 7,5, 15 mM NaCl korrigiert. Die Spektren 

wurden mit fünf Akkumulationen, 1 nm Bandbreite und einer Lesegeschwindigkeit von 50 nm/min 

von 260 nm bis 190 nm aufgenommen. 

2.2.3.8 Analytische Größenausschlusschromatographie (SEC) 

Die analytischen SEC-Läufe wurden mit 100 µM Protein in einem finalen Volumen von 200 µL in Tpx-

Puffer (25 mM NaPi pH 7,5, 150 mM NaCl) an einer 24 mL hochauflösenden Chromatographie-Säule 

(EnrichTM 70 10x300 SEC oder SuperdexTM 75 Increase 10/300 GL) bei 4 °C und einer Flussrate von 

0,8 mL/min durchgeführt.  

Reduziertes Tpx wurde durch die Zugabe von 4 mM TCEP erhalten. Für SEC Läufe in Anwesenheit 

von CFT wurde reduziertes Tpx für 30 min bei 25 °C vorinkubiert. Es wurden die folgenden molaren 

Verhältnisse von Tpx:CFT verwendet: 1:0,25; 1:0,5; 1:1; 1:1,5; 1:2 und 1:3. 
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2.2.3.9 Isotherme Titrationskalorimetrie (ITC) 

Die isotherme Titatrionskalorimetrie (ITC) diente der Bestimmung der Dissoziationskonstanten KD des 

Dimerkomplexes, bestehend aus zwei Tpx-CFT-Komplexen. Der Tpx-CFT-Komplex wurde durch die 

Inkubation von TpxWT, TpxK102E und TpxW39A mit 4 mM TCEP und einem zweifachen molaren 

Überschuss CFT (in DMSO gelöst) zu Tpx hergestellt. Freies CFT, DMSO und TCEP wurden mittels 

SEC (25 mM NaPi pH 7,5, 150 mM NaCl) entfernt. Die ITC-Experimente wurden bei 25 °C 

durchgeführt. Für die Dissoziationsexperimente wurde der Tpx-CFT-Komplex oder Tpx allein, als 

Kontrolle, in SEC-Puffer mit den folgenden Konzentrationen injiziert: TpxWT 215 µM; TpxWT-CFT 

118 µM; TpxW39A-CFT 277 µM und TpxK102E-CFT 311 µM. Als weitere Kontrolle diente die Titration von 

TpxWT-CFT (118 µM) in die Kammer, welche bereits TpxWT-CFT (118 µM) enthielt. Nach einer initialen 

Wartezeit von 120 s erfolgten 20 aufeinanderfolgende Injektionen von 2 µL alle 180 s. Für jedes 

Experiment wurde die Referenzkraft auf 11 µcal⁻¹ und die Rührgeschwindigkeit auf 750 rpm 

eingestellt. Die Thermogramme wurden unter Annahme eines Dissoziationsmodells mit Hilfe des 

Programms Origin7.0 ausgewertet. Es wurden jeweils drei unabhängige Titrationen durchgeführt und 

die erhaltenen Werte gemittelt. 

2.2.3.10 Kernspinresonanzspektroskopie (NMR-Spektroskopie) 

Um Proteine in der Kernspinresonanzspektroskopie (NMR-Spektroskopie) betrachten zu können, 

benötigen diese Atome deren Kernspin ungleich null ist. Hierfür wurden Isotope des Stickstoffs ¹⁵N 

oder Kohlenstoffs ¹³C in die Proteine eingeführt. Dies erfolgte durch die Kultivierung der Bakterien 

während der Proteinexpression im Medium (siehe Kapitel 2.2.2.3), welches isotopenmarkierte Glukose 

oder Ammoniumchlorid als einzige Kohlenstoff- und/oder Stickstoffquelle enthielt. Des Weiteren 

konnten die Inhibitoren CFT und MFT NMR-spektroskopisch betrachtet werden, da der Phenylring 

mit einem Fluor ¹⁹F, einem NMR-aktiven Kern, substituiert ist (Abbildung 1-11).  

Jede NMR-Probe hatte ein finales Volumen von 500 µL in 25 mM NaPi pH 7,5, 150 mM NaCl und 

wurde mit 10% D₂O versetzt. Alle Spektren wurden bei 298 K aufgenommen. Die aufgenommenen 

Spektren, sowie der Experimenttyp, das Pulsprogramm etc. sind Tabelle 2-3 zu entnehmen. 

Eine Zuordnung der Resonanzen im ¹H-¹⁵N 2D Spektrum, wurde mit Hilfe von ¹³C-¹⁵N markierten 

Proben und standardisierten Triple Resonanzpulssequenzen durchgeführt. Die Auswertung erfolgte 

mit Hilfe von CARA[113]. Die Betrachtung, Prozessierung und der Export der Spektren wurden mit 

Topspin durchgeführt. 

Der Unterschied der chemischen Verschiebung zwischen zwei Resonanzen, aus unterschiedlichen ¹H-

¹⁵N 2D Spektren, die der gleichen Aminosäure zugeordnet wurden, wurde mit Gleichung 2-1 [123] 

berechnet:  

�� (��, ��	  
ℎ�
. �ℎ���) =  ���� + � ��
�,	���

  (Gleichung 2-1) 

Für die ¹H-¹⁵N hetNOE Relaxationsmessungen wurde jeweils ein ¹H-¹⁵N 2D HSQC-Spektrum 

(NONOE Spektrum) und zwei Spektren unter ¹H-¹⁵N-hetNOE-Bedingungen von ¹⁵N-TpxWT 

aufgenommen.[124] Basierend auf der Zuordnung der NMR-Resonanzen von TpxWT, im oxidierten und 

reduzierten Zustand, wurden die Integrale der Resonanzen im HSQC- und unter hetNOE-

Bedingungen bestimmt. Mittels Gleichung 2-2 wurde {¹H}-¹⁵N-hetNOE aus zwei Messreihen 

bestimmt. Dies wurde jeweils im oxidierten und reduzierten Zustand durchgeführt.  

{��}-�	�-ℎ��� ! = " #$%&'(')*'+$'%*+ä+ -$+�./
" #$%&'(')*'+$'%*+ä+ �.�./   (Gleichung 2-2) 



 2 Material und Methoden 

49 

Für die Bestimmung der Halbwertszeit des Tpx-T(SH)₂-Komplexes wurde oxidiertes ¹⁵N-TpxWT mit 
einem 1,5-fachen Überschuss T(SH)₂ versetzt. Es wurden ¹H-¹⁵N HSQC-Spektren mit jeweils einer 
Aufnahmedauer von 45 min über einen Zeitraum von 11,25 h nach der T(SH)₂-Zugabe aufgenommen. 
Die Integrale der NH-Resonanzen von vier Aminosäuren, welche im T(SH)₂-gebundenen Zustand 
verschwinden, wurden mittels Topspin bestimmt und gegen die Zeit aufgetragen. Des Weiteren 
wurden von fünf Aminosäuren die Unterschiede der NH-Resonanzen zwischen dem oxidierten 
Zustand und den verschiedenen Zeitpunkten nach der Zugabe von T(SH)₂ mit Gleichung 2-1 
bestimmt. Die Unterschiede wurden gegen die Zeit aufgetragen. Die sigmoidalen Kurven der 
Auftragung der Integrale sowie der Δδ Unterschiede wurden mittels GraphPad Prism gefittet und die 
Halbwertszeit des Tpx-T(SH)₂-Komplex für die einzelnen Aminosäuren erhalten.  

Für die ¹⁹F NMR-Messungen des Inhibitors CFT, gebunden an Tpx, wurde Tpx mit 4 mM TCEP 
reduziert und 30 min bei 25 °C mit CFT in einem 1:3 molaren Tpx:CFT Verhältnis inkubiert. Die Probe 
wurde mittels SEC aufgetrennt, um freies CFT zu entfernen. Fraktionen, welchen den Tpx-CFT-
Komplex enthielten, wurden vereinigt und aufkonzentriert. 
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Tabelle 2-3 Durchgeführte NMR Messungen mit Markierung der Probe, Konzentration in µM, der Redox-Zustand der Probe und der Probe zugesetzte Substanzen, die Art des 

Experiments, das verwendete Pulsprogramm und die Frequenz des Spektrometers in MHz. Außerdem sind für die 1D ¹⁹F-Messungen die Anzahl der Scans (ns) angegeben. 

Probe/Markierung Konzentration Redox-Zustand/Zusatz Experimenttyp Pulsprogramm Frequenz 

¹³C-¹⁵N TpxWT 

345 µM 
ox 

¹H-¹⁵N HSQC fhsqcf3gpph 600 MHz 

H(CCCO)NH hccconhgp3d3 600 MHz 

HNCO hncogpwg3d 600 MHz 

HNCA hncagpwg3d 600 MHz 

HNCACO hncacogpwg3d 600 MHz 

HNCACB hncacbgpwg3d 600 MHz 

HBHA(CBCACO)NH hbhaconhgpwg3d 600 MHz 

¹H-¹³C NOESY-HSQC noesyhsqcetgpsi3d 600 MHz 

255 µM 

HNHA hnhagp3d 600 MHz 

red 2 mM TCEP (1 µL 1 M TCEP) 

¹H-¹⁵N HSQC fhsqcf3gpph 600 MHz 

HNCO hncogpwg3d 600 MHz 

HNCACB hncacbgpwg3d 600 MHz 

HNCA hncagpwg3d 600 MHz 

HBHA(CBCACO)NH hbhaconhgpwg3d 600 MHz 

CBCA(CO)NH cbcaconhgpwg3d 600 MHz 

HNCACO hncacogpwg3d 600 MHz 

¹⁵N-Lys TpxWT 153 µM 
ox ¹H-¹⁵N HSQC fhsqcf3gpph 800 MHz 

red 2 mM TCEP (1 µL 1 M TCEP) ¹H-¹⁵N HSQC fhsqcf3gpph 800 MHz 

¹⁵N-Arg TpxWT 300 µM 
ox ¹H-¹⁵N HSQC fhsqcf3gpph 600 MHz 

red 2 mM TCEP (1 µL 1 M TCEP) ¹H-¹⁵N HSQC fhsqcf3gpph 600 MHz 

¹⁵N-Trp, ¹³C ¹⁵N-Pro 

TpxWT 
338 µM 

ox ¹H-¹⁵N HSQC fhsqcf3gpph 600 MHz 

red 2 mM TCEP (1 µL 1 M TCEP) 
¹H-¹⁵N HSQC fhsqcf3gpph 600 MHz 

HNCO hncogpwg3d 600 MHz 

214 µM ox ¹H-¹⁵N HSQC fhsqcf3gpph 600 MHz 
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¹³C ¹⁵N-Cys, ¹³C ¹⁵N-

Pro TpxWT 

HNCO hncogpwg3d 600 MHz 

HNCA hncagpwg3d 600 MHz 

HNCACB hncacbgpwg3d 600 MHz 

¹H-¹³C HSQC hsqcetgp 600 MHz 

red 2 mM TCEP (1 µL 1 M TCEP) 

¹H-¹⁵N HSQC fhsqcf3gpph 600 MHz 

HNCO hncogpwg3d 600 MHz 

HNCA hncagpwg3d 600 MHz 

HNCACB hncacbgpwg3d 600 MHz 

¹H-¹³C HSQC hsqcetgp 600 MHz 

¹⁵N TpxWT 475 µM 

ox 
¹H-¹⁵N HSQC fhsqcf3gpph 600 MHz 

{¹H}-¹⁵N hetNOE 15Nhetnoe6_wg.ed 600 MHz 

red 2 mM TCEP (1 µL 1 M TCEP) 
¹H-¹⁵N HSQC fhsqcf3gpph 600 MHz 

{¹H}-¹⁵N hetNOE 15Nhetnoe6_wg.ed 600 MHz 

¹⁵N TpxWT 180 µM 
ox ¹H-¹⁵N HSQC fhsqcf3gpph 600 MHz 

1:1,5 T(SH)₂ (1,1 µL 123 mM T(SH)₂) ¹H-¹⁵N HSQC fhsqcf3gpph 600 MHz 

¹⁵N TpxWT 300 µM 

ox ¹H-¹⁵N HSQC fhsqcf3gpph 600 MHz 

Titration: 

0,61 µL; 1,22 µL; 4,88 µL; 9,76 µL 123 mM 

T(SH)₂ 

¹H-¹⁵N HSQC fhsqcf3gpph 600 MHz 

¹⁵N TpxWT 150 µM 

red 2 mM TCEP (1 µL 1 M TCEP) ¹H-¹⁵N HSQC fhsqcf3gpph 600 MHz 

red 2 mM TCEP (1 µL 1 M TCEP) 

1% DMSO (5 µL d6-DMSO) 
¹H-¹⁵N HSQC fhsqcf3gpph 600 MHz 

red 2 mM TCEP (1 µL 1 M TCEP) 

225 µM CFT (2,8 µL 40 mM CFT) 

2,18 µL d6-DMSO 

¹H-¹⁵N HSQC fhsqcf3gpph 600 MHz 

¹⁵N TpxWT 250 µM 

red 2 mM TCEP (1 µL 1 M TCEP) ¹H-¹⁵N Best-Trosy-HSQC b_trosyetf3gpsi.2 600 MHz 

red 2 mM TCEP (1 µL 1 M TCEP) 

375 µM MFT (4,69 µL 40 mM MFT) 
¹H-¹⁵N Best-Trosy-HSQC b_trosyetf3gpsi.2 600 MHz 
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¹³C ¹⁵N TpxWT 250 µM 

ox ¹H-¹⁵N Best-Trosy-HSQC b_trosyetf3gpsi.2 600 MHz 

1:2,4 T(SH)₂ (1,55 µL 174 mM T(SH)₂) ¹H-¹⁵N Best-Trosy-HSQC b_trosyetf3gpsi.2 600 MHz 

1:2,4 T(SH)₂ (1,55 µL 174 mM T(SH)₂) 

1:1,2 CFT (3,375 µL 40 mM CFT) 
¹H-¹⁵N Best-Trosy-HSQC b_trosyetf3gpsi.2 600 MHz 

1:2,4 T(SH)₂ (1,55 µL 174 mM T(SH)₂) 

1:1,2 MFT (3,375 µL 40 mM MFT) 
¹H-¹⁵N Best-Trosy-HSQC b_trosyetf3gpsi.2 600 MHz 

¹³C ¹⁵N TpxC40S 200 µM apo 

¹H-¹⁵N Best-Trosy-HSQC b_trosyetf3gpsi.2 600 MHz 

Best-Trosy HNCA b_trhncagp3d.2 600 MHz 

Best-Trosy HNCO b_trhncogp3d.2 600 MHz 

Best-Trosy HNCACB b_trhncacbgp3d.2 600 MHz 

Best-Trosy HNCOCACB b_trhncocacbgp3d.2 600 MHz 

¹⁵N TpxC40S 134 µM 

ox ¹H-¹⁵N HSQC fhsqcf3gpph 600 MHz 

Titration: 

0,27 µL; 0,54 µL; 2,17 µL 123 mM T(SH)₂ 
¹H-¹⁵N HSQC fhsqcf3gpph 600 MHz 

¹³C ¹⁵N TpxW39A 200 µM 

ox 

¹H-¹⁵N HSQC fhsqcf3gpph 600 MHz 

HNCO hncogp3d 600 MHz 

HNCA hncagp3d 600 MHz 

2 mM TCEP (1 µL 1 M TCEP) 
¹H-¹⁵N Best-Trosy-HSQC b_trosyetf3gpsi.2 700 MHz 

Best-Trosy HNCACB b_trhncacbgp3d.2 700 MHz 

¹⁵N TpxW39A 90 µM 

ox ¹H-¹⁵N HSQC fhsqcf3gpph 600 MHz 

red 2 mM TCEP (1 µL 1 M TCEP) ¹H-¹⁵N HSQC fhsqcf3gpph 600 MHz 

0,62 µL; 2,59 µL 174 mM T(SH)₂ ¹H-¹⁵N HSQC fhsqcf3gpph 600 MHz 

red 2 mM TCEP (1 µL 1 M TCEP) 

1:1,5 CFT (1,7 µL 40 mM CFT) 
¹H-¹⁵N HSQC fhsqcf3gpph 600 MHz 

¹⁵N TpxW70A 75 µM 

ox ¹H-¹⁵N HSQC fhsqcf3gpph 600 MHz 

red 2 mM TCEP (1 µL 1 M TCEP) ¹H-¹⁵N HSQC fhsqcf3gpph 600 MHz 

1:2,4 T(SH)₂ (0,54 µL 174 mM T(SH)₂ ¹H-¹⁵N HSQC fhsqcf3gpph 600 MHz 

¹⁵N TpxW142A 180 µM ox ¹H-¹⁵N HSQC fhsqcf3gpph 600 MHz 
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red 4 mM TCEP (2 µL 1 M TCEP) ¹H-¹⁵N HSQC fhsqcf3gpph 600 MHz 

1,76 µL; 7,3 µL 123 mM T(SH)₂ ¹H-¹⁵N HSQC fhsqcf3gpph 600 MHz 

TpxWT-CFT 

750 µM  ¹⁹F 1D  zgT2.ed; ns = 512 600 MHz 

500 µM  ¹⁹F 1D  zgT2.ed; ns = 512 600 MHz 

250 µM  ¹⁹F 1D  zgT2.ed; ns = 512 600 MHz 

100 µM  ¹⁹F 1D  zgT2.ed; ns = 2k 600 MHz 

50 µM  ¹⁹F 1D  zgT2.ed; ns = 4k 600 MHz 

10 µM  ¹⁹F 1D  zgT2.ed; ns = 50k 600 MHz 

TpxW39A-CFT 

700 µM  ¹⁹F 1D  zgT2.ed; ns = 64 600 MHz 

350 µM  ¹⁹F 1D  zgT2.ed; ns = 64 600 MHz 

200 µM  ¹⁹F 1D  zgT2.ed; ns = 128 600 MHz 

100 µM  ¹⁹F 1D  zgT2.ed; ns = 256 600 MHz 

50 µM  ¹⁹F 1D  zgT2.ed; ns = 256 600 MHz 

25 µM  ¹⁹F 1D  zgT2.ed; ns = 512 600 MHz 

TpxK102E-CFT 

750 µM  ¹⁹F 1D  zgT2.ed; ns = 64 600 MHz 

500 µM  ¹⁹F 1D  zgT2.ed; ns = 64 600 MHz 

200 µM  ¹⁹F 1D  zgT2.ed; ns = 128 600 MHz 

100 µM  ¹⁹F 1D  zgT2.ed; ns = 256 600 MHz 

50 µM  ¹⁹F 1D  zgT2.ed; ns = 512 600 MHz 

20 µM  ¹⁹F 1D  zgT2.ed; ns = 512 600 MHz 

CFT 100 µM 3% DMSO ¹⁹F 1D  zgT2.ed; ns = 1k 600 MHz 

MFT 100 µM 3% DMSO ¹⁹F 1D  zgT2.ed; ns = 1k 600 MHz 
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2.2.4 Zellkultur 
Alle Zellkulturarbeiten wurden unter einer Sterilbank mit laminarem Fluss durchgeführt. Alle 

Materialien und Zubehör wurden vor Verwendung autoklaviert oder desinfiziert. 

2.2.4.1 Kultivierung von Blutstrom T. b. brucei Parasitenzellen 

Grundmedium HMI-9 Menge auf 10 L Konzentration 

• Iscove’s modifiziertes Dulbeccos Medium 176,6 g 17,66 g/L 

• NaHCO₃ 30,24 g 36 mM 

• Hypoxanthin 1,36 g 1 mM 

• Natriumpyruvat 1,1 g 1 mM 

• Thymidin 0,39 g 161 µM 

• Bathocupronsulfonat 0,28 g 49 µM 

Die Komponenten wurden in 10 L MP-H₂O gelöst und der pH-Wert auf 7-7,5 mit 4 M NaOH 

eingestellt. Das Medium wurde zur längeren Lagerung in 450 mL oder 900 mL in Flaschen aliquotiert 

bei -20 °C gelagert. 

Komplettiertes HMI-9 Medium Menge auf 0,5 L Konzentration 

• Grundmedium 450 mL 90% (v/v) 

• Hitzeinaktiviertes FCS# 50 mL 10% (v/v) 

• Penicillin-Streptomycin (5000 U/mL) 5 mL 50 U/mL 

• β-Mercaptoethanol (14,27 M) 7 µL 200 µM 

• L-Cystein 93 mg/5 mL MP-H₂O 150 mM 

• Phleomycin (2,5 mg/mL) 40 µL 0,2 µg/mL 
#Fetales Kälberserum wurde für 1 h bei 60 °C inaktiviert.  

Das komplettierte HMI-9 Medium musste steril filtriert werden, da es nicht autoklaviert werden 

konnte, und wurde bei 4 °C gelagert. 

BS449 WT Zellen wurden in 5 mL HMI-9 Medium bei 37 °C und 5% CO₂ sowie gesättigter 

Luftfeuchtigkeit kultiviert. Für die Kultivierung von BS449 dTRPML OE Zellen wurde dem Medium 

1 µL Hygromycin (50 mg/mL Stammlösung) auf 5 mL HMI-9 Medium für eine finale Konzentration 

von 10 µg/mL als Selektionsmedium hinzugefügt. Es wurden Zellkulturflaschen mit einer 

durchlässigen Kappe verwendet: für ein Zellkulturvolumen von 5-10 mL wurde eine 50 mL 

Zellkulturflasche, bei 10-30 mL eine 250 mL und bei 50 mL Zellkulturvolumen eine 500 mL 

Zellkulturflasche verwendet. Die Zellen wurden passagiert, wenn sie eine Zelldichte von 

1-4 x 10⁶ Zellen/mL erreicht hatten. Die Zellzahlen wurden mittels Neubauer Zählkammer bestimmt. 

2.2.4.2 Einfrieren und Auftauen von Glycerolstocks 

3 x 10⁷ Zellen wurden bei 2000 g und 4 °C für 10 min zentrifugiert und das Zellpellet in 5 mL HMI-9 

Medium mit 10% Glycerol (steril filtriert) vorsichtig resuspendiert. Die Zellsuspension wurde in 

kryogene Lagergefäße überführt, jeweils 1 mL pro Gefäß und bei -80 °C oder in Stickstofftanks 

gelagert.  

Die eingefrorenen 1 mL Zellsuspensionen wurden bei RT aufgetaut und in einer 50 mL 

Zellkulturflasche 4 mL konditioniertem Medium hinzugefügt. Für die Herstellung von 

konditioniertem Medium wurde komplettiertes HMI-9 Medium ~24 h bei 37 °C und 5% CO₂ im 

Brutschrank inkubiert. Die Zellen wurden wie oben (2.2.4.1) beschrieben kultiviert. 
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2.2.4.3 Transfektion von Blutstrom T. b. brucei Parasitenzellen 

Transfektionspuffer Menge in 100 mL Konzentration 

• Na₂HPO₄*12 H₂O 613 mg 30 mM 

• NaH₂PO₄*H₂O 827 mg 60 mM 

• KCl 37 mg 5 mM 

• HEPES 1192 mg 50 mM 

• CaCl₂*2 H₂O 2,2 mg 0,15 mM 

HEPES, Phosphatsalze und KCl wurden einwogen und in 90 mL MP-H₂O gelöst. Der pH-Wert wurde 

mit 300 µL 5 M KOH auf pH 7,3 eingestellt. Das benötigte CaCl₂ wurde hinzugefügt, das Volumen auf 

100 mL mit MP-H₂O aufgefüllt und autoklaviert. Da es nach dem Autoklavieren noch zu einem feinen 

weißen Niederschlag kam, wurde die Lösung vor Gebrauch homogenisiert. 

10 µg des Plasmids (pHD1700_dTRPML) in 20 µL wurden mit Hilfe von NotI in CutSmart Buffer für 

2 h bei 37 °C geschnitten. Der Verdau wurde mit 100 µL 4 M Ammoniumacetat und 500 µL Ethanol 

abs. gemischt und für 2 h auf Eis inkubiert. Der Überstand wurde nach Zentrifugation bei 13.000 rpm 

und 4 °C für 10 min verworfen und 100 µL 70% Ethanol als Waschschritt hinzugefügt. Die Lösung 

wurde für 15 min bei 13.000 rpm und 4 °C 

zentrifugiert und der Überstand wurde 

vorsichtig entfernt. Das Pellet wurde unter der 

Sterilbank über Nacht getrocknet und in 100 µL 

Transfektionspuffer[125] wieder gelöst. 4x10⁷ 

BS449 WT Zellen wurden geerntet und in ~200 µL 

HMI-9 Medium resuspendiert. Die 

Plasmidlösung wurde der Zelllösung vorsichtig 

hinzugefügt und in eine Elektroporationsküvette 

überführt, unter Vermeidung möglicher Blasen. 

Die Küvette wurde in dem Amaxa Nucleofector 

System platziert und das vorinstallierte 

Programm X-001 verwendet. Die transfizierten 

Zellen wurden mit 18 mL konditioniertem 

Medium (Medium ohne Zusätze wurde für 24 h bei 37 °C im CO₂-Inkubator vorinkubiert) mit 

10 µg/mL Hygromycin, dem Selektionsantibiotikum, versetzt und über Nacht bei 37 °C im 

Brutschrank kultiviert. Die Zellen wurden in einer 24-Wellplatte 1:10 oder 1:20 in der ersten Zeile (A) 

in einem finalen Volumen von 2,0 mL in konditioniertem HMI-9 Medium verdünnt (Abbildung 2-1). 

In Zeile B bis D wurden 1,5 mL konditioniertes Medium vorgelegt und ausgehend von Zeile A immer 

500 µL in die nächste Zeile gegeben, sodass eine Verdünnung von 1:4 für die Zeilen B bis D entstand. 

Klone waren nach 5-10 Tagen sichtbar und wurden entsprechend 2.2.4.1 kultiviert. Hierbei konnten 

die Klone BS449 dTRPML OE 10B5, BS449 dTRPML OE 20B1, BS449 dTRPML OE 20B6 isoliert werden. 

2.2.4.4 Immunofluoreszenz-Mikroskopie 

Die Immunofluoreszenz-Mikroskopie dient der Visualisierung von Zellkompartimenten und 

Proteinen. Zellkompartimente können auf Grund ihrer physikalischen und chemischen Eigenschaften 

mit bestimmten Substanzen eingefärbt werden, wie z. B die Färbung des Zellkerns durch die 

Anlagerung von 4‘,6-Diamidin-2-Phenylindol (DAPI) an DNA. Proteine können mit Hilfe von 

Antikörpern detektiert werden, welche direkt gegen das Protein oder einen proteingebundenen Tag 

Abbildung 2-1 Verdünnungsschema für die 

Transfektion von Parasitenzellen. Für jede Transfektion 

wurden zwei 24-Wellplatten angesetzt. Die 

Verdünnung in der ersten Zeile A betrug 1:10 oder 1:20.
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gerichtet sind. Die Visualisierung des Zielproteins erfolgt über einen Zweitantikörper, welcher gegen 

den Erstantikörper gerichtet und an ein Fluorophor gekoppelt ist.  

Die Expression der ektopischen Kopie des Drosophila melanogaster TRPML Kanals des Klons BS449 

dTRPML OE 20B1 (Transfektion siehe 2.2.4.3) wurde bei einer Zelldichte von 1x 10⁵ Zellen/mL durch 

Tetrazyclin (1 µg/mL) induziert und 24 h bei 37 °C im CO₂-Inkubator inkubiert. 2x 10⁶ Zellen wurden 

nachfolgend in einem 1,5 mL Reaktionsgefäß aliquotiert. Es wurde ein Aliquot ohne Tetrazyklin-

Induktion als Kontrolle und drei Aliquots der Tetrazyklin-induzierten Zellen hergestellt. Das Schema, 

welche Kammer induzierte bzw. unbehandelte Zellen enthält und wie die Verteilung der Antikörper 

erfolgte, ist nachfolgend aufgelistet. 

Kammer 1: 

Unbehandelte Zellen 

Erstantikörper: 

• mTXNPx 

• cMyc 

Zweitantikörper: 

• Alexa Fluor 594 anti-Rabbit 

• Alexa Fluor 488 anti-Guinea-Pig 

Kammer 2: 

Tetrazyklin-induzierte Zellen 

Erstantikörper: 

• mTXNPx 

• cMyc 

Zweitantikörper: 

• Alexa Fluor 594 anti-Rabbit 

• Alexa Fluor 488 anti-Guinea-Pig 

Kammer 3: 

Tetrazyklin-induzierte Zellen 

Zweitantikörper: 

• Alexa Fluor 488 anti-Guinea-Pig 

Kammer 4: 

Tetrazyklin-induzierte Zellen: 

Zweitantikörper: 

• Alexa Fluor 594 anti-Rabbit 

Die Trypanosomenzellen wurden für 2 min bei 8000 rpm und 4 °C zentrifugiert und das Medium 

verworfen. Es wurden 500 µL einer 4%igen Paraformaldehyd/PBS (PFA/PBS) Lösung zugegeben und 

vorsichtig resuspendiert. Die Zelllösung wurde 20 min bei Raumtemperatur inkubiert und 

nachfolgend zweimal mit 1 mL PBS gewaschen. Der Überstand wurde abgegossen und die Zellen in 

den verbliebenen ~300 µL PBS resuspendiert. Die Kammern des Objektträgers wurden vor dem 

Gebrauch mit abs. EtOH gewaschen und 300 µL PBS nachfolgend in den Kammern vorgelegt. 

Anschließend wurde jeder Kammer ein Aliquot mit Zellsuspension hinzugefügt. Der Objektträger 

wurde über Nacht bei 4 °C inkubiert. Die Lösung wurde aus der Kammer gegossen und 350 µL 0,2% 

Triton-X in PBS pro Kammer hinzugefügt. Nach 20 min Inkubationszeit bei Raumtemperatur wurde 

die Lösung entfernt und zweimal 5 min mit PBS gewaschen. Nachfolgend wurde mit 350 µL 0,5% 

Gelatine in PBS (Blocking-Lösung) für 20 min bei Raumtemperatur geblockt. Die Blocking-Lösung 

wurde entfernt und 350 µL des Erstantikörpers (Verdünnung: mTXNPx 1:1000, cMyc 1:500) in 

Blocking-Lösung für 1 h bei Raumtemperatur den entsprechenden Kammern hinzugefügt. Die 

Antikörperlösung wurde entfernt und die Kammern viermal mit jeweils 500 µL PBS für 2 min 

gewaschen. Unter Ausschluss von Licht wurden 350 µL des Zweitantikörpers in Blocking-Lösung 

(Verdünnung: Alexa Fluor 594 anti-Rabbit 1:1000, Alexa Fluor 488 anti-Guinea-Pig 1:1000) den 

Kammern hinzugefügt und 1 h bei Raumtemperatur inkubiert. Nachfolgend wurden die Kammern 

zweimal mit 500 µL PBS für 5 min gewaschen. Den Kammern wurden 245 µL DAPI in PBS (20 µL 

50 mg/mL in 2 mL PBS) für 5 min hinzugefügt und weitere zweimal mit 500 µL PBS für 5 min 

gewaschen. Die Abtrennungen der Kammern auf dem Objektträger wurden entfernt und 5 µL 90% 

Glycerol in PBS pro Feld, welches vorher einer Kammer entsprach, verteilt. Die mit Glycerol-benetzte 

Oberfläche des Objektträgers wurde mit einem Deckglas abgedeckt und blasenfrei mit einem 
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handelsüblichen farblosen Nagellack versiegelt. Die Fluoreszenz Detektion erfolgte mit Hilfe eines 

Axiovert 200 M Mikroskop. 

2.2.4.5 Antitrypanosomale Aktivität von CFT und MFT gegen BSF T. b. brucei – ATPlite Assay 

Die zu testenden Substanzen CFT und MFT wurden zu 5 mM Stammlösungen in DMSO gelöst. 50 µL 

der Stammlösung wurde in einem ersten Verdünnungsschritt mit 100 µL HMI-9 Medium versetzt (1:3 

Vorverdünnung, siehe Abbildung 2-2). 25 µL dieser Verdünnung wurde in einer separaten 

96-Wellplatte mit 225 µL Medium in Well 2 gemischt (1:10 Verdünnung). In Well 3 bis 11 wurden 

120 µL Medium vorgelegt. 120 µL der Substanz-Medium-Suspension aus Well 2 wurden mit dem 

Medium in Well 3 gemischt und 120 µL aus Well 3 in Well 4 gegeben. Dies wurde bis zu Well 11 

durchgeführt, sodass sich eine konsekutive 1:2 Verdünnung ergab. Well 1 enthielt 100% DMSO und 

Well 12 3% DMSO in HMI-9 Medium. 

In einer weißen 96-Wellplatte wurden 90 µL einer Zellsuspension mit 2500 Zellen/mL, die Zellzahl 

wurde mittels Neubauer Zählkammer bestimmt, vorgelegt. Aus der Substanzplatte wurden 10 µL der 

Zellsuspension hinzugefügt. Dadurch ergab sich eine DMSO-Konzentration von 10% in Well 1, welche 

die Positivkontrolle repräsentierte, da alle Zellen starben. Die Negativkontrolle in Well 12 enthielt eine 

0,3%ige DMSO-Konzentration, welche der höchsten DMSO-Konzentration entspricht, die mit der 

jeweiligen zu testenden Substanz hinzugefügt wurde. Pro Substanz wurden mind. drei Reihen pro 

Platte und die Platten als Triplikate präpariert. Die Platten wurden für 24 h, 48 h und 72 h bei 37 °C im 

CO₂-Inkubator inkubiert. Vor der ATP Messung wurden jedem Well 50 µL ATPlite 1 step Lösung 

hinzugefügt. Die Platte wurde 2 min orbital geschüttelt und die Lumineszenz bei Raumtemperatur 

mit einem Plattenleser bestimmt. Die gemessenen Werte wurden gegen die Substanzkonzentration 

aufgetragen, um eine Dosis-Wirkungs-Kurve zu erhalten. Die EC₅₀-Werte wurden mit Hilfe von GraFit 

bestimmt.  

In Tabelle 2-4 sind die im Rahmen dieser Dissertation auf ihre antitrypanosomale Aktivität getesteten 

Substanzen zusammengefasst. Im weiteren Verlauf dieser Arbeit wird nur auf MFT und CFT weiter 

eingegangen. 

 

Abbildung 2-2 Pipettierschema der Substanzplatte für den ATPlite Assay. Aus der 1:3 Vorverdünnung und der 

1:10 Verdünnung ergab sich in Well 2 eine 1:30 Verdünnung der Stammlösung und in Well 3 bis Well 11 eine 

konsekutive 1:2 Verdünnung. Well 1 beinhaltete 100% DMSO, als Positivkontrolle und Well 12 3% DMSO in 

HMI-9 Medium als Negativkontrolle. 



2 Material und Methoden 

58 

Tabelle 2-4 Im Rahmen dieser Arbeit auf ihre antitrypanosomale Aktivität mittels ATPlite Assay getestete Substanzen. Angegeben ist die Molekülstruktur, Name, IUPAC-

Bezeichnung, Zielprotein in T. brucei brucei (soweit bekannt/vermutet), ermittelter EC₅₀-Wert basierend auf eigenen Messungen und die entsprechende Veröffentlichung. Die 

vermuteten Zielproteine der Substanzen sind Rhodesain, Trypanothion-Reduktase und Tryparedoxin. Rhodesain ist eine im Lysosom lokalisierte Cysteinprotease der Papain-Familie 

in Trypanosoma brucei.[126] Trypanothion-Reduktase gehört zu den Flavoproteinen und hält Trypanothion im reduzierten Zustand (siehe Kapitel 1.4).[62] Tryparedoxin ist ein essenzielle 

Oxidoreduktase des Thiol-basierten Redox-Metabolismus (siehe Kapitel 1.4 und 1.5).[65,98] 

Struktur Name IUPAC-Bezeichnung EC₅₀-Wert Zielprotein(e) Publikation 

 

Chlor-

hexidin# 
1,1'-Hexamethylenbis[5-(4-
chlorphenyl)biguanid] 

0,67 ± 0,13 µM (24 h) 

0,53 ± 0,16 µM (48 h) 

0,57 ± 0,16 µM (72 h) 

Trypanothion-

Reduktase 

Meiering, S.; Inhoff, O.; Mies, 
J.; Vincek, A.; Garcia, G.; 
Kramer, B.; Dormeyer, M.; 
Krauth-Siegel, R. L. Inhibitors 
of Trypanosoma cruzi 
trypanothione reductase 
revealed by virtual screening 
and parallel synthesis. Journal 

of medicinal chemistry 2005, 48, 
4793–4802.[127] 

 

1a; RK-46 

Benzyl (S)-1-((S,E)-5-
(methylcarboxy)-1-
phenylpent-4-en-3-
ylcarbamoyl)- 
3-methylbutylcarbamat 

6,08 ± 1,72 µM (24 h) 

5,02 ± 2,67 µM (48 h) 

Rhodesain 

Previti, S.; Ettari, R.; 
Cosconati, S.; Amendola, G.; 
Chouchene, K.; Wagner, A.; 
Hellmich, U. A.; Ulrich, K.; 
Krauth-Siegel, R. L.; Wich, P. 
R.; Schmid, I.; Schirmeister, 
T.; Gut, J.; Rosenthal, P. J.; 
Grasso, S.; Zappalà, M. 
Development of Novel 
Peptide-Based Michael  

1b; RK-50 

Benzyl ((S)-4-Methyl-1-oxo-1-
(((S,E)-6-oxo-1-phenylhept-4-
en-3- 
yl)amino)pentan-2-
yl)carbamat 

3,85 ± 2,61 µM (24 h) 

3,20 ± 1,77 µM (48 h) 
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1c; RK-54 

Benzyl (S)-1-((S,E)-5-Phenyl-1-
(phenylsulfonyl)pent-1-en-3-
ylcarbamoyl)- 
3-methylbutylcarbamat 

2,50 ± 0,46 µM (24 h) 

2,62 ± 0,76 µM (48 h) 

Acceptors Targeting 
Rhodesain and Falcipain-2 
for the Treatment of 
Neglected Tropical Diseases 
(NTDs). Journal of medicinal 

chemistry 2017, 60, 6911–
6923.[128] 

 

2b; RK-51 

4-Nitrobenzyl ((S)-4-Methyl-1-
oxo-1-(((S,E)-6-oxo-1-
phenylhept- 
4-en-3-yl)amino)pentan-2-
yl)carbamat 

3,23 ± 1,98 µM (24 h) 

2,48 ± 1,33 µM (48 h) 

 

3a; RK-48 

(S,E)-Methyl 4-((S)-2-
(((Benzyloxy)carbonyl)amino)-
3-phenylpropanamido)- 
6-phenylhex-2-enoat 

12,9 ± 7,24 µM (24 h) 

8,28 ± 6,41 µM (48 h) 

 

3b; RK-52 

Benzyl ((S)-1-Oxo-1-(((S,E)-6-
oxo-1-phenylhept-4-en-3-
yl)amino)- 
3-phenylpropan-2-yl)carbamat 

3,18 ± 2,16 µM (24 h) 

2,97 ± 1,19 µM (48 h) 

 

3c; RK-56 

Benzyl ((S)-1-Oxo-3-phenyl-1-
(((S,E)-5-phenyl-1-
(phenylsulfonyl)- 
pent-1-en-3-yl)amino)propan-
2-yl)carbamat 

23,7 ± 9,45 µM (24 h) 

18,5 ± 9,81 µM (48 h) 
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4a; RK-49 

(S,E)-Methyl 4-((S)-2-((((4-
Nitrobenzyl)oxy)carbonyl)ami
no)-3- 
phenylpropanamido)-6-
phenylhex-2-enoat 

97,2 ± 60,3 µM (24 h) 

Substanz war nicht 

stabil nach 24 h 

 

4b; RK-53 

4-Nitrobenzyl ((S)-1-Oxo-1-
(((S,E)-6-oxo-1-phenylhept-4-
en-3-yl)- 
amino)-3-phenylpropan-2-
yl)carbamat 

6,05 ± 1,36 µM (24 h) 

4,98 ± 1,45 µM (48 h) 

 

4c; RK-57 

4-Nitrobenzyl ((S)-1-Oxo-3-
phenyl-1-(((S,E)-5-phenyl-1- 
(phenylsulfonyl)pent-1-en-3-
yl)amino)propan-2-
yl)carbamat 

5,48 ± 0,49 µM (24 h) 

4,17 ± 0,85 µM (48 h) 

 

CFT 

2-(Chlormethyl)-5-(4-

fluorphenyl)-thieno[2,3-

d]pyrimidin-4(3H)-on 

1,63 ± 0,85 µM (24 h) 

2,98 ± 0,92 µM (48 h) 

6,25 ± 1,99 µM (72 h) 

Tryparedoxin 

 

Wagner, A.; Le, T. A.; 
Brennich, M.; Klein, P.; Bader, 
N.; Diehl, E.; Paszek, D.; 
Weickhmann, A. K.; Dirdjaja, 
N.; Krauth-Siegel, R. L.; 
Engels, B.; Opatz, T.; 
Schindelin, H.; Hellmich, U. 
A. Inhibitor-Induced 
Dimerization of an Essential 
Oxidoreductase from African 
Trypanosomes. Angewandte 

Chemie Inter. Ed. 2019, 58, 
3640–3644.[111] 

 

MFT 

2-Methyl-5-(4-

fluorphenyl)thieno[2,3-

d]pyrimidin-4(3H)-on 

Keine 

antitrypanosomale 

Aktivität unter 

16,7 µM MFT-

Konzentration 
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4d; PS-2 

N-((S)-1-Oxo-1-(((S,E)-6-oxo-1-

phenylhept-4-en-3-yl)amino)-

3-phenylpropan-2-

yl)benzo[d][1,3]dioxol-5-

carboxamid 

5,05 ± 0,94 µM (24 h) 

3,74 ± 0,38 µM (48 h) 

Rhodesain 

Ettari, R.; Previti, S.; 
Maiorana, S.; Amendola, G.; 
Wagner, A.; Cosconati, S.; 
Schirmeister, T.; Hellmich, U. 
A.; Zappalà, M. Optimization 
Strategy of Novel Peptide-
Based Michael Acceptors for 
the Treatment of Human 
African Trypanosomiasis. 
Journal of medicinal chemistry 
2019, 62, 10617–10629.[129] 

 

4h; PS-1 

4-Fluor-N-((S)-1-oxo-1-(((S,E)-

6-oxo-1-phenylhept-4-en-3-yl)- 

amino)-3-phenylpropan-2-

yl)benzamid 

5,14 ± 1,03 µM (24 h) 

3,59 ± 0,23 µM (48 h) 

 

4i; PS-3 

4-Chlor-N-((S)-1-oxo-1-(((S,E)-

6-oxo-1-phenylhept-4-en-3-yl)- 

amino)-3-phenylpropan-2-

yl)benzamid 

4,77 ± 0,50 µM (24 h) 

3,21 ± 0,48 µM (48 h) 

 

4k 

2,4-Difluor-N-((S)-1-oxo-1-

(((S,E)-6-oxo-1-phenylhept-4-

en-3- yl)amino)-3-

phenylpropan-2-yl)benzamid 

0,74 ± 0,21 µM (24 h) 

0,67 ± 0,26 µM (48 h) 

 

4m; 19a 

3,5-Difluor-N-((S)-1-oxo-1-

(((S,E)-6-oxo-1-phenylhept-4-

en-3- yl)amino)-3-

phenylpropan-2-yl)benzamid 

3,96 ± 0,75 µM 

(24 h3,35 ± 0,95 µM 

(48 h) 
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4n 

Benzyl ((S)-1-Oxo-1-((S,E)-6-

oxo-1-phenylhept-4-en-3-

ylamino)- 4-phenylbutan-2-

yl)carbamat 

0,55 ± 0,13 µM (24 h) 

0,44 ± 0,15 µM (48 h) 

 

7; PPK229 

Benzyl (2-fluor-4,5-

dinitrophenyl)-L-phenylalanyl-

L-leucinat 

0,095 ± 0,040 µM (24 h) 

0,140 ± 0,014 µM (48 h) 

Rhodesain 

Klein, P.; Johe, P.; Wagner, 
A.; Jung, S.; Kühlborn, J.; 
Barthels, F.; Tenzer, S.; 
Distler, U.; Waigel, W.; 
Engels, B.; Hellmich, U. A.; 
Opatz, T.; Schirmeister, T. 
New Cysteine Protease 
Inhibitors: Electrophilic 
(Het)arenes and Unexpected 
Prodrug Identification for the 
Trypanosoma Protease 
Rhodesain. Molecules 2020, 
25.[130] 

 

8; PPK230 
(2-Fluor-4,5-dinitrophenyl)-L-

phenylalanyl-L-leucin 

18,59 ± 4,98 µM (24 h) 

30,26 ± 22,68 µM (48 h) 

 

2; PPK101 

Benzyl (3-cyano-1,4-dioxo-1,4-

dihydronaphthalen-2-yl)-L-

phenylalanyl-L-leucinat 

0,13 ± 0,02 µM (24 h) 

0,12 ± 0,01 µM (48 h) 
Rhodesain 

Klein, P.; Barthels, F.; Johe, P.; 
Wagner, A.; Tenzer, S.; 
Distler, U.; Le, T. A.; Schmid, 
P.; Engel, V.; Engels, B.; 
Naphthoquinones as 
Covalent Reversible 
Inhibitors of Cysteine 
Proteases-Studies on 
Inhibition Mechanism and 
Kinetics. Molecules 2020, 25.[23] 
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2a; CD-1 

(S,2E)-Methyl 4-(2-((Z)-2,3-
dihydro-2-oxo-5-
phenylbenzo[e][1,4]diazepin-
1-yl)acetamido)-6-phenylhex-
2-enoate 

14,8 ± 7,54 µM (24 h) 

12,8 ± 8,15 µM (48 h) 

Rhodesain 

Di Chio, C.; Previti, S.; 
Amendola, G.; Cosconati, S.; 
Schirmeister, T.; Zappalà, M.; 
Ettari, R. Development of 
Novel Benzodiazepine-Based 
Peptidomimetics as Inhibitors 
of Rhodesain from 
Trypanosoma brucei 
rhodesiense. ChemMedChem 
2020, 15, 995–1001.[131] 

 

2c; CD-2 

(S,2E)-Propyl 4-(2-((Z)-2,3-
dihydro-2-oxo-5-
phenylbenzo[e][1,4]diazepin-
1-yl)acetamido)-6-phenylhex-
2-enoate 

19,9 ± 4,96 µM (24 h) 

5,92 ± 1,62 µM (48 h) 

 

2g; BDZ-S1 

(S,2E)-Benzyl 4-(2-((Z)-2,3-
dihydro-2-oxo-5-
phenylbenzo[e][1,4]diazepin-
1-yl)acetamido)-6-phenylhex-
2-enoate 

1,26 ± 0,51 µM (24 h) 

1,25 ± 0,68 µM (48 h) 

 

3b; PS-10 

N-((S)-3-Cyclohexyl-1-oxo-1-
(((S,E)-6-oxo-1-phenylhept-4-
en-3-yl)amino)propan-2-yl)-
3,5-difluorbenzamid 

2,05 ± 0,27 µM (24 h) 

0,54 ± 0,22 µM (48 h) 

Rhodesain 

Maiorana, S.; Ettari, R.; 
Previti, S.; Amendola, G.; 
Wagner, A.; Cosconati, S.; 
Hellmich, U. A.; Schirmeister, 
T.; Zappalà, M. Peptidyl 
Vinyl Ketone Irreversible 
Inhibitors of Rhodesain: 
Modifications of the P2 
Fragment. ChemMedChem 
2020.[22] 

 

3c; PS-11 

4-Fluor-N-((S)-1-oxo-1-(((S,E)-
6-oxo-1-phenylhept-4-en-3-
yl)amino)-3-(p-tolyl)propan-2-
yl)benzamid 

1,86 ± 0,86 µM (24 h) 

0,50 ± 0,15 µM (48 h) 

 

3f; PS-14 

3,5-Difluor-N-((S)-3-(4-
fluorphenyl)-1-oxo-1-(((S,E)-6-
oxo-1-phenylhept-4-en-3-
yl)amino)propan-2-
yl)benzamid 

2,23 ± 0,41 µM (24 h) 

1,53 ± 0,15 µM (48 h) 
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MA_MP_08 
2-(Chlormethyl)-5-(4-
(trifluormethyl)phenyl)thieno[
2,3-d]pyrimidin-4(3H)-on 

2,15 ± 0,65 µM (24 h) 

2,50 ± 0,64 µM (48 h) 

Tryparedoxin 

Schwegler, E.; Preuß, M.; 
Wagner, A.; Schindelin, H., 
Opatz, T., Hellmich, U. A. in 

preparation[132,133] 

 

MA_MP_15 
2-(Chlormethyl)-5-(3-
fluorphenyl)thieno[2,3-
d]pyrimidin-4(3H)-on 

1,35 ± 0,38 µM (24 h) 

1,07 ± 0,53 µM (48 h) 

 

MA_MP_16 
2-(Chlormethyl)-5-(2-
fluorphenyl)thieno[2,3-
d]pyrimidin-4(3H)-on 

1,00 ± 0,26 µM (24 h) 

0,78 ± 0,30 µM (48 h) 

 

MA_MP_23 
2-(Chlormethyl)-5-
phenylthieno[2,3-d]pyrimidin-
4(3H)-on 

0,64 ± 0,32 µM (24 h) 

1,37 ± 0,42 µM (48 h) 

 

MA_MP_40 
2-(5-(4-Fluorphenyl)-4-oxo-3,4-
dihydrothieno[2,3-
d]pyrimidin-2-yl)acetonitril 

Keine 

antitrypanosomale 

Aktivität unter 

16,7 µM MA_MP_40-

Konzentration 

 

#als Kontrollsubstanz im ATPlite-Assay 
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3 Ergebnisse 

3.1 Strukturelle Untersuchung von Tpx im oxidierten, reduzierten 

und T(SH)₂-gebundenen Zustand 

3.1.1 Strukturelle Unterschiede von Tpx im oxidierten und reduzierten Zustand 
Peroxide entstehen bei vielen zellulären metabolischen Prozessen, wie z. B. der enzymatischen 

Oxidation oder der aeroben Zellatmung, und können Zellkompartimente schädigen sowie zum 

Zelltod führen. In Trypanosomatiden erfolgt die Beseitigung solcher Peroxide über die Peroxid-

Entgiftungs-Kaskade, welche aus drei Enzymen besteht: i) Trypanothion-Reduktase (TR)[47,62]; ii) 

Tryparedoxin (Tpx)[65,77] und iii) Glutathion-Peroxidase-artige Enzyme (Px) sowie 2-Cys 

Peroxiredoxine (Prx)[77] (Abbildung 1-5). NADPH als Elektronendonor für diese Kaskade überträgt 

Elektronen auf TR. Reduzierte TR reduziert Trypanothion-Disulfid (TS₂) zu Trypanothion (T(SH)₂), 

welches die Elektronen auf Tpx überträgt. Das reduzierte Tpx reduziert Px/Prx. Diese Peroxidasen 

entgiften im finalen Schritt Peroxide zu Wasser oder Alkohol. Die Oxidoreduktase Tpx ist also 

während seines katalytischen Zyklus in vier Zuständen zu finden (Abbildung 1-7): i) dem oxidierten 

Zustand, in dem die Seitenketten der Cysteinreste des aktiven Zentrums, Cys40 und Cys43, eine 

intramolekulare Disulfidbrücke bilden; ii) dem Trypanothion-gebundenen Zustand mit einer 

Disulfidbrücke zwischen Cys40 und einem der beiden Arme des Trypanothion; iii) dem reduzierten 

Zustand, in dem die Reste von Cys40 und Cys43 als freie Thiolgruppen bzw. Thiolat vorliegen und iv) 

dem Protein-gebundenen Zustand mit einer gemischten Disulfidbrücke zwischen Cys40 und einem 

Cystein eines Zielproteins. Die strukturellen Informationen dieser Zustände beschränkt sich für T. 

brucei Tpx auf eine Kristallstruktur im oxidierten Zustand.[106] Darüber hinaus sind Kristallstrukturen 

von Tpx aus C. fasciculata im oxidierten,[105] durch Strahlung reduzierten[106] und reduzierten 

Zustand[107] verfügbar (Tabelle 1-3). Die reduzierten Strukturen beschränken sich auf die Öffnung der 

Disulfidbrücke und zeigen im Vergleich zum oxidierten Zustand nur geringfügige Unterschiede. Dies 

warf die Frage auf, ob sich die strukturelle Veränderung von Tpx vom oxidierten in den reduzierten 

Zustand ausschließlich auf die Disulfidbindung beschränkt oder ob die Änderung des 

Redoxzustandes darüber hinaus in weiteren Teilen des Proteins wahrgenommen wird.  

Um einen hochaufgelösten Einblick in die Struktur und die Dynamik von Tpx unter verschiedenen 

physiologischen Zuständen zu erhalten, können die strukturellen Unterschiede zwischen diesen 

Zuständen mittels Kernspinresonanz- (NMR-) Spektroskopie betrachtet werden. Aufgrund der 

Abhängigkeit der chemischen Verschiebung von der chemischen Umgebung eines gemessenen Kerns 

können weiterhin strukturelle Effekte von Ligandenwechselwirkungen wie T(SH)₂ (Kapiteln 3.1.3 bis 

3.1.6), möglichen Inhibitoren (Kapitel 3.2) oder Interaktionen mit anderen Proteinen wie z. B. den 

Peroxidasen beobachtet werden.  

Eine Resonanz in einem zweidimensionalen ¹H-¹⁵N HSQC-Spektrum zeigt die Korrelation einer nicht-

austauschenden ¹H-¹⁵N-Bindung und somit aller NH-Bindungen eines Proteinrückgrats. So ergibt sich 

für jedes Protein und seine Zustände ein charakteristischer Fingerabdruck, wie in Abbildung 3-1a für 

Tryparedoxin in der oxidierten und reduzierten Form gezeigt. Des Weiteren können auch NH-

Bindungen in den Seitenketten betrachtet werden, sofern kein Protonenaustausch mit dem 

Lösungsmittel stattfindet. Die Zuordnung der Resonanzen des Tryparedoxin Wildtyps (TpxWT) im 

oxidierten und reduzierten Zustand erfolgte mittels standardisierten Triple Resonanzpulssequenzen 

von einheitlich (engl. uniform) ¹³C-¹⁵N markiertem TpxWT (Abbildung 3-1a).[117] Die NH-Zuordnungen 

der Tryptophan-, Lysin-, Arginin- und Cysteinreste konnten jeweils durch aminosäurespezifisches 
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¹⁵N-Trp, ¹⁵N-Lys, ¹⁵N-Arg oder ¹⁵N-Cys markiertes TpxWT bestätigt werden. Um eine vollständige 

Zuordnung, einschließlich der Hε-Nε Trp-Seitenkettenresonanzen, zu erhalten, wurden drei TpxW/A-

Mutanten, TpxW39A, TpxW70A und TpxW142A kloniert, isotopenmarkiert exprimiert, aufgereinigt und 

jeweils ¹H-¹⁵N HSQC Spektren im oxidierten Zustand aufgenommen. Die TpxW/A-Mutanten werden in 

Kapitel 3.1.6 eingehender betrachtet. Der reduzierte Zustand von TpxWT wurde durch die Zugabe von 

2 mM TCEP, als Reduktionsmittel erreicht.[117] 

Abbildung 3-1 (a) ¹H-¹⁵N 2D HSQC-Spektren von oxidiertem TpxWT (schwarz) und durch 2 mM TCEP 

reduziertem TpxWT (rot). (b) Unterschiede der chemischen Verschiebungen Δδ (ppm) der ¹H-¹⁵N 2D HSQC TpxWT-

Spektren zwischen dem oxidierten und reduzierten Zustand aus (a). Über dem Säulendiagramm ist die Topologie 

der Kristallstruktur von T. brucei Tpx (PDB 1o73) dargestellt. Die gestrichelten Linien stellen die ein- (1σ) und 

zweifache (2σ) Standardabweichung dar. Die einfache Standardabweichung 1σ beträgt 0,103 ppm und die 

zweifache Standardabweichung 2σ beträgt 0,205 ppm. Die Aminosäuren des aktiven Zentrums W³⁹CPPC⁴³, die 

Position aller Prolinreste (P) sowie die Resonanzen, die weder im reduzierten noch im oxidierten (grün), nur im 

reduzierten (rot) oder nur im oxidierten Zustand (gelb) zugeordnet werden konnten, sind hervorgehoben. Die 

Differenzen der Hε-Nε-Resonanzen der Trp-Seitenketten sind als dunkelgraue Balken vor oder hinter dem Balken 

des Proteinrückgrats gezeigt. Modifiziert nach Wagner et al., 2017.[117] 
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Insgesamt konnten 96,3% (97,8%) der ¹H-¹⁵N, sowie 97,2% (98,6%) der C‘ der Proteinrückgrat 

Resonanzen im oxidierten (reduzierten) Zustand zugeordnet werden (siehe Anhang Tabelle 6-1; 

Tabelle 6-2). Die NMR-Zuordnungen sind in der BMRB Datenbank unter den Zugangsnummern 27049 

(oxidierter Zustand) und 27050 (reduzierter Zustand) verfügbar.[117]  

Die Unterschiede der chemischen Verschiebungen 

Δδ für die Resonanzen aller Aminosäuren 

zwischen oxidiertem und reduziertem Zustand 

wurden mit Gleichung 2-1 berechnet (siehe 

Anhang Tabelle 6-3) und sind in Abbildung 3-1b 

dargestellt.[117] Es wurde die Standardabweichung 

der Δδ-Werte, ausgenommen Prolinreste und nicht 

zugeordneter Resonanzen, berechnet.[134]  

Unterschiede von ≥ 2σ sind im und nahe des 

aktiven Zentrums für die Rückgrat-

Amidresonanzen von Ser38, Cys40, Cys43, Arg44, 

Gly45, Phe46 und Thr47 zu finden. Geringere 

Unterschiede ≥ 1σ weisen die NH-Resonanzen von 

Trp39, Leu53, Glu72, Tyr81 und Ile109 sowie die 

Seitenkette von Trp86 auf. Eine weitere 

Veränderung vom oxidierten in den reduzierten 

Zustand von TpxWT ist das Verschwinden der NH-

Resonanzen des Proteinrückgrats von Trp86 und 

Ala37 im reduzierten Zustand. Die Unterschiede 

sind für eine bessere Übersicht in der oxidierten 

Tpx-Kristallstruktur (PDB 1o73) eingefärbt 

(Abbildung 3-2).  

Anhand der chemischen Verschiebungen von H, 

N, Cα, Cβ und C‘ aller Aminosäuren wurde eine Vorhersage der Sekundärstruktur mittels TALOS+ 

für den oxidierten und reduzierten Zustand von Tpx durchgeführt (Abbildung 3-3). Die TALOS+-

Vorhersage ist ein Hybrid-System zur Vorhersage von Torsionswinkeln des Protein-Rückgrats unter 

Verwendung der chemischen Verschiebungen für eine bestimmte Proteinsequenz.[135] Für jede 

Aminosäure wurde der α-helikale-, β-Faltblatt-Anteil und der Anteil zufälliger Schleifen (engl. random 

coil) berechnet (siehe Anhang Tabelle 6-4 und Tabelle 6-5). Liegt der Anteil für ein Strukturelement 

über 50%, so kann davon ausgegangen werden, dass die entsprechende Aminosäure in einer solchen 

Sekundärstruktur vorliegt (Abbildung 3-3). Die Sekundärstrukturvorhersagen lieferten für beide 

Redox-Zustände eindeutige α-helikale und β-Faltblatt Bereiche. Die Berechnungen zeigen für beide 

Zustände sieben Bereiche mit ≥ 50% β-Faltblatt-Anteil, welche mit dem Topologie-Modell, basierend 

auf der Kristallstruktur von T. brucei Tpx (PDB 1o73), (Abbildung 3-3 oben) gut übereinstimmen. Auch 

die α-helikalen Bereiche passen sowohl im oxidiertem als auch im reduzierten Zustand zur Topologie 

der Kristallstruktur. Allerdings unterscheiden sich die Vorhersagen basierend auf den NMR-Daten 

und die Kristallstruktur in der α1-Helix. Diese beginnt in der Kristallstruktur mit Cys40, in der 

TALOS+-Vorhersage für TpxWT im oxidierten Zustand mit Cys43 und im reduzierten Zustand jedoch 

erst mit Phe46. Zusätzlich gibt es in den NMR-Daten α-helikale Bereiche im reduzierten Zustand 

Abbildung 3-2 Kartierung der Δδ Unterschiede der 

NH-Resonanzen des Proteinrückgrats zwischen dem 

oxidierten und reduzierten Zustand von TpxWT.

Aminosäuren, welche einen Unterschied der 

chemischen Verschiebung ≥ 1 σ aufweisen, sind in der 

Kristallstruktur von oxidiertem T. brucei Tpx (PDB 

1o73) gelb eingefärbt, solche mit ≥ 2 σ sind orange 

eingefärbt und im reduzierten Zustand fehlende NH-

Resonanzen sind rot markiert. Farbcodierung Nicht-

Kohlenstoffatome: gelb: Schwefel. 
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zwischen Leu4 bis Lys6 und Leu23 bis Ser25. In diesen Bereichen zeigt auch die Kristallstruktur 

Schleifen mit α-helikalem Charakter, welche jedoch aufgrund ihrer Kürze nicht als α-Helix der 

Sekundärstrukturelemente nummeriert wurden.  

  

Abbildung 3-3 Vorhersagen der Sekundärstruktur von TpxWT im (a) oxidierten und (b) reduzierten Zustand 

mittels TALOS+. Die chemischen Verschiebungen von H, N, Cα, Cβ und C‘ jeder Aminosäure dienten als 

Grundlage für die Berechnung. Über den Balkendiagrammen ist die Topologie der Kristallstruktur von T. brucei

Tpx (grau; PDB 1o73) gezeigt. Beträgt die Berechnung für ein Sekundärstrukturelement, α-Helix (gelb) oder β-

Faltblatt (schwarz), ≥ 50%, so ist der prozentuale Anteil dieses Elements als Balken dargestellt. Es wird kein Balken 

gezeigt, wenn die Zuordnung random coil oder aufgrund fehlender chemischer Verschiebungen keine Vorhersage 

möglich war. Über den jeweiligen Diagrammen ist das zugehörige Topologie-Modell basierend auf den NMR-

Daten gezeigt. 
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3.1.2 Betrachtung der Dynamikänderungen des Proteinrückgrats von Tpx 

zwischen dem oxidierten und reduzierten Zustand 
Die NMR-Spektroskopie bietet neben der Strukturaufklärung auch die Möglichkeit, die Dynamik in 

Proteinen zu untersuchen. Die Dynamik des Proteinrückgrats im Nano- bis Pikosekunden Bereich von 

TpxWT im oxidierten und reduzierten Zustand wurde mittels heteronuklearem Overhauser-Effekt 

({¹H}-¹⁵N-hetNOE) bestimmt (Abbildung 3-4a und b, Anhang Tabelle 6-6 und Tabelle 6-7). Hohe {¹H}-

¹⁵N-hetNOE-Werte nahe 1 stellen rigidere Aminosäuren dar, hier entspricht die Resonanzintensität 

des hetNOE-Experiments dem des NONOE-Experiments (siehe Kapitel 2.2.3.10). Niedrige Werte nahe 

0 zeigen eine hohe Flexibilität des Aminosäurerückgrats. Für einen besseren Bezug der Dynamik im 

oxidierten und reduzierten Zustand zur Struktur von Tpx wurden die erhaltenen hetNOE-Werte in 

der Tpx-Kristallstruktur (PDB 1o73) dargestellt (Abbildung 3-4c und d). 

Betrachtet man die Dynamik des Proteinrückgrats von TpxWT in Abbildung 3-4, stechen sowohl im 

oxidierten als auch im reduzierten Zustand drei Bereiche mit hoher Dynamik hervor: i) der N-

Terminus des Proteins; ii) Aminosäuren Thr12 und Asn13, die sich N-terminal zum ersten β-Faltblatt 

befinden; und iii) Aminosäuren Gly19 und Glu20, Teil des β2-Faltblatts. Eine weitere Aminosäure mit 

erhöhter Dynamik ist Trp86. Allerdings ist die Standardabweichung des hetNOE-Werts für Trp86 sehr 

hoch und es konnte nur der oxidierte Zustand untersucht werden, da die NH-Resonanz im reduzierten 

Zustand fehlte.  

Die größten Veränderungen in der Dynamik zwischen oxidiertem und reduziertem Zustand wurden 

im aktiven Zentrum beobachtet. Mit Ausnahme von Trp39 verändern alle Aminosäuren im aktiven 

Zentrum ihre Dynamik. Ser38, Cys43 und Arg44 sind im reduzierten Zustand rigider als im oxidierten, 

Cys40 und Gly45 sind hingegen flexibler (Abbildung 3-4b). Außerhalb des aktiven Zentrums nimmt 

die Flexibilität von Val59, Asn62 und Asn73 beim Übergang von Tpx vom oxidierten zum reduzierten 

Zustand zu, während sie bei Lys83 und Arg128 sinkt. Insgesamt verändert sich die Dynamik von Tpx 

zwischen oxidiertem und reduziertem Zustand jedoch vergleichsweise wenig. 
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Abbildung 3-4 Dynamik des Proteinrückgrats von TpxWT im oxidierten und reduzierten Zustand. (a) Oberhalb 

des Diagramms ist die Topologie von Tpx dargestellt. Die jeweiligen {¹H}-¹⁵N-hetNOE-Werte sind gegen die 

Aminosäuresequenz aufgetragen und repräsentieren den Mittelwert aus zwei unabhängigen Experimenten. Die 

Fehlerbalken stellen die Standardabweichung aus diesen dar. (b) Vergrößerte Ansicht der {¹H}-¹⁵N-hetNOE-Werte 

der Reste des aktiven Zentrums Ala37 bis Gly45, welches in (a) als gestrichelter Kasten hervorgehoben ist. Graue 

Pfeile veranschaulichen die Veränderung des hetNOE-Werts vom oxidierten (schwarz) zum reduzierten (rot)

Zustand. In (c) und (d) sind die hetNOE-Werte der einzelnen Aminosäuren im oxidierten (c) und reduzierten 

Zustand (d) in der Tpx-Kristallstruktur (PDB 1o73) dargestellt. Die Farbcodierung ist der Abbildung selbst zu 

entnehmen. Zusätzlich sind rigidere Aminosäuren als schmale und flexiblere Aminosäuren breiter in der 

Schlauchdarstellung gezeigt. Nicht zugeordnete Aminosäuren und Prolinreste sind in grau und schmal 

dargestellt.  



 3 Ergebnisse 

71 

3.1.3 Betrachtung der Interaktion zwischen TpxWT und Trypanothion mittels 
NMR-Spektroskopie 

Neben dem oxidierten und reduzierten freien Zustand kann Tpx in Trypanothion-gebundener Form 

vorliegen (Abbildung 1-7). Trypanothion (T(SH)₂) wird durch Trypanothion-Synthetase aus zwei 

Glutathionmolekülen gebildet, die über einen Spermidinlinker verbunden sind (siehe Abbildung 

3-5a). Die Thiolgruppe eines Glutathionylarms von T(SH)₂ bindet an Cys40 von oxidiertem Tpx. Dabei 

entsteht ein gemischtes Disulfid-Intermediat aus Trypanothion und Tpx. Der katalytische Zyklus von 

Tpx und Trypanothion endet durch einen Zerfall des Disulfids in reduziertes Tpx und Trypanothion-

Disulfid (TS₂), allerdings werfen die Ergebnisse dieser Arbeit Fragen zu diesem allgemein akzeptierten 

Modell auf (siehe Kapitel 3.1.5 und 4.1.5). Die Interaktion von Tpx und T(SH)₂ ist aus zwei Gründen 

interessant: i) Tpx wird im Gegensatz zu den verwandten Oxidoreduktasen Thioredoxin und 

Glutaredoxin nicht durch eine Reduktase und nur bedingt durch Glutathion reduziert.[72] Der 

Elektronentransfer auf Tpx erfolgt hauptsächlich durch Trypanothion[65]; ii) Trypanothion kommt, wie 

Tpx, in allen Trypanosomatiden, nicht jedoch in Säugetieren vor.[47] Die strukturellen Informationen 

zur Tpx-T(SH)₂-Interaktion beschränken sich bislang auf eine Kristallstruktur von Tpx aus C. 

fasciculata (CfTpx) im Komplex mit einem Dead-End-Derivat des Trypanothions (N¹-

Glutathionylspermidin), welches auch ein Zwischenprodukt der Trypanothion-Synthese ist, und 

NMR-Studien an CfTpx in Anwesenheit eines Redox-inaktiven Trypanothion-Derivats (N¹,N⁸-bis(γ-

Glu-Ala-Gly)spermidin) (Abbildung 3-5a).[107,110] Es sind somit keine Strukturinformationen über die 

Interaktion von Tpx mit Trypanothion selbst verfügbar. Um den molekularen Mechanismus der 

Interaktion zwischen T(SH)₂ und Tpx besser zu verstehen, wurde T(SH)₂ zu einheitlich markiertem 

¹⁵N TpxWT titriert und ¹H-¹⁵N 2D HSQC-Spektren aufgenommen (Abbildung 3-5b und Anhang 

Abbildung 6-1).  
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Eine Überlagerung der ¹H-¹⁵N 2D HSQC-Spektren von TpxWT (Abbildung 3-5), ohne und mit T(SH)₂, 

zeigt klare Veränderungen in den NH-Resonanzpositionen zwischen den Spektren, z. B. von 

Aminosäuren Trp39, Glu72 und Ala127. Außerdem verbreitern sich einzelne Resonanzen im T(SH)₂-

gebundenen Zustand, sodass sie nicht mehr detektiert werden können, wie z. B. die von Cys40 und 

Thr47. Da es sich bei der Komplexbildung zwischen Tpx und Trypanothion um einen kovalenten 

Bindemechanismus im äquimolaren Verhältnis handelt, wurde erwartet, dass bei höheren 

molekularen Tpx:T(SH)₂-Verhältnissen wie 1:4 und 1:8 keine weitere Migration oder 

Intensitätsveränderung von NH-Resonanzen stattfindet. Wie in Abbildung 3-6b dargestellt, trifft dies 

auf Resonanzen, die sich in Anwesenheit von T(SH)₂ verbreitern, auch zu. Diese sind bei einem 

äquimolaren Verhältnis von Tpx und Trypanothion bereits vollständig „verschwunden“. Für 

Resonanzen, die durch T(SH)₂-Zugabe eine Änderung der chemischen Verschiebung aufweisen, trifft 

dies jedoch nicht zu. Hier verändert sich die chemische Verschiebung bei Tpx:T(SH)₂-Verhältnissen 

> 1:1 weiterhin. Auch bei einem molaren Verhältnis Tpx:T(SH)₂ von 1:8 scheint noch keine Sättigung 

Abbildung 3-5 (a) Molekülstrukturen von Trypanothion (T(SH)₂) und Trypanothion-Derivaten N¹-

Glutathionylspermidin (N¹-Gsp) sowie N¹,N⁸-bis(γ-Glu-Ala-Gly)spermidin. (b) ¹H-¹⁵N 2D HSQC-Spektren von 

¹⁵N-TpxWT im oxidierten Zustand (schwarz) und in Anwesenheit verschiedener T(SH)₂-Konzentrationen 

(Blauschattierungen). Zu oxidiertem TpxWT wurde T(SH)₂ im molaren Verhältnis 0,5; 1; 4 und 8 titriert . Das 

HSQC-Spektrum im 1:1 Verhältnis wurde für bessere Übersichtlichkeit herausgelassen, siehe Anhang Abbildung 

6-1 für das entsprechende HSQC-Spektrum. 
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erreicht zu sein, wie die Auftragung der Unterschiede der chemischen Verschiebungen Δδ im 

Vergleich zum oxidierten Zustand in Abbildung 3-6a zeigt. Für die weitere Analyse des T(SH)₂-

gebundenen Zustands wurde das HSQC-Spektrum im molaren Tpx:T(SH)₂-Verhältnis 1:8 verwendet. 

Um zu bestimmen, ob der T(SH)₂-gebundene Zustand mehr dem oxidierten oder reduzierten Zustand 

von TpxWT ähnelt, wurden sowohl die Unterschiede in den chemischen Verschiebungen zwischen dem 

oxidierten und dem T(SH)₂-gebundenen Zustand als auch zwischen dem reduzierten und T(SH)₂-

gebundenen Zustand mit Gleichung 2-1 berechnet (Abbildung 3-7; Anhang Tabelle 6-8 und Tabelle 

6-9). Es wurde zudem die Standardabweichung σ der Unterschiede der chemischen Verschiebungen, 

ausgenommen Prolinreste und nicht zugeordnete Resonanzen, berechnet. Dadurch konnte eine 

Einstufung der Unterschiede vorgenommen werden. Unterschiede, die unter 1σ Standardabweichung 

Abbildung 3-6 T(SH)₂-abhängige Veränderungen der Position oder Intensität der NH-Resonanzen ausgewählter 

Aminosäuren in TpxWT. Es sind die Veränderungen der (a) chemischen Verschiebungen Δδ (ppm) im Vergleich 

zum oxidierten Zustand und (b) der Resonanz-Integrale gegen das molekulare Verhältnis Tpx:T(SH)₂ 

aufgetragen.(c-f) Die Ausschnitte der HSQC-Spektren zeigen die Migration der in (a) aufgetragenen Aminosäuren 

in Anwesenheit von T(SH)₂. Die ¹H-Projektionen der Resonanzen von (g) Cys40 und (h) Cys43 veranschaulichen 

die Abnahme der Intensität mit zunehmender T(SH)₂-Konzentration. 
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liegen, wurden als nicht signifikant eingestuft, wohingegen Werte von Δδ ≥ 1σ als leichte Unterschiede 

und Δδ ≥ 2σ als starke Unterschiede angenommen wurden.[134]  

Der Vergleich von Abbildung 3-7a und b zeigt deutlich, dass die Zahl der Aminosäuren, deren 

chemische Verschiebung sich um ≥ 1σ zwischen oxidiertem und T(SH)₂-gebundenem Zustand 

veränderte, größer ist als die Zahl der Aminosäuren, die den Unterschied zwischen reduziertem und 

T(SH)₂-gebundenem Zustand „spüren“. Diese Beobachtung lässt vermuten, dass TpxWT in 

Anwesenheit von T(SH)₂ dem reduzierten Zustand ähnlicher ist. Im Folgenden wurde die Interaktion 

zwischen TpxWT und T(SH)₂ mit dem reduzierten Zustand verglichen. 

Eine Veränderung in der ¹H-¹⁵N chemischen Verschiebung ≥ 1σ zwischen reduziertem und 

Trypanothion-gebundenen Zustand wiesen die Aminosäuren Thr12, Val27, Gly28, Leu33, Tyr34, 

Trp39 (Proteinrückgrat und Hε-Nε-Resonanz), Val49, Leu50, Glu52, Glu55, Ser69, Trp70 

(Proteinrückgrat), Asn73, Glu74, Ser75, Phe77, Tyr80, Trp86 (Hε-Nε-Resonanz), Phe91, Asp92, Arg94, 

Abbildung 3-7 Unterschiede der chemischen Verschiebungen Δδ (ppm) der ¹H-¹⁵N 2D HSQC TpxWT Spektren 

zwischen dem (a) oxidierten oder (b) reduzierten Zustand und TpxWT in Anwesenheit von T(SH)₂ im molaren 

Verhältnis Tpx:T(SH)₂ 1:8. Der Vergleich der Unterschiede in (a) und (b) lässt vermuten, dass der T(SH)₂-

gebundene Zustand von TpxWT dem reduzierten Zustand ähnlicher ist als dem oxidierten Zustand, da in (b) 

weniger Aminosäuren Unterschiede ≥ 1σ oder ≥ 2σ aufweisen. Die gestrichelten Linien repräsentieren die 

einfache (1σ) bzw. zweifache (2σ) Standardabweichung der Unterschiede der chemischen Verschiebungen. Die 

Standardabweichung entspricht für die Resonanz-Unterschiede zwischen oxidiertem und T(SH)₂-gebundenem 

Zustand: 1σ = 0,026 ppm und 2σ = 0,052 ppm. Für die Standardabweichung von Δδ zwischen dem reduzierten 

und T(SH)₂-gebundenen Zustand ergibt sich: 1σ = 0,030 ppm und 2σ = 0,060 ppm. Diese Standardabweichungen 

entsprechen etwa einem Viertel der errechneten Standardabweichung der Unterschiede zwischen dem oxidierten 

und reduzierten Zustand. Über den Säulendiagrammen ist die Topologie der Kristallstruktur von Tpx (PDB 1o73)

dargestellt. Das aktive Zentrum W³⁹CPPC⁴³ ist hervorgehoben. Die Differenzen der Hε-Nε-Resonanzen der Trp-

Seitenketten sind als dunkelgraue Balken vor oder hinter dem Balken des Proteinrückgrats gezeigt. (P: Prolinrest; 

blau: NH-Resonanz fehlt in Anwesenheit von T(SH)₂; gelb: Resonanz ist im oxidierten Zustand nicht vorhanden; 

grün: NH-Resonanz fehlt sowohl im oxidierten bzw. reduzierten Zustand als auch in Anwesenheit von T(SH)₂).  
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Ser98, Thr103, Glu107, Leu112, Thr114, Asn116 und Thr129 auf. Größere Unterschiede ≥ 2σ zeigten die 

Resonanzen der Aminosäuren Phe46, Thr47, Ile68, Trp70 (Hε-Nε-Resonanz), Asp71, Glu72, Asp79, 

Tyr81, Ala127, Arg128, Arg130, Glu133 und Asp134. Die NH-Resonanzen der Aminosäuren Ser36, 

Ser38, Cys40, Cys43, Arg44, Gly45, Asp76 und Ile109 verbreiterten sich in Anwesenheit von T(SH)₂, 

sodass sie nicht mehr detektiert werden konnten. Für eine bessere Visualisierung der Unterschiede 

der chemischen Verschiebungen zwischen dem reduzierten und T(SH)₂-gebundenen Zustand sind 

diese in Abbildung 3-8a in der Kristallstruktur von T. brucei Tpx (PDB 1o73) angefärbt. Aminosäuren, 

deren NH-Resonanzen sich im T(SH)₂-gebundenen Zustand verbreitern und nicht mehr detektiert 

werden konnten, erfuhren somit die größten Veränderungen und sind vor allem nahe dem aktiven 

Zentrum zu finden. Neben dem aktiven Zentrum sind besonders viele Effekte im Bereich N-terminal 

zu α2-Helix und innerhalb der α2-Helix sowie in der α4-Helix anzutreffen.  

  

Abbildung 3-8 „Hitzekarte“ der Unterschiede in TpxWT und TpxC40S in An- und Abwesenheit von T(SH)₂ in der T. 

brucei Tpx Struktur (PDB 1o73). (a) Unterschiede der chemischen Verschiebungen zwischen dem reduzierten und 

T(SH)₂-gebundenen Zustand in TpxWT aus Abbildung 3-7. (gelb: Unterschied ≥ 1σ; orange: Unterschied ≥ 2σ; rot: 

Linienverbreiterung der NH-Resonanz in Anwesenheit von T(SH)₂) (b) TpxC40S kann aufgrund der Mutation des 

Cysteinrests des aktiven Zentrums keine kovalente Bindung mit T(SH)₂ eingehen. Dargestellt sind Unterschiede 

der chemischen Verschiebungen zwischen dem apo Zustand und in Anwesenheit von T(SH)₂ aus Abbildung 3-10. 

(hellgelb: Unterschied ≥ 1σ; hellorange: Unterschied ≥ 2σ) 
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Es wurden die Unterschiede Δδ zwischen den Spektren des apo Zustands und im molaren Verhältnis 

Tpx:T(SH)₂ 1:4 mit Gleichung 2-1 berechnet (Anhang Tabelle 6-10) und in Abbildung 3-10 gegen die 

Aminosäurenummerierung aufgetragen.  

Aminosäuren in TpxC40S, deren Resonanzen Unterschiede ≥ 1σ aufwiesen, waren Asn13, Leu14, Leu15, 

Val21, Gly28, Phe35, Ser38, Trp39 (Hε-Nε-Resonanz), Glu52, Lys56, His57, Ala60, Trp70 (Hε-Nε-

Resonanz), Glu72, Glu74, His78, Tyr81, Gly82, Lys83, Leu87, Leu89, Phe91, Leu112, Asn116, Ala121, 

Thr125, Ile132, Asp136, Ala138 und Trp142 (Proteinrückgrat und Hε-Nε-Resonanz). Größere 

Unterschiede in der chemischen Verschiebung ≥ 2σ zeigten die NH-Resonanzen der Aminosäuren 

Lys6, Lys17, Glu20, Leu23, Ser25, Trp39 (Proteinrückgrat), Gly45, Phe53, Glu55, Val59, Asn62, Glu64, 

Val65, Val66, Ile68, Ser69, Trp70, Asp76, Phe77, Asp79, Tyr80, Trp86 (Hε-Nε-Resonanz), Asp92, 

Lys102, Thr103, Gly105, Val106, Ile109, Thr111, Ile113, Thr114, Gly120, Ala127, Arg130, Val131, Glu133, 

Asn139 und Phe140. Die Unterschiede treten vermehrt in den Bereichen β4-Faltblatt, α2-Helix, vor 

und in β6-Faltblatt sowie in α4-Helix auf. Aufgrund der fehlenden NH-Resonanzen von Ala37, Ser40, 

Cys43, Arg44, Phe46 und Thr57 im apo Zustand sowie in Anwesenheit von T(SH)₂ kann über diese 

Reste keine Aussage im Hinblick auf eine Interaktion mit T(SH)₂ getroffen werden. Die Unterschiede 

≥ 1σ und ≥ 2σ der chemischen Verschiebungen zwischen apo Zustand und in Anwesenheit von T(SH)₂ 

wurden für eine bessere Visualisierung in der Kristallstruktur von T. brucei Tpx (PDB 1o73) eingefärbt 

(Abbildung 3-8b). 

Der Vergleich der „Hitzekarten“ von TpxWT und TpxC40S zeigt, dass in beiden Experimenten annähernd 

die gleichen Bereiche in Tpx Veränderungen in der chemischen Umgebung durch T(SH)₂ erfahren, 

allerdings sind diese Veränderungen im Vergleich zu TpxWT um ein Vielfaches geringer (Abbildung 

3-8). Die Veränderungen betreffen das aktive Zentrum und Aminosäuren in dessen unmittelbarer 

Umgebung, darunter den Bereich N-terminal zu und innerhalb der α2-Helix sowie Ile109 und die C-

terminale α4-Helix. 

Abbildung 3-10 Unterschied in den chemischen Verschiebungen Δδ (ppm) der ¹H-¹⁵N 2D HSQC TpxC40S Spektren 

im apo Zustand und in Anwesenheit von T(SH)₂. Das aktive Zentrum W³⁹SPPC⁴³ ist hervorgehoben. Die 

gestrichelten Linien stellen die einfache (1σ) bzw. zweifache (2σ) Standardabweichung der Unterschiede der 

chemischen Verschiebungen dar. Die Standardabweichung der Unterschiede der chemischen Verschiebungen in 

TpxC40S zwischen dem apo Zustand und in Anwesenheit von T(SH)₂ beträgt 0,009 ppm (1σ) und die zweifache 

Standardabweichung beträgt 0,018 ppm (2σ). Die Standardabweichungen zwischen reduziertem und T(SH)₂-

gebundenem Zustand in TpxWT sind mehr als dreimal größer als die Standardabweichung der Δδ Unterschiede 

zwischen dem apo Zustand und in Anwesenheit von T(SH)₂ in TpxC40S. Über dem Säulendiagramm ist die 

Topologie von Tpx dargestellt. Die Differenzen der Hε-Nε-Resonanzen der Trp-Seitenketten sind als dunkelgraue 

Balken vor oder hinter dem Balken des Proteinrückgrats gezeigt. (P: Prolinrest; gelb: NH-Resonanz fehlt im apo 

Zustand; grün: NH-Resonanz fehlt sowohl im apo Zustand als auch in Anwesenheit von T(SH)₂). 
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Die Ergebnisse der NMR-Spektroskopie von TpxWT und TpxC40S zeigen, auf welche Aminosäuren die 

Anwesenheit von T(SH)₂ einen Einfluss ausübt. Daraus ergibt sich die Frage, ob diese Aminosäuren 

erforderlich für die Bindung von T(SH)₂ sind. Um dies zu untersuchen, wurden Aminosäuren 

ausgewählt, welche sowohl Unterschiede zwischen oxidiertem und reduziertem Zustand (Kapitel 

3.1.1) sowie Unterschiede zwischen reduziertem und T(SH)₂-gebundenem Zustand aufwiesen, um 

Einzelpunktmutationen einzuführen. Die Reste Ser38, Trp39, Cys40, Cys43, Arg44, Trp70, Ile109 und 

Thr129 wurden zu Alanin sowie Tyr81 zu Phenylalanin mutiert. Des Weiteren wurde eine 

Doppelmutante TpxC40/C43S generiert, welche kein Cystein mehr enthält. Die Analyse der strukturellen 

Integrität der Tpx-Mutanten mittels Größenausschlusschromatographie (engl. size exclusion 

chromatographie, SEC), Circulardichroismus- (CD-) Spektroskopie und Natriumdodecylsulfat-

Polyacrylamidgelelektrophorese (engl. sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis, SDS-

PAGE) zeigte für alle Konstrukte ein annähernd gleiches Verhalten wie für TpxWT (Anhang Abbildung 

6-4). Es wurde daher angenommen, dass durch die Einführung der Punktmutanten keine signifikanten 

Veränderungen der strukturellen Integrität von Tpx entstanden. Für TpxR44A konnte diese Analyse 

nicht durchgeführt werden, da das Plasmid nach ersten erfolgreichen Expressionen und 

Aufreinigungen des Proteins vermutlich eine Mutation aufwies und sich das Protein nicht mehr 

exprimieren ließ. Eine erneute Klonierung steht noch aus. Allerdings konnte aus der erfolgreichen 

Aufreinigung von TpxR44A zu Beginn der Arbeiten Protein zur Generierung einer 2,2 Å Kristallstruktur 

(im Komplex mit dem kovalenten Inhibitor CFT) erhalten werden (Anhang Abbildung 6-5), die die 

Mutation sowie die korrekte dreidimensionale Struktur dieser Mutante bestätigt (RMSD TpxR44A zu T. 

brucei Tpx (PDB 1o73) von 0,48 Å).[111] Die Kristallisation und das Lösen der Kristallstruktur wurden 

von  und Prof. Dr. , Rudolf-Virchow-Zentrum Julius-Maximilians-

Universität Würzburg durchgeführt.  

Abbildung 3-11 Aktivitäten ausgewählter Tpx-Mutanten im gekoppelten 

Px-Assay relativ zu TpxWT. Die Aktivitäten basieren auf dem Verbrauch 

von NADPH und wurden durch die Abnahme der Absorption bei 340 nm 

über die Zeit bestimmt. Die Aktivitäten sind in % angegeben und die 

Fehlerbalken repräsentieren die Standardabweichung aus drei Messungen. 

Oberhalb des Säulendiagramms ist das Schema des Px-Assays angegeben. 
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Die Aktivitäten der insgesamt zehn Mutanten wurden im gekoppelten Px-Assay bestimmt (Abbildung 

3-11). Dieser enthielt alle Bestandteile der Peroxid-Entgiftungs-Kaskade: NADPH, TR, TS₂, Tpx, PxIII 

(die Analytik der strukturellen Integrität von PxIII kann Anhang Abbildung 6-2 entnommen werden) 

und H₂O₂. Die Aktivität wurde über die Abnahme von NADPH, dem Sinken der Absorption bei 

340 nm über die Zeit bestimmt. Die Aktivität des TpxWT wurde auf 100% festgesetzt und die 

Aktivitäten der Mutanten relativ zu der des TpxWT berechnet (Abbildung 3-11, Anhang Tabelle 6-11). 

Die Mutanten TpxW39A, TpxC40S, TpxC43S und TpxC40/43S zeigten fast keine bzw. keine Aktivität mehr im 

Px-Assay, die über die der spontanen Reduktion der Peroxid-Entgiftungs-Kaskade hinausgeht. 

TpxW70A und TpxI109A wiesen eine stark verringerte Aktivität auf. TpxS38A ist leicht herabgesetzt in der 

Aktivität und die Mutanten TpxR44A, TpxY81F und TpxT129A sind ähnlich aktiv wie TpxWT.  

 

3.1.5 Der isolierte Tpx-Trypanothion-Komplex hat eine Halbwertszeit von 
~4,8  Stunden 

Die Reaktion: 

012&3 + 0(4�)�
5→ 0127$8 + 04�   Gleichung 3-1 

ist der geschwindigkeitsbestimmende Schritt der Peroxid-Entgiftungs-Kaskade.[72] In früheren Studien 

von Gommel et al., 1997[72] wurde für Tpx aus C. fasciculata eine Geschwindigkeitskontante k von 

5x 10⁴ M⁻¹ s⁻¹ und eine Wechselzahl (engl. turnover number, Vmax/[E]) von 392 min⁻¹ für die Reaktion 

mit T(SH)₂ bestimmt.[72] Sowohl die Geschwindigkeitskonstante als auch die Wechselzahl wurden in 

vitro im gekoppelten Px-Assay ermittelt, welcher NADPH, TS₂, Trypanothion-Reduktase (TR), Tpx, 

TXNPx und t-Butylhydroperoxid enthielt. Aus der Wechselzahl der Reaktion von Tpx mit T(SH)₂ 

ergibt sich eine Dauer von 0,15 s für die Formation und den Zerfall des Tpx-T(SH)₂-Komplexes in 

Anwesenheit der vollständige Peroxid-Entgiftung-Kaskade. In Kapitel 3.1.3 wurde die Interaktion von 

TpxWT mit T(SH)₂ mittels NMR-Spektroskopie betrachtet. Die NMR-Aufnahmen jedes 

Titrationsschrittes von TpxWT mit T(SH)₂ dauerten ~20 min (Abbildung 3-5). Da der Tpx-T(SH)₂-

Komplex für die Dauer der NMR-Aufnahmen stabil war wurde vermutet, dass das isolierte Tpx-

T(SH)₂-Intermediat langsamer zerfällt als im gekoppelten Px-Assay. Dies warf die Frage auf: Was ist 

die Halbwertszeit des isolierten Tpx-T(SH)₂-Komplex? Hierfür wurde ein ¹H-¹⁵N 2D HSQC-Spektrum 

von TpxWT im oxidierten Zustand aufgenommen und nachfolgend ein 1,5-facher molarer Überschuss 

T(SH)₂ zugegeben. Daraufhin wurde eine Serienaufnahme der NMR-Spektren über einen Zeitraum 

von ~11,5 h durchgeführt, mit einer Aufnahmedauer von 45 min für jedes Spektrum, um den Zerfall 

des Tpx-T(SH)₂-Komplexes zu verfolgen (Anhang Abbildung 6-6). Die NH-Resonanzen von Ala37, 

Ser38, Cys40 und Cys43 verbreitern sich direkt nach Zugabe von T(SH)₂, sodass sie zunächst nicht 

mehr detektiert werden konnten (Abbildung 3-7; Abbildung 3-12). Nach einiger Zeit kehren diese 

Resonanzen jedoch zurück, was auf den Zerfall des Tpx-T(SH)₂ Komplexes hindeutet und es 

ermöglicht, die Zeitkonstante des Komplexzerfalls zu bestimmen. Daher wurden die Integrale dieser 

NH-Resonanzen in den einzelnen Spektren in Topspin bestimmt und gegen die entsprechenden 

Zeitpunkte nach der T(SH)₂-Zugabe aufgetragen (Abbildung 3-12a). Außerdem wurden fünf 

Aminosäuren, Phe46, Thr47, Trp70, Ile109 und Ala127, ausgewählt, deren chemische Verschiebungen 

sich in Anwesenheit von T(SH)₂ im Vergleich zum oxidierten Zustand verschieben. Die Unterschiede 

der chemischen Verschiebungen zwischen dem oxidierten Zustand und den verschiedenen 

Zeitpunkten nach der T(SH)₂-Zugabe wurden mit Gleichung 2-1 bestimmt und gegen die Zeitpunkte 

der NMR-Spektren in Anwesenheit von T(SH)₂ aufgetragen (Abbildung 3-12d). Die sigmoidalen 
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Kurven wurden mit GraphPad Prism gefittet und die Halbwertszeiten t₁/₂ des Tpx-T(SH)₂-Komplexes 

anhand der sich verschiebenden Resonanzen der einzelnen Aminosäuren bestimmt (Tabelle 3-1).  

  

Abbildung 3-12 Bestimmung der Halbwertszeit t₁/₂ des Tpx-T(SH)₂-Komplexes mittels NMR-Spektroskopie. Es 

wurde ein 1,5-facher Überschuss T(SH)₂ zu oxidiertem ¹⁵N-TpxWT gegeben. Hiernach wurden über einen Zeitraum 

von 11,25 h ¹H-¹⁵N HSQC-Spektren (45 min pro Spektrum) aufgenommen. Die vollständigen NMR-Spektren sind 

in Anhang Abbildung 6-6 dargestellt. (a) Auftragung der Integrale der NH-Resonanzen von Ala37, Ser38, Cys40 

und Cys43 gegen den Zeitpunkt nach der Zugabe von T(SH)₂. Die 1D-Projektionen der ¹H-Ebene zeigt die 

wiederkehrende ¹H-Resonanz von (b) Cys40 und (c) Cys43 über die Zeit nach der Zugabe von T(SH)₂. (d) 

Auftragung der Unterschiede der chemischen Verschiebungen Δδ zwischen dem oxidierten Zustand und in 

Anwesenheit von T(SH)₂ in Abhängigkeit zum Zeitpunkt nach der T(SH)₂-Zugabe.  
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Tabelle 3-1 NMR-spektroskopisch bestimmte Halbwertszeiten t₁/₂ des Tpx-T(SH)₂-Komplex anhand der 

wiederkehrenden oder sich verschiebender Resonanzen einzelner Aminosäuren in Tpx. Das Bestimmtheitsmaß 
R² gibt die Anpassungsgüte des zur Bestimmung der Halbwertszeiten verwendeten Fits an. 

Aminosäure Halbwertszeit t₁/₂ / h R² 

Ala37 6,3 0,989 

Ser38 5,7 0,993 

Cys40 4,6 0,977 

Cys43 6,7 0,995 

Phe46 5,5 0,964 

Thr47 5,0 0,986 

Trp70 3,3 0,989 

Ile109 3,7 0,983 

Ala127 2,7 0,974 

Mittelwert 4,8 h ± 1,3 h  

Es wurden für die einzelnen Aminosäuren Halbwertszeiten zwischen 2,7 h und 6,7 h für den Tpx-

T(SH)₂-Komplex ermittelt. Daraus ergab sich ein Mittelwert von 4,8 h ± 1,3 h. 

Abbildung 3-13 veranschaulicht noch einmal durch die spektralen Unterschiede des oxidierten, 

reduzierten und T(SH)₂-gebundene Zustands von Tpx anhand der NH-chemischen Verschiebungen 

der Resonanzen der Aminosäuren Ile109 und Ala127, dass sich die drei Zustände unterscheiden. 

Außerdem zeigen die NH-Resonanzen 0,75 h und 5,25 h nach der Zugabe von T(SH)₂, dass sich die 

chemische Umgebung der entsprechenden Aminosäuren wieder dem oxidierten Zustand annähert, 

aber überraschenderweise zu keinem Zeitpunkt dem reduzierten Zustand entspricht.  

 

Abbildung 3-13 Visualisierung der Migration der NH-Resonanzen 

von Ile109 und Ala127 0,75 h und 5,25 h nach der Zugabe von T(SH)₂

im Vergleich zum oxidierten und reduzierten Zustand im 2D HSQC-

Spektrum. Die ¹H-¹⁵N HSQC-Spektren vom TpxWT wurden im 

oxidierten (schwarz) und reduzierten (2 mM TCEP, rot) Zustand 

aufgenommen. Des Weiteren sind die NMR-Spektren von TpxWT im 

T(SH)₂-gebundenen Zustand 0,75 h und 5,25 h nach der Zugabe von 

T(SH)₂ im molaren Verhältnis Tpx:T(SH)₂ 1:1,5 gezeigt. Es wurden als 

repräsentative Ausschnitte die NH-Resonanzen von (a) Ile109 und 

(b) Ala127 gewählt. 
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sauren α-Helix, der α2-Helix, die in der Struktur von Trx und Grx nicht vorkommt. Dies lässt 

vermuten, dass diese α-Helix eine Rolle bei der Interaktion mit Trypanothion spielen könnte (Kapitel 

3.1.3, 3.1.4 und 4.1.3). Zunächst wurde der Einfluss der Tryptophanreste auf die Struktur von Tpx und 

die Interaktion mit T(SH)₂ im Folgenden näher untersucht. Hierfür wurden die Tryptophanreste 

einzeln zu Alanin mutiert. Die TpxW86A-Mutante ist unlöslich und konnte daher nicht für weitere 

Studien genutzt werden (Anhang Abbildung 6-7). Die drei anderen TpxW/A-Mutanten, TpxW39A, 

TpxW70A und TpxW142A konnten dagegen erfolgreich aufgereinigt werden (siehe SDS-PAGE Anhang 

Abbildung 6-4a). 

Im ersten Schritt wurde die strukturelle Integrität der TpxW/A-Mutanten analysiert (Abbildung 3-15). 

Alle drei TpxW/A-Mutanten weisen eine leicht niedrigere Schmelztemperatur als TpxWT auf (TpxWT: 

71,0 ± 0,6 °C; TpxW39A: 68,1 ± 0,9 °C; TpxW70A: 66,2 ± 0,1 °C; TpxW142A: 67,6 ± 1,2 °C; Abbildung 3-15c). Die 

CD-Spektren von TpxW39A und TpxW70A (Abbildung 3-15a) und die darauf basierenden 

Sekundärstruktur-Vorhersagen (Abbildung 3-15b) sowie die Chromatogramme der analytischen 

Größenausschlusschromatographie (engl. size exclusion chromatography, SEC; Abbildung 3-15d) zeigen 

ein ähnliches Verhalten wie von TpxWT. Mittels Röntgenkleinwinkelstreuung (engl. Small-Angle X-ray 

Scattering, SAXS; eingehender in Kapiteln 3.2.3 und 3.2.4 behandelt) wurden die Gyrationsradien von 

TpxWT, TpxW39A und TpxW70A im oxidierten Zustand bestimmt (Abbildung 3-15e; Abbildung 3-33; 

Anhang Tabelle 6-18). Die Gyrationsradien von TpxW39A und TpxW70A entsprechen dem 

Gyrationsradius des TpxWT im oxidierten Zustand. Daher ist das leicht veränderte Laufverhalten zu 

einem geringeren Elutionsvolumen in der SEC von TpxW39A nicht auf eine Störung in der strukturellen 

Integrität zurückzuführen. Allerdings weist TpxW39A nur eine marginale Aktivität von 2,3% ± 0,8% und 

TpxW70A eine beeinträchtigte Aktivität von 21,6% ± 1,9% im gekoppelten Px-Assay auf (Abbildung 

3-15f). Die Dispersionen der ¹H-¹⁵N 2D HSQC-Spektren von TpxW39A und TpxW70A sind ähnlich der des 

TpxWT (Abbildung 3-15g). Die strukturelle Integrität von TpxW39A und TpxW70A scheint somit nicht 

durch die Punktmutation beeinflusst zu sein. Ein deutlich anderes Verhalten zeigt TpxW142A. So weist 

das CD-Spektrum von TpxW142A Unterschiede zu TpxWT auf (Abbildung 3-15a), allerdings ist dieser 

Unterschied nur marginal in der Sekundärstruktur-Vorhersage ausgeprägt (Abbildung 3-15b). Des 

Weiteren eluiert TpxW142A deutlich früher in der SEC als TpxWT (Abbildung 3-15d). Das ¹H-¹⁵N 2D 

HSQC-Spektrum von TpxW142A weist zwar eine ähnliche Dispersion wie TpxWT auf, allerdings ist ein 

Cluster aus NH-Resonanzen in der Mitte des NMR-Spektrums zu erkennen, was für einen 

ungefalteten Strukturanteil in TpxW142A spricht (Abbildung 3-15g). Außerdem weisen einzelne NH-

Resonanzen im HSQC-Spektrum von TpxW142A Linienverbreiterungen auf, die auf eine Zunahme der 

lokalen Dynamik hindeuten. Trotz der beobachteten Veränderungen im SEC-Laufverhalten sowie den 

CD- und NMR-Spektren zeigt die TpxW142A-Mutante im gekoppelten Px-Assay mit 35,2% ± 2,5% 

Restaktivität relativ zu TpxWT eine geringere Einbuße bei der Aktivität als TpxW70A und TpxW39A 

(Abbildung 3-15f).  
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Abbildung 3-15 Strukturelle Integrität der TpxW/A-Mutanten im Vergleich zu TpxWT. (a) Circular Dichroismus-

Spektren von TpxWT und TpxW/A-Mutanten (mit 10 µM Protein). (b) Vorhersage der Sekundärstruktur mittels 

BeStSel basierend auf den CD-Spektren in (a). (c) CD-spektroskopische Untersuchung der Schmelztemperatur bei 

208 nm (10 µM). (d) SEC-Läufe von TpxWT und TpxW/A-Mutanten (200 µL 100 µM). Die unterschiedliche Intensität 

der Absorption der TpxW/A-Mutanten im Vergleich zum TpxWT kommt durch den veränderten 

Extinktionskoeffizienten der TpxW/A-Mutanten zustande. (c) Gyrationsradien von TpxWT, TpxW39A und TpxW70A im 

oxidierten Zustand basierend auf SAXS Messungen. (d) Relative Aktivitäten von TpxW/A-Mutanten im Vergleich 

zu TpxWT. Die Fehlerbalken repräsentieren die Standardabweichung aus drei Messungen. (e) ¹H-¹⁵N 2D HSQC-

Spektren von TpxWT (schwarz), TpxW39A (blau), TpxW70A (grün) und TpxW142A (violett) im oxidierten Zustand. 
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Basierend auf den verminderten Restaktivitäten der TpxW/A-Mutanten im gekoppelten Px-Assay kann 

nur die Aussage getroffen werden, dass die Punktmutationen die Aktivität von Tpx herabsetzen, 

jedoch können keine Rückschlüsse auf die genauen Gründe gezogen werden. Im Folgenden wurde 

daher die Fähigkeit der TpxW/A-Mutanten untersucht, den Redox-Zustand zu wechseln und T(SH)₂ zu 

binden. Es wurden zusätzlich zu den ¹H-¹⁵N 2D HSQC-Spektren im oxidierten Zustand von jeder 

TpxW/A-Mutante auch NMR-Spektren in Anwesenheit von Reduktionsmittel (2 mM TCEP) und T(SH)₂ 

aufgenommen (Abbildung 3-16; Anhang Abbildung 6-9; Abbildung 6-10; Abbildung 6-11; Abbildung 

6-12). Die Position der Resonanzen von TpxW39A verändert sich vom oxidierten zum reduzierten 

Zustand allerdings sind keine Unterschiede zwischen dem oxidierten Zustand und in Anwesenheit 

von T(SH)₂ zu erkennen (Abbildung 3-16b). Es scheint somit keine Interaktion zwischen TpxW39A und 

T(SH)₂ stattzufinden. Die chemische Umgebung der NH-Resonanzen in TpxW70A verändert sich 

zwischen allen drei Zuständen (Abbildung 3-16c). Jedoch sind die Unterschiede zwischen oxidiertem 

und T(SH)₂-gebundenem Zustand gering. Die NH-Resonanzen in TpxW142A weisen ein ähnliches 

Verhalten wie in TpxW70A auf (Abbildung 3-16d). Wie in Kapitel 3.1.3 gezeigt und in Kapitel 4.1.4 

diskutiert, besteht die Komplexformation von Tpx und T(SH)₂ möglicherweise aus einem kovalenten 

und nicht-kovalenten Bindeereignis, wobei das nicht-kovalente Bindeereignis vermutlich 

konzentrationsabhängig ist. Die Veränderungen der NH-Resonanzen in TpxW142A in Anwesenheit von 

T(SH)₂ erscheinen zwar größer als in TpxW70A, allerdings wurde hier auch ein höheres Tpx:T(SH)₂-

Verhältnis verwendet. Aufgrund der fehlenden Zuordnungen der NH-Resonanzen von TpxW70A und 

TpxW142A kann keine Aussage getroffen werden, welche Aminosäuren in den beiden TpxW/A-Mutanten 

durch den Wechsel des Redox-Zustands oder die Zugabe von T(SH)₂ Veränderungen in der 

Abbildung 3-16 Ausschnitte der ¹H-¹⁵N 2D HSQC-Spektren von TpxWT, TpxW39A, TpxW70A und TpxW142A im 

oxidierten und reduzierten Zustand sowie in Anwesenheit von T(SH)₂. (a) TpxWT im oxidierten, reduzierten 

Zustand und in Anwesenheit von 1:8 T(SH)₂. (b) TpxW39A im oxidierten, reduzierten Zustand und in Anwesenheit 

von 1:10 T(SH)₂. (c) TpxW70A im oxidierten, reduzierten Zustand und in Anwesenheit von 1:2,4 T(SH)₂. (d) TpxW142A

im oxidierten, reduzierten Zustand und in Anwesenheit von 1:10 T(SH)₂. Für alle Tpx-Proteine ist das HSQC-

Spektrum mit der höchsten eingesetzten T(SH)₂-Konzentration gezeigt. Die vollständigen NMR-Spektren sind 

Anhang Abbildung 6-9, Abbildung 6-10, Abbildung 6-11 und Abbildung 6-12 zu entnehmen. (schwarz: oxidierter 

Zustand; rot: reduzierter Zustand; hellblau: in Anwesenheit von T(SH)₂) 
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chemischen Umgebung erfahren. Dennoch lassen die Beobachtungen vermuten, dass alle TpxW/A-

Mutanten vom oxidierten in den reduzierten Zustand wechseln können, allerdings zeigen nur TpxW70A 

und TpxW142A eine Interaktion mit T(SH)₂ und dies möglicherweise in geminderter Form.  

Die fehlende Interaktion von TpxW39A mit T(SH)₂ führte zu der Frage, ob ausschließlich das Fehlen der 

Indol-Seitenkette in TpxW39A verantwortlich für die gestörte T(SH)₂-Interaktion ist oder ob es durch die 

Mutation doch zu strukturellen Veränderungen in TpxW39A kommt? Die Mutation von Trp39 könnte 

einen Einfluss auf einzelne Aminosäuren oder Abschnitte haben, ohne jedoch die generelle 

Sekundärstruktur von Tpx zu beeinflussen. Wie in Abbildung 3-15g gezeigt, ist die Dispersion der 

NH-Resonanzen im NMR-Spektrum von TpxW39A ähnlich der des TpxWT, allerdings sind Unterschiede 

in den Positionen einzelner NH-Resonanzen zu erkennen. Um die chemischen Verschiebungen von 

TpxWT und TpxW39A vergleichen zu können, wurden die Aminosäuren den NH-Resonanzen von 

einheitlich markiertem ¹³C-¹⁵N TpxW39A im oxidierten und reduzierten Zustand mit Hilfe von Standard-

Triple-Resonanzpulssequenzen zugeordnet (Anhang Abbildung 6-13). Die NH-Resonanz von Gly1, 

Ser2, Gly24, Cys40 und Ser95 in TpxW39A konnten im oxidierten Zustand und die Resonanzen Ala37, 

Arg44, Trp86 und Ser95 im reduzierten Zustand nicht zugeordnet werden. Die Unterschiede der 

chemischen Verschiebungen zwischen TpxW39A und TpxWT wurden mittels Gleichung 2-1 jeweils im 

oxidierten oder reduzierten Zustand berechnet (Abbildung 3-17a und b; Anhang Tabelle 6-12 und 

Tabelle 6-13). Für die Berechnung der Standardabweichungen wurden alle Unterschiede Δδ 

verwendet, ausgenommen Prolinreste und nicht zugeordnete Resonanzen sowie Ala39.[134] Die 

Amidresonanzen der Aminosäuren Ser36, Cys43, Arg44, Val49, Leu50, Ser69, Trp70 (Hε-Nε-

Resonanz), Asn73, Asp76, Tyr81, Gly82, Ile109 und Thr111 wiesen geringe Unterschiede ≥ 1σ zwischen 

TpxWT und TpxW39A im oxidierten Zustand auf. Unterschiede Δδ ≥ 2σ zwischen TpxWT und TpxW39A im 

oxidierten Zustand zeigten die NH-Resonanzen der Aminosäuren Ala37, Ser38, Thr47, Trp70 

(Proteinrückgrat), Glu72, Phe77 und Asp79. Geringere Unterschiede ≥ 1σ zwischen TpxWT und TpxW39A 

im reduzierten Zustand konnten für die Aminosäuren Phe46, Asp79, Gly82 und Gln126 beobachtet 

werden. Die NH-Resonanzen von Ser36, Ser38, Cys40, Trp70 (Proteinrückgrat), Asp71, Glu72, Asn76 

und Phe77 wiesen Unterschiede ≥ 2σ zwischen TpxWT und TpxW39A im reduzierten Zustand auf. Für 

einen besseren Bezug zur Struktur von Tpx wurden die Unterschiede in der Kristallstruktur von T. 

brucei Tpx (PDB 1o73) eingefärbt (Abbildung 3-17c und d). Die größten Unterschiede zwischen TpxWT 

und TpxW39A lassen sich somit sowohl im oxidierten als auch im reduzierten Zustand um die 

Punktmutation selbst herum sowie N-terminal zu und innerhalb von α2-Helix finden. 
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Abbildung 3-17 Unterschiede Δδ der ¹H-¹⁵N chemischen Verschiebung im 2D HSQC NMR-Spektrum zwischen

TpxWT und TpxW39A. Säulendiagramme der Unterschiede der chemischen Verschiebungen zwischen TpxWT und 

TpxW39A, beide im (a) oxidierten oder (b) im reduzierten Zustand, aufgetragen gegen die 

Aminosäurenummerierung. Das aktive Zentrum A³⁹CPPC⁴³ von TpxW39A ist hervorgehoben. Die gestrichelten 

Linien repräsentieren die einfache (1σ) und zweifache (2σ) Standardabweichung. Die einfache 

Standardabweichung (1σ) beträgt für den Vergleich von TpxWT und TpxW39A beide im oxidierten Zustand 

0,115 ppm und die zweifache Standardabweichung (2σ) 0,230 ppm sowie 0,103 ppm (1σ) und 0,206 ppm (2σ) für 

die Unterschiede zwischen TpxWT und TpxW39A im reduzierten Zustand. Die Standardabweichungen entsprechen 

in etwa der Standardabweichung zwischen oxidiertem und reduziertem Zustand in TpxWT (0,103 ppm). Über dem 

Säulendiagramm ist die Topologie von Tpx dargestellt. (X: Punktmutation; P: Prolinrest; gelb: Resonanz fehlt im 

NMR-Spektrum von TpxW39A; grün: NH-Resonanz fehlt sowohl im NMR-Spektrum von TpxWT als auch im NMR-

Spektrum von TpxW39A). Kartierung der Unterschiede der chemischen Verschiebungen Δδ zwischen TpxWT und 

TpxW39A, beide im (c) oxidierten oder (d) reduzierten Zustand, auf die Kristallstruktur von T. brucei Tpx 

(PDB:1o73). Es sind die Sekundärstrukturelemente gekennzeichnet. (blau: Punktmutante W39A; gelb: 

Unterschied ≥ 1σ; orange: Unterschied ≥ 2σ; rot: fehlende Resonanz in TpxW39A) 
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3.2 Untersuchung der Interaktion von Tpx mit einem kovalenten 

Inhibitor 

3.2.1  Die kovalente Bindung von CFT an Tpx ist essenziell für die inhibitorische 

Wirkung 
Füller et al. fanden 2012 im Rahmen einer Testung 

von fast 80.000 Molekülen gegen die T. brucei 

Peroxid-Entgiftungs-Kaskade zwölf zeitabhängige 

Inhibitoren gegen Tpx.[21] 2-(Chlormethyl)-5-(4-

fluorphenyl)-thieno[2,3-d]pyrimidin-4(3H)-on (CFT; 

Abbildung 3-19a) und vier weitere Inhibitoren 

binden unter der Eliminierung von 

Hydrogenchlorid HCl an Cys40 im aktiven Zentrum 

von Tpx. Mit seinem hohen Selektivitätsindex von 

>83 zwischen den EC₅₀-Werten in Blutstrom T. brucei- (72 h: 0,6 ± 0,1 µM) und HeLa-Zellen (72 h: 

>50 µM) hebt sich CFT von den anderen identifizierten Inhibitoren als besonders vielversprechende 

Leitstruktur ab.[21] Aufgrund der guten inhibitorischen Wirkung von CFT auf Tpx war die 

weiterführende Frage: Wie interagiert CFT mit Tpx auf molekularer Ebene? Als ersten Schritt für die 

Aufklärung der Tpx-CFT-Interaktion wurde die Rolle der kovalenten Bindung untersucht. Hierfür 

synthetisierte , Doktorand im Arbeitskreis von Prof. Dr.  an der Johannes 

Gutenberg-Universität Mainz, neben CFT auch ein Derivat ohne die Chlor-Abgangsgruppe, 2-methyl-

5-(4-fluorphenyl)thieno[2,3-d]pyrimidin-4(3H)-on (MFT; Abbildung 3-19b).[111] Ohne die Chlorid-

Abgangsgruppe kann es zu keiner nucleophilen Substitution des Chlorids durch den Schwefel des 

Cys40 in Tpx und folglich zu keiner kovalenten Bindung kommen.  

Für die Untersuchung der inhibitorischen Wirkung von CFT und MFT wurde analog zu Füller et al., 

2012[21] die antitrypanosomale Aktivität beider Substanzen bestimmt. Hierfür wurden T. b. brucei-

Blutstromzellen 24 h, 48 h und 72 h in Anwesenheit von CFT oder MFT kultiviert und der sogenannte 

ATPlite Assay durchgeführt.[137] ATP ist ein Marker für die Lebensfähigkeit von Zellen.[138] Durch den 

Zelltod bzw. die Zerstörung der Zellmembran wird die Produktion von ATP unterbunden und im 

Zytoplasma lokalisierte ATPasen verbrauchen das vorhandene ATP-Reservoir in kurzer Zeit. Der 

Abbildung 3-19 Molekülstruktur von (a) CFT und 

(b) MFT.[21,111] 

Abbildung 3-18 Antitrypanosomale Aktivität von (a) CFT und (b) MFT gegen BSF T. brucei-Zellen. Der Anteil 

lebendiger Zellen wurde mittels ATPlite Assay[136] gemäß dem Protokoll von Füller et al.[21] bestimmt. Gezeigt 

ist die Auftragung der Lumineszenz (RLU s⁻¹ = relative light unit pro s) in Abhängigkeit zur 

Inhibitorkonzentration (32,5 nM bis 16,7 µM) einer repräsentativen Messung nach 24 h Inkubationszeit. 
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Assay basiert auf der ATP-abhängigen Reaktion von D-Luciferin zu Oxyluciferin, katalysiert von 

Firefly Luciferase in Anwesenheit von Magnesium. Die Reaktion resultiert in der angeregten Ketoform 

von Oxyluciferin, welche Licht emittiert. Mit abnehmender ATP-Konzentration (weniger 

überlebenden Zellen) sinkt das detektierte Biolumineszenzsignal, welches zusammen mit der 

eingesetzten Inhibitorkonzentration genutzt werden kann, einen EC₅₀-Wert zu bestimmen (Abbildung 

3-18). Die so erhaltenen Dosis-Wirkungs-Kurven lieferten für CFT folgende EC₅₀-Werte: 1,6 ± 0,8 µM 

(24 h; 3,0 ± 0,9 µM (48 h); 6,3 ± 2,0 µM (72 h) (Abbildung 3-18a).[111] Die Messwerte des ATPlite-Assays 

für MFT ergaben keine ersichtliche Abnahme der Biolumineszenz bei steigender MFT-Konzentration 

und es konnte kein EC₅₀-Wert bestimmt werden (Abbildung 3-18b). Die höchste eingesetzte MFT-

Konzentration entsprach 16,7 µM. Es könnte eine antitrypanosomale Aktivität über 16,7 µM vorliegen, 

allerdings konnten keine Messungen mit höheren Konzentrationen durchgeführt werden, aufgrund 

der Unlöslichkeit von MFT in wässrigem Medium. 

Des Weiteren wurde die inhibitorische Wirkung von 

CFT und MFT in vitro im gekoppelten Px-Assay 

bestimmt. Die Komponenten der Kaskade, 

ausgenommen H₂O₂, welches zum Starten der 

Aktivitätsmessung verwendet wurde, wurden für 5, 15, 

25, 35 und 45 min mit einem 1:1 molaren Verhältnis von 

CFT oder MFT zu Tpx inkubiert. Die relative Tpx-

Aktivität wurde aus der Abnahme der Absorption von 

NADPH abgeleitet. Nach ~25 min Inkubation mit CFT, 

kommt die messbare Enzymaktivität der Kaskade 

vollständig zum Erliegen, was durch die vollständige 

Sättigung von Tpx durch den kovalenten Inhibitor 

erklärt werden könnte (Abbildung 3-20). MFT zeigt 

innerhalb einer Inkubationszeit von 45 min keinerlei 

Inhibitionsfähigkeit der Kaskade. Somit weist MFT 

sowohl in vivo als auch in vitro keine inhibitorische 

Wirkung auf.  

Neben der Betrachtung der inhibitorischen Wirkung von CFT und MFT wurde auch die Interaktion 

mit Tpx auf molekularer Ebene untersucht. Hierfür wurden ¹H-¹⁵N 2D NMR-Spektren von ¹⁵N TpxWT 

in Ab- und Anwesenheit von CFT oder MFT aufgenommen (Anhang Abbildung 6-14; Abbildung 

6-15). Es wurde hierzu durch 2 mM TCEP reduziertes TpxWT verwendet, da in Füller et al., 2012[21] 

gezeigt werden konnte, dass CFT nur an Cys40 binden kann, wenn die Cystein-Seitenkette als freie 

Thiolgruppe vorliegt. Als Kontrolle wurde ein ¹H-¹⁵N 2D HSQC-Spektrum in Anwesenheit von 1% 

DMSO aufgenommen, da CFT und MFT in DMSO gelöst waren (Anhang Abbildung 6-16). Es sind 

keine Unterschiede zwischen den HSQC-Spektren in Ab- und Anwesenheit von DMSO zu erkennen. 

Der Ausschnitt der NMR-Spektren im reduzierten und CFT-gebundenen Zustand von TpxWT zeigt 

jedoch deutliche Unterschiede der chemischen Verschiebung und Intensitäten der beobachteten 

Resonanzen zwischen den Spektren, was auf eine Interaktion zwischen Tpx und CFT hinweist 

(Abbildung 3-21a). Die NH-Resonanzen der Spektren mit und ohne MFT wiederum liegen exakt 

aufeinander und zeigen keinerlei Veränderung der Position oder der Intensität (Abbildung 3-21b).  

Abbildung 3-20 Zeitabhängige Inhibition der Px-

Kaskade durch CFT oder MFT bei einem 1:1 

Tpx:Inhibitor Verhältnis (jeweils 5 µM). Die 

Fehlerbalken stellen die Standardabweichung 

aus drei unabhängigen Messungen dar (drei 

biologische Replikate mit jeweils drei 

technischen Replikaten). Modifiziert nach 

Wagner et al., 2019.[111] 
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Wie in den Kapiteln 3.1.5 und 4.1.5 eingehender dargelegt, sind aufgrund der jeweiligen 

Konzentrationen und Reaktivitäten die in der Parasitenzelle vorliegenden Tpx-Zustände vermutlich 

hauptsächlich die oxidierte oder die T(SH)₂-gebundene Form. Ausgehend von dieser Annahme und 

der Tatsache, dass CFT in vivo eine gute Inhibition aufweist und Füller et al gezeigt haben, dass der 

kovalente Tpx-CFT-Komplex auch in der Zelle gebildet wird,[21] muss eine Verdrängung des T(SH)₂ 

durch CFT stattfinden, um eine kovalente Bindung zwischen CFT und Tpx in der Zelle auszubilden. 

Um diesen Mechanismus für CFT und MFT zu untersuchen, wurde im ersten Schritt zu oxidiertem 

TpxWT T(SH)₂ im molaren Verhältnis 1:2,4 zugegeben. Wie in Kapitel 3.1.3 ausführlich dargestellt, 

bildet Tpx unter diesen Bedingungen mit T(SH)₂ einen stabilen Komplex (Abbildung 3-5). Im zweiten 

Schritt wurden dann CFT oder MFT in einem molaren Verhältnis von 1:1,2 (Tpx:Inhibitor) 

hinzugegeben (Anhang Abbildung 6-17; Abbildung 6-18). Nach Zugabe von T(SH)₂ kommt es zu den 

erwarteten Veränderungen der Positionen der NH-Resonanzen. Die Zugabe von CFT führt zu einer 

weiteren Verschiebung, die weder dem oxidierten noch dem T(SH)₂-gebundenen Zustand entsprechen 

(Abbildung 3-21c). Somit scheint CFT die Bindung zwischen Tpx und T(SH)₂ unterbrechen zu können 

und der Tpx-CFT-Komplex ausgebildet zu werden. Dies ist jedoch nicht ohne die Chlor-

Abgangsgruppe möglich. Die Anwesenheit von MFT unterbricht die Tpx-T(SH)₂-Bindung nicht 

(Abbildung 3-21d).  

Abbildung 3-21 Ausschnitte der ¹H-¹⁵N 2D NMR-Spektren von TpxWT in Anwesenheit von CFT oder MFT unter 

verschiedenen Bedingungen. (a) HSQC-Spektren von TpxWT im reduzierten Zustand (2 mM TCEP, schwarz), 

welchem im molaren Verhältnis 1:1,5 CFT hinzugefügt wurde (rot). (b) Best-Trosy-HSQC-Spektren von 

reduziertem TpxWT (2 mM TCEP; schwarz), zu welchem im Verhältnis 1:1,5 MFT hinzugefügt wurde (orange). (c) 

Best-Trosy-HSQC-Spektren von TpxWT im oxidierten Zustand (schwarz), welchen im ersten Schritt im molaren 

Verhältnis 1:2,4 T(SH)₂ (hellblau) und im zweiten Schritt 1:1,2 CFT zugegeben wurde. (d) TpxWT im oxidierten 

Zustand (schwarz), wurde im ersten Schritt mit 1:2,4 T(SH)₂ (hellblau) versetzt und im zweiten Schritt 1:1,2 MFT 

(orange) hinzugefügt. Die vollständigen NMR-Spektren sind im Anhang in Abbildung 6-14, Abbildung 6-15, 

Abbildung 6-17, und Abbildung 6-18 dargestellt. 
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Eine weitere Art die Interaktion zwischen einem Protein und einem Inhibitor zu beschreiben, ist die 

Analyse der Kinetik der Inhibition. Die Bildung der kovalenten Bindung zwischen Tpx und CFT 

verläuft in zwei Schritten und lässt sich durch die nachfolgende Gleichung beschreiben:  

012 + 9:0 
;<⇄ 012 · 9:0 5?@ABCD⎯⎯F 012-9:0   (Gleichung 3-1) 

Der Quotient kinact/KI ist eine Geschwindigkeitskonstante zweiter Ordnung (k₂nd). Er beschreibt die 

Effizienz der Gesamtreaktion von freiem Enzym zum kovalenten Enzym-Inhibitor Komplex und ist 

somit ein Maß für die Inhibitionsstärke eines irreversiblen Inhibitors. Diese resultiert aus der Potenz 

der initialen reversiblen Komplexbildung (KI) und der maximalen potentiellen Geschwindigkeit der 

Inaktivierung (kinact):[139] 

   012 + 9:0 5G@HD⎯F  012-9:0   (Gleichung 3-2) 

mit: 

I�'8 =  5?@ABC
JK      (Gleichung 3-3) 

Für die Betrachtung dieser Größen wurde die zeitabhängige Inhibition der Peroxid-Entgiftungs-

Kaskade im gekoppelten Px-Assay bei verschiedenen Inhibitorkonzentrationen und konstanter Tpx-

Konzentration bestimmt (Abbildung 3-22a). Die inhibitorkonzentrationsabhängigen 

Inhibitionskurven von Tpx wurden gegen die Zeit aufgetragen und mit GraFit gefittet, um kobs (engl. 

observed rate of inactivation) zu erhalten:[139,140]  

 

   LMℎ�N���OM (%) = 100 (1 − �T5UVW+)  (Gleichung 3-4) 

Wird kobs, welche die beobachtete Inhibitionsgeschwindigkeit darstellt, gegen die entsprechende 

Inhibitorkonzentration geplottet und linear gefittet, ergibt sich aus der Steigung des linearen Fits k₂nd. 

Es wurden hohe Inhibitorkonzentrationen verwendet, um die Annahme zu erfüllen, dass die 

Inhibitorkonzentration sich während der Messung nicht verändert. Die Steigung des linearen Fits der 

Auftragung von kobs gegen die Inhibitorkonzentration liefert einen k₂nd-Wert von 

0,104 ± 0,097 * 10⁶ M⁻¹ min⁻¹ (Abbildung 3-22b). In Folge einer doppelt reziproken Auftragung von 

1/kobs gegen 1/[I] ergeben sich KI und kinact (Abbildung 3-22b Einsatz).  

 

   I&X% =  5?@ABC [<]
JK[[<]       (Gleichung 3-5) 

 

   
�

5UVW = JK
5?@ABC

�
[<] + �

5?@ABC
     (Gleichung 3-6) 

Aus dem doppelt-reziproken Plot ergab sich ein ähnlicher Wert für k₂nd von 

0,234 ± 0,064 * 10⁶ M⁻¹ min⁻¹. Der Schnittpunkt des linearen Fits mit der y-Achse entspricht kinact 

(4,6 ± 1,4 min⁻¹). Ausgehend von k₂nd und kinact konnte nun KI = 22,16 ± 9,95 µM ermittelt werden.[111] 
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Abbildung 3-22 Analyse der Inhibitionskinetik von Tpx durch CFT. (a) Zeitabhängige Inhibitionskurven der im 

gekoppelten Px-Assay rekonstituierten Peroxid-Entgiftungs-Kaskade bei verschiedenen CFT-Konzentrationen 

(Tpx: 5 µM und CFT: 1; 2,5; 5; 7,5; 10; 15; 20; 25; 30; 50 µM). Die Fehlerbalken entsprechen der Standardabweichung 

aus drei Messungen. (b) Auftragung der observierten Rate der Enzyminaktivierung (kobs), erhalten aus (a), gegen 

die Inhibitorkonzentration. Das eingezeichnete Steigungsdreieck verdeutlicht, dass die Steigung des linearen Fits 

dem Quotient aus kinact und KI entspricht. Der Einsatz zeigt die doppelt-reziproke Auftragung von kobs gegen die 

Inhibitorkonzentration. Modifiziert nach Wagner et al., 2019.[111] 
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3.2.2 Die Kristallstruktur des Tpx-CFT-Komplexes zeigt die Bildung eines 
Inhibitor-induzierten Homodimers 

Eine anerkannte Methode zur Betrachtung der dreidimensionalen Strukturen von Molekülen, 

Proteinen und Proteinkomplexen ist die Röntgenstrukturanalyse (engl. X-ray crystallography). Für 

diese Analyseform wurde TpxWT in Anwesenheit von CFT kristallisiert und Streuungsdaten im 

Teilchenbeschleuniger der European Synchrotron Radiation Facility (ESRF) in Grenoble (Beamlines ID29 

und ID23-1) gesammelt.[111] Dies sowie das Lösen der Kristallstruktur wurden von  und 

Prof. Dr.  an der Julius-Maximilians-Universität Würzburg verwirklicht. Es 

gelang zwei Kristallstrukturen mit Auflösungen von 1,6 Å (PDB 6gxg) und 1,8 Å (PDB 6gxy) von Tpx 

in Komplex mit CFT zu erhalten (Abbildung 3-23).  

Abbildung 3-23 1,6 Å und 1,8 Å Kristallstrukturen von Tpx im Komplex mit CFT. (a) Überlagerung der drei Tpx-

CFT-Komplexe (Ketten A, B, C) in der Einzelzelle der Kristallstrukturen mit 1,6 Å (petrol) und 1,8 Å (grau) 

Auflösung. CFT-Moleküle sind als Stäbchen in Rottönen dargestellt und weisen unterschiedliche Orientierungen 

in Kette A und B im Vergleich zu Kette C auf. (b) und (c) zeigen die beiden erhaltenen Orientierungen des CFT, 

Tpx zugewandt (CFT aus Kette A, hellrot) und umgeben von Lösungsmittel (CFT aus Kette C, rot) in einer 

Überlagerung der Ketten A (grau) und C (petrol) der 1,8 Å Kristallstruktur. (d) Die Oberflächenansicht des Tpx-

CFT-Dimerkomplexes, der 1,8 Å Kristallstruktur zeigt, dass die Inhibitoren im aus Kette A und B gebildeten 

Dimer nahezu vom Lösungsmittel abgeschirmt sind. Eingefärbt sind die Aminosäuren Trp39 (blau), Trp70 (grün), 

Lys102 (cyan), Ile109 (gelb) und Glu107 (orange), welche zusammen mit CFT (rot) die Dimer-Berührungsfläche

bilden. Farbcodierung der Nicht-Kohlenstoff-Atome: blau: Stickstoff; rot: Sauerstoff; gelb: Schwefel; türkis: Fluor. 

Modifiziert nach Wagner et al., 2019.[111] 
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Die P2₁ Einzelzellen beider Kristallstrukturen enthalten drei Ketten (Ketten A, B und C) eines Tpx-
CFT-Komplexes. Aufgrund der Sensitivität der kovalenten Bindung zwischen Cys40 und CFT 
gegenüber der Strahlung im Teilchenbeschleuniger konnten in der 1,6 Å Struktur keine kovalenten 
Bindungen erhalten werden. Des Weiteren führten die Strahlungsschäden in der 1,8 Å Kristallstruktur 
zu einem kovalenten und einem nicht-kovalenten Komplex in den Ketten A und B und einem nicht-
kovalenten Komplex in Kette C. Die Ketten A und B sind in beiden Kristallstrukturen sehr ähnlich 
zueinander, sowohl innerhalb einer Kristallstruktur als auch kristallstrukturübergreifend (Abbildung 
3-23a). Ebenfalls stimmt die Orientierung von CFT in allen vier Ketten A und B beider Datensätze 
überein. Die Orientierung des Inhibitors unterscheidet sich in der Kette C beider Datensätze von den 
Ketten A und B und weist außer der kovalenten Bindung zu Cys40 keine Interaktion mit Tpx auf 
(Abbildung 3-23b und c). Die veränderte Orientierung von CFT in Kette C führt zu konformationellen 
Veränderungen der Reste 70-75 sowie 91-109.[111]  

Erstaunlicherweise bilden die Ketten A und B ein C₂-symmetrisches Homodimer. Die beiden CFT-

Moleküle sind fast vollständig (zu 90 respektive 89% der Gesamtoberfläche) vom Proteindimer 

umschlossen (Abbildung 3-23d).[111] In der Berührungsfläche des Dimers sind 563/573 Å² der 

Oberfläche der Tpx-Monomere bzw. 368/364 Å² der Oberfläche der CFT-Moleküle verborgen. Diese 

Flächen ergeben zusammen 1870 Å und entsprechen somit 12,5% des gesamten Oberflächenbereiches. 

Abbildung 3-24 Visualisierung der intra- und intermolekularen Interaktionspunkte des Tpx-

CFT-Dimerkomplexes (PDB 6gxy). (a) Die intermolekularen Interaktionen zwischen Kette A 

und B werden durch Trp39 (blau), Lys102 (cyan), Glu107 (orange) und CFT (rot) vermittelt. (b) 

Die Aminosäuren Trp70 (grün), Glu107 (orange) und Ile109 (gelb) gehen intramolekulare 

Wechselwirkungen mit CFT (rot) ein. Farbcodierung der Nicht-Kohlenstoff-Atome: gelb: 

Schwefel; rot: Sauerstoff; blau: Stickstoff; türkis: Fluor. Modifiziert nach Wagner et al., 2019.[111] 
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Basierend auf der Kristallstruktur wurde der Tpx-CFT-Komplex von Dr.  (Doktorand in 

der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. , Julius-Maximilians-Universität Würzburg) mittels 

Molekulardynamik- (MD-) Simulation untersucht. In der MD-Simulation werden die Bewegungen 

von Atomen und Molekülen zueinander nach den Gesetzen der klassischen Mechanik über die Zeit 

berechnet.[141] Die im Kristall beobachteten Wechselwirkungen, z.B. zwischen Aminosäure Ile109 und 

CFT, spiegeln sich auch in den Berechnungen der MD-Simulationen wider. So ergaben sich Abstände 

von 2,1 ± 0,4 Å und 2,6 ± 0,6 Å zwischen dem Amid von Ile109 und dem Carbonylsauerstoff des 

Pyrimidonrings sowie zwischen dem Carbonylsauerstoff der Seitenkette von Ile109 und dem Amid 

des Pyrimidonrings von CFT (Abbildung 3-25a und b). Die Indol-Seitenkette von Trp70 interagiert mit 

dem Ringsystem des Inhibitors durch ein T-förmiges π-Stacking[142] (Abbildung 3-25d). Das Stacking 

zwischen CFT und Trp70 wird durch die in den MD-Simulationen errechneten Abstände von 

3,9 ± 0,3 Å sowie 4,0 ± 0,3 Å zwischen Trp70‘ und CFT‘ bestätigt (Abbildung 3-25e). Außerdem kommt 

es zu einer Wasserstoffbrückenbindung zwischen dem Hα von Glu107, einem schwachen 

Wasserstoffbrücken-Donor, und dem Fluor von CFT, einem starken Wasserstoffbrücken-Akzeptor 

(Abbildung 3-25a). Der Abstand von 3,7 ± 1,0 Å zwischen dem Fluor und Hα von Glu107, ermittelt 

durch MD-Simulationen, bekräftigen diese Beobachtung (Abbildung 3-25c).[111]  

Die Wechselwirkung von Trp39 und CFT ist vor allem intermolekularer Art. Die Kristallstruktur zeigt 

ein Stacking von Trp39 mit der Methylgruppe des intermolekular-gebundenen CFT‘ (Abbildung 

3-26a). Die MD-Simulationen dieser Interaktion ergaben einen Abstand von 3,9 ± 0,3 Å (Abbildung 

3-26b). Eine weitere trans Interaktion ist das π-π-Stacking zwischen den Thienopyrimidon-

Ringsystemen von CFT und CFT‘ sowie lone pair-π Interaktionen[143] zwischen dem Schwefelatom des 

jeweiligen Thiophens und dem gegenüberliegenden Pyrimidonring (Abbildung 3-26d). Die zuletzt 

genannten Interaktionen lieferten Abstände von 3,9 ± 0,4 Å und 3,9 ± 0,3 Å in den Simulationen der 

Moleküldynamik (Abbildung 3-26e). Diese Werte sind in Einklang mit den typischen Abständen für 

lone pair-π Interaktionen.[111,144] 

Die beobachtete Salzbrücke zwischen Lys102 und Glu107‘ sowie Lys102‘ und Glu107 scheint die 

Dimer-Berührungsfläche an dieser Seite zu „verschließen“. Die gemittelten Abstände der MD-

Simulationen in Anwesenheit von CFT zwischen dem Carboxylsauerstoff der Glu107-Seitenkette und 

dem Amid der Seitenkette von Lys102‘ und umgekehrt betragen 7,6 ± 2,7 Å und 5,9 ± 2,9 Å. In 

Abwesenheit von CFT nehmen diese Abstände Werte von 8,2 ± 5,2 Å und 7,1 ± 4,5 Å an (Abbildung 

3-26c). Die hohen Werte in Anwesenheit von CFT deuten darauf hin, dass die Brücke nur transient 

ausgebildet wird und die Protein-Protein-Interaktion eine nachgeordnete Wechselwirkung in Bezug 

auf die Dimerisierung ist.  

Es wurde eine weitere MD-Simulation durchgeführt, welche die gesamten Ketten A und B einschließt 

und die Abstände der beiden Ketten zueinander beschreibt. Die Anfangsposition der Ketten entsprach 

den Positionen der Ketten A und B in der Tpx₂-CFT₂-Kristallstruktur und es wurden die Änderungen 

der Abstände zwischen den Ketten in An- und Abwesenheit von CFT berechnet. In Anwesenheit von 

CFT betrugen die Abstände 1,8 ± 0,2 Å und 1,9 ± 0,2 Å. In Abwesenheit von CFT nahmen die Abstände 

zu, 2,8 ± 0,9 Å und 3,1 ± 1,0 Å (Abbildung 3-26f). Dies demonstriert, dass CFT das Tpx-Dimer 

stabilisiert.  
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3.2.3 Der Tpx-CFT-Komplex dimerisiert in Lösung 
Die Kristallstruktur eines Proteinkomplexes bildet diesen als starre Einheit in einem energetisch 

günstigen Zustand ab. Dabei kann es zu sogenannten Kristallpackungsartefakten kommen, welche 

zwar eine für die Kristallisation bevorzugte Interaktion darstellt, jedoch in Lösung nicht vorkommt. 

Um festzustellen, ob die im Kristall beobachtete Dimerisierung des Tpx-CFT-Komplexes auch in 

Lösung erfolgt, wurde eine Größenausschlusschromatographie (engl. size exclusion chromatogarphy, 

SEC) von TpxWT bei verschiedenen CFT-Konzentrationen durchgeführt (Abbildung 3-27a). 

Die SEC-Läufe in Anwesenheit von CFT zeigen schon bei substöchiometrischen Tpx:CFT 

Verhältnissen das Auftreten einer zweiten Population mit einem niedrigeren Elutionsvolumen im 

Vergleich zu TpxWT ohne CFT (Abbildung 3-27a). Mit steigender CFT-Konzentration nimmt die 

Absorption bei 280 nm (Abs₂₈₀) dieser Population zu und die Abs₂₈₀ bei 12,4 mL Elutionsvolumen ab. 

Da die Elutionsvolumina sich um 1,4 mL, auf einer Chromatographiesäule mit einem Säulenvolumen 

von 24 mL, unterscheiden ist davon auszugehen, dass die in Anwesenheit von CFT auftretende 

Population dem Dimer zugeordnet werden kann und die Population in Abwesenheit von CFT dem 

Monomer. Neben der Inkubationszeit von 30 min wurde TpxWT auch für 12 h und 24 h in einem 

Verhältnis von 1:3 mit CFT inkubiert, um die Lebensdauer des Dimerkomplexes zu untersuchen. Die 

SEC-Läufe nach diesen drei Inkubationszeiten weisen die gleichen Elutionsvolumina auf (Abbildung 

3-27b). Zur Kontrolle wurde dieses Experiment analog nur mit DMSO, dem Lösemittel für CFT 

durchgeführt. Das Elutionsvolumen von TpxWT in Anwesenheit von DMSO entspricht dem 

Elutionsvolumen ohne DMSO (Abbildung 3-27b). DMSO hat somit keinen Effekt auf die 

Dimerisierung von Tpx.  

Abbildung 3-27 Analytische SEC-Läufe von TpxWT in Anwesenheit von CFT. TpxWT wurde zunächst vor allen 

Messungen mit 4 mM TCEP reduziert. (a) TpxWT wurde dann mit steigenden CFT-Konzentrationen (molare 

Verhältnisse Tpx:CFT 1:0,2; 1:0,4; 1:0,6; 1:0,8; 1:1; 1:2; 1:4) für 30 min bei 25 °C inkubiert. Es sind die 

Chromatogramme der SEC-Läufe der Tpx-CFT-Komplexe (200 µL 100 µM Tpx) gezeigt. Die Kugeln über den 

Elutionsmaxima sollen die monomere und dimere Zuordnung verdeutlichen. (b) Das CFT-induzierte Tpx-Dimer 

ist stabil. Gezeigt sind die SEC-Läufe von TpxWT, welches für 30 min, 12 h und 24 h in einem molaren Verhältnis 

von 1:3 mit CFT inkubiert wurde. Als Kontrollen sind die SEC-Läufe von TpxWT mit DMSO (0,75%) nach 12 h und 

24 h Inkubationszeit zu sehen sowie TpxWT ohne DMSO oder CFT. Modifiziert nach Wagner et al., 2019.[111] 









3 Ergebnisse 

102 

Neben der Untersuchung der Fähigkeit der Tpx-Mutanten CFT zu binden, wurde auch untersucht, ob 

die Tpx-Mutanten durch CFT ähnlich wie TpxWT inhibiert werden. Da die Aktivität von TpxW39A relativ 

zu TpxWT nur 2,3 ± 0,8% beträgt, konnte keine Untersuchung der Inhibition von TpxW39A durch CFT 

durchgeführt werden. TpxWT, TpxW70A, TpxK102E und TpxI109A wurden im gekoppelten Px-Assay mit 

verschiedenen CFT-Konzentrationen für 5 min inkubiert und die Abnahme der NADPH-

Konzentration bei einer Absorption von 340 nm im Photometer verfolgt (Abbildung 3-31b). Die 

relative Aktivität wurde im Vergleich zur DMSO-Kontrolle der jeweiligen Tpx-Variante berechnet. Ab 

einem Verhältnis von 1:2 TpxWT:CFT war TpxWT vollständig inhibiert und es konnte keine Restaktivität, 

die über die spontane Reduktion der Kaskade hinausgeht, gemessen werden. TpxK102E und TpxI109A 

zeigen ähnliche Inhibitionskurven wie TpxWT. Eine schnellere Inhibition erfolgte bei TpxW70A; hier 

findet eine vollständige Inhibierung schon in einem molaren Verhältnis von 1:1 statt. Somit sind bei 

diesem Verhältnis schon nach 5 min ~100% TpxW70A blockiert.  

Es konnte gezeigt werden, dass alle Tpx-Mutanten CFT binden können und ähnlich wie TpxWT von 

CFT im gekoppelten Px-Assay inhibiert werden. Führt CFT auch zu einer Dimerisierung der Tpx-

Mutanten? Um dies herauszufinden wurden dieselben Methoden verwendet, mit denen die CFT-

induzierte Dimerisierung von TpxWT nachgewiesen wurde (Kapitel 3.2.3). 

  

Abbildung 3-31 Bindung und Inhibition von/durch CFT an TpxWT und Tpx-Mutanten. (a) SDS-Gel des Gelshift-

Assays zur Analyse von freien Thiolgruppen mittels mal-PEG in An- und Abwesenheit von CFT (molares 

Protein:CFT Verhältnis 1:3; 4,0 ng Protein/Spur). (b) Inhibierung von TpxWT und Tpx-Mutanten durch CFT bei 

verschiedenen Tpx:CFT Verhältnissen im gekoppelten Px-Assay. Es ist die Aktivität der Tpx-Variante relativ zur 

entsprechenden DMSO-Kontrolle gegen das eingesetzte Tpx:CFT Verhältnis aufgetragen. Tpx wurde in 

verschiedenen Verhältnissen mit CFT für 5 min inkubiert und die Restaktivität durch die Abnahme der 

Absorption von NADPH über 60 s bestimmt. Die Tpx-Konzentration entsprach in jeder Messung 5 µM.

Modifiziert nach Wagner et al., 2019.[111] 
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Abbildung 3-32 Analytische SEC-Läufe von TpxWT und Tpx-Mutanten mit CFT. Alle Läufe wurden mit 100 µM 
reduziertem Tpx (sofern nicht anders angegeben), in 200 µL nach einer Inkubation für 30 min bei 25 °C mit CFT 
oder DMSO durchgeführt. (a) Auftragung der Intensitäten der Dimerpopulation der SEC-Läufe der Tpx-
Varianten gegen das molare Verhältnis von Tpx:CFT. Für diese Kalkulationen wurden die SEC-Läufe mit einer 
finalen Tpx-Konzentration von 100 µM verwendet. (b) Gezeigt sind die SEC-Läufe von TpxWT nach der Inkubation 
mit steigenden CFT-Konzentrationen. (c) TpxW39A wurde mit zunehmenden CFT-Anteilen inkubiert und 
nachfolgend in SEC-Läufen nach dem hydrodynamischen Radius aufgetrennt. Da keine Veränderungen des 
Elutionsvolumens beobachtet wurden, wurde in (d) der SEC-Lauf mit einer Konzentration von 850 µM TpxW39A

in einem 1:3 Tpx:CFT Verhältnis wiederholt. Aufgrund der hohen Intensität der Abs₂₈₀ wurde der Lauf bei 850 µM 
TpxW39A mit 0,6 multipliziert. (e) TpxC40S ist nicht fähig CFT zu binden; eine Inkubation mit CFT im molaren 
Verhältnis 1:3 führt zu keiner Veränderung des Elutionsvolumens. (f-h) zeigen die SEC-Läufe von TpxW70A, 
TpxK102E und TpxI109A nach der Inkubation mit steigenden CFT-Konzentrationen analog zu TpxWT in (b). Aufgrund 
der steigenden Abs₂₈₀ von TpxK102E bei höheren Elutionsvolumina mit zunehmendem CFT-Anteil wurde bei einem 
molaren Tpx:CFT Verhältnis von 1:3 zusätzlich eine Protein-Konzentration von 400 µM verwendet. Hier wurden 
die Absorptionswerte bei 295 nm mit 0,6 multipliziert. Modifiziert nach Wagner et al., 2019.[111] 
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der Resonanzen nicht. Da der TpxW39A-CFT-Komplex ein Monomer ist, kommt es zu keiner 

Veränderung des Molekulargewichts und eine Linienverbreiterung bleibt aus.  

Es kann an dieser Stelle somit davon ausgegangen werden, dass TpxW39A im Komplex mit CFT nicht 

dimerisiert und TpxK102E im Vergleich zu TpxWT ein verändertes Dimerisierungsverhalten aufweist. Um 

ein Maß für die Dimeraffinität zu erhalten, wurde isotherme Titatrionskalorimetrie (ITC) verwendet. 

Die Messvorrichtung für die ITC besteht aus zwei Kammern, einer Messkammer und einer 

Referenzkammer, welche mit einem Rückkopplungsmechanismus miteinander verbunden sind. Für 

die Bestimmung der Dimeraffinität wurde eine Verdünnungs-ITC durchgeführt. In der Messkammer 

wurde Puffer vorgelegt und der Tpx-CFT-Komplex in die Messkammer titriert. Handelt es sich bei 

dem Tpx-CFT-Komplex um ein Dimer, dissoziiert dieser durch die Verdünnung in der Messkammer. 

Dieser Prozess benötigt oder gibt Energie in Form von Wärme ab und verändert die Temperatur der 

Messkammer. Die Referenzkammer passt ihre Temperatur der Messkammer an, die so verbrauchte 

Energie wird detektiert und als Ausschlag im Thermogramm sichtbar (oberer Teil Abbildung 3-36). 

Das Integral der Fläche unter dem Ausschlag entspricht der Enthalpie ΔH. Der Fit der Auftragung der 

Enthalpie ΔH gegen das in der Kammer vorliegende molare Verhältnis liefert die 

Dissoziationskonstante KD des titrierten Komplexes (unterer Teil Abbildung 3-36).  

Abbildung 3-36 Verdünnungs-ITC-Messungen von (a) TpxWT, (b) TpxW39A und (c) TpxK102E im Komplex mit CFT.

Der obere Abschnitt des Thermogramms zeigt die Rohdaten der Titrationsmessungen und der untere Teil 

präsentiert die integrierten Hitzesignaturen und den Fit der Kurve. Modifiziert nach Wagner et al., 2019.[111] 

Abbildung 3-35 Ausschnitte der ¹H-¹⁵N 2D HSQC-Spektren von (a) ¹⁵N-TpxWT und (b) ¹⁵N-TpxW39A im reduzierten 

(schwarz) und CFT-gebundenen (rot) Zustand (molares Verhältnis Tpx:CFT 1:1,5). Die vollständigen NMR-

Spektren sind Abbildung 6-14 und Abbildung 6-19 zu entnehmen. Modifiziert nach Wagner et al., 2019.[111] 
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So wurde die Dissoziationskonstante von TpxWT, TpxW39A und TpxK102E bestimmt. Des Weiteren wurde 

TpxWT in Abwesenheit von CFT in Puffer titriert und der TpxWT-CFT-Dimerkomplex in TpxWT-CFT-

Dimerkomplex, welcher in der Messkammer vorgelegt war. Beide Kontrollexperimente lieferten keine 

Veränderungen in den Thermogrammen (Anhang Abbildung 6-20). Es konnte so ein KD für TpxWT von 

5,7 ± 1,4 µM und für TpxK102E ein 15-fach höherer KD von 83,1 ± 32,2 µM ermittelt werden. Wie aus den 

vorherigen Experimenten zu erwarten war, konnte keine Dissoziation eines TpxW39A-CFT-Komplexes 

beobachtet werden, da keine Dimerisierung vorlag. Basierend auf der Dissoziationskonstante KD und 

der Enthalpie ΔH konnten die Gibbs’sche Enthalpie ΔG und die Entropie ΔS der Dissoziation 

bestimmt werden (Tabelle 3-2). Die treibende Kraft hinter der Dissoziation des Dimerkomplexes ist 

demnach die Entropie. 

∆] = −^0 ln ; = ∆� − 0∆4   (Gleichung 3-2) 

Tabelle 3-2 Thermodynamische Paramater der ITC-Verdünnungstitrationen von TpxWT-CFT, TpxW39A-CFT und 
TpxK102E-CFT. (n.a. = nicht verfügbar) 

 KD / µM ΔH / cal mol⁻¹ ΔG / cal mol⁻¹ ΔS / cal mol⁻¹ deg⁻¹ 

TpxWT-CFT 5,7 ± 1,4 12523 ± 2065,1 7167,9 ± 158,4 18,0 ± 7,0 

TpxW39A-CFT Keine Dissoziation n.a. n.a. n.a. 

TpxK102E-CFT 83,1 ± 32,2 3891 ± 332,6 5612,5 ± 249,9 -5,8 ± 1,6 
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3.2.5 ¹⁹F NMR-spektroskopische Untersuchungen von freiem CFT und Tpx-
gebundenem CFT 

¹⁹Fluor besitzt einen zu 100% natürlich vorkommenden -1/2 Spin. Aufgrund seines hohen 

gyromagnetischen Verhältnisses ist der ¹⁹F-Nukleus hochempfindlich gegenüber seiner chemischen 

Umgebung.[149,150] Der Phenylring des CFT trägt in para-Position ein Fluoratom (Abbildung 3-19). Wie 

in Kapitel 3.2.3 und 3.2.4 gezeigt, bildet der TpxWT-CFT-Komplex ein Dimer, der TpxK102E-CFT-

Komplex dimerisiert ebenfalls, jedoch mit einer 15-fach geringeren Affinität und TpxW39A-CFT liegt als 

Monomer vor. CFT, als Teil der Dimer-Berührungsfläche, befindet sich in jedem dieser Tpx-Komplexe 

in unterschiedlichen Umgebungen, welche sich auch von freiem CFT in Lösung unterscheiden. Durch 

die unterschiedlichen Umgebungen sollte also auch eine jeweilige unterschiedliche chemische 

Verschiebung der ¹⁹F-Resonanz des CFT resultieren. 

Es wurden ¹⁹F 1D-Spektren von freiem CFT und MFT in Lösung sowie CFT gebunden an TpxWT, 

TpxW39A und TpxK102E aufgenommen. Die Resonanzen von freiem CFT und MFT in den ¹⁹F-Spektren 

haben schmale Linienbreiten und sehr ähnliche chemische Verschiebungen (-114,79 ppm für CFT 

und -114,77 ppm für MFT; Abbildung 3-37a). In Komplex mit TpxWT weist die ¹⁹F-Resonanz von CFT 

sowohl eine Veränderung der Verschiebung (-114,47 ppm) als auch eine deutliche Linienverbreiterung 

im Vergleich zum freien Inhibitor auf (Abbildung 3-37a). Eine schrittweise Verdünnung dieses 

Komplexes (von 750 µM bis 50 µM Proteinkonzentration) führt zu keiner Veränderung der 

chemischen Verschiebung (Abbildung 3-37b).  

Abbildung 3-37 ¹⁹F-NMR-Spektren von CFT und MFT sowie CFT an Tpx-Varianten gebunden. (a) ¹⁹F 1D NMR-

Spektren von CFT (schwarz) und MFT (orange) in Lösung sowie CFT im Komplex mit TpxWT (rot; 750 µM), 

TpxW39A (blau; 750 µM) und TpxK102E (cyan; 700 µM). (b), (c) und (d) zeigen jeweils die ¹⁹F NMR-Spektren der 

Verdünnungsreihen von TpxWT-CFT, TpxW39A-CFT und TpxK102E-CFT. Modifiziert nach Dietschreit et al., 2020.[118] 
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zwischen dem Dimer und CFT in Lösung (QM/MM-Simulation: -113,65 ppm), konnte in den ¹⁹F NMR-

Messungen jedoch nicht beobachtet werden.[118] Der Vergleich der Messdaten mit den Simulationen 

zeigt, dass die relativen ¹⁹F-Verschiebungen der QM/MM-Simulation qualitativ zu den gemessenen 

chemischen Verschiebungen von CFT in den verschiedenen Zuständen passen.  
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4 Diskussion 

4.1 Strukturelle Untersuchung von Tpx im oxidierten, reduzierten 
und Trypanothion-gebundenen Zustand 

4.1.1 Änderungen des Redoxzustands von Tpx werden über das aktive Zentrum 
hinaus wahrgenommen 

Tryparedoxin (Tpx) ist ein Thioredoxin-ähnliches Protein[65] und kommt in allen Trypanosomatiden 

vor. Es übernimmt in dem Trypanothion/Trypanothion-Reduktase-System der Trypanosomen 

Funktionen, die denen von Thioredoxin und Glutaredoxin in den Thioredoxin- und Glutaredoxin-

Systemen eukaryotischer Zellen entsprechen. Diese Systeme sind verantwortlich für die Entgiftung 

von Peroxiden und der Aufrechterhaltung des Thiol-Redox-Haushalt. Tpx reduziert Tryparedoxin-

abhängige Peroxidasen[65,77] sowie die Ribonukleotid-[154] und Methionin-Sulfoxid-Reduktase[80]. Um 

seine Funktion erfüllen zu können, wechselt Tpx zwischen vier physiologischen Zuständen 

(Abbildung 1-7): i) oxidierter Zustand, die Cysteinreste 40 und 43 des aktiven Zentrums bilden eine 

intramolekulare Disulfidbrücke; ii) Trypanothion bindet an Cys40 in Tpx; iii) reduzierter Zustand, 

Cys40 und Cys43 mit freien Thiolgruppen; iv) Cys40 in Tpx bildet eine intermolekulare 

Disulfidbindung mit einem Zielprotein aus. Für eine strukturelle Aufklärung der Zustände von Tpx 

wurde mit der Betrachtung des Proteinrückgrats im oxidierten und reduzierten Zustand mit Hilfe der 

NMR-Spektroskopie begonnen. 

 

Abbildung 4-1 Zoom in das aktive Zentrum von oxidiertem T. brucei Tpx (PDB 1o73) zur Visualisierung des 

Netzwerkes der Wasserstoffbrückenbindungen. Die Färbung der Aminosäuren basiert auf den Unterschieden der 

chemischen Verschiebung zwischen dem oxidierten und reduzierten Zusand, basierend auf den in dieser Arbeit 

erhobenen NMR-Daten aus Kapitel 3.1.1 (Abbildung 3-1; Abbildung 3-2). Aminosäuren, die Unterschiede der 

chemischen Verschiebung ≥ 1 σ Standardabweichung aufwiesen sind gelb eingefärbt, ≥ 2 σ sind orange eingefärbt 

und im reduzierten Zustand fehlende NH-Resonanzen rot. Tyr34, Ser36, Ala37, Cys40, Cys43, Thr47, Tyr80, Tyr81 

und Ile109 sind als Stäbchen hervorgehoben. Wechselwirkungen sind als gelb gestrichelte Linien gezeigt und die 

Abstände in Angström Å angegeben. Farbcodierung der Nicht-Kohlenstoff-Atome: gelb: Schwefel; rot: Sauerstoff; 

blau: Stickstoff.  
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¹H-¹⁵N 2D HQSC-Spektren von TpxWT im oxidierten und reduzierten Zustand zeigten eine gute 

Dispersion, die auf ein erfolgreich markiertes, gefaltetes Protein hinweisen. Die Rückgrat NH-

Resonanzen konnten zu 96,3% beziehungsweise 97,8% im oxidierten und reduzierten Zustand 

zugeordnet werden (Abbildung 3-1a). Basierend auf den Sekundärstrukturvorhersagen mittels 

TALOS+ wurden sowohl für den oxidierten als auch reduzierten Zustand Strukturelemente, die 

vergleichbar mit denen der T. brucei Tpx-Kristallstruktur (PDB 1o73) sind, bestimmt.  

Es wurde ein Vergleich der chemischen Verschiebungen der zugeordneten NH-Resonanzen im 

oxidierten und reduzierten Zustand durchgeführt (Abbildung 3-1b). Wie zu erwarten, wiesen die 

Aminosäuren innerhalb des aktiven Zentrums die größten Unterschiede zwischen oxidiertem und 

reduziertem Zustand auf (Abbildung 3-2). Dies betrifft Aminosäuren Ser38, Cys40, Cys43, Arg44, 

Gly45 und Phe46. Alphey et al. beschrieben für die Kristallstruktur von CfTpxI (PDB 1kq8) ein 

Netzwerk aus Wasserstoffenbrückenbindungen und van der Waals Wechselwirkungen, welches die 

Cysteinreste des aktiven Zentrums umgibt (Abbildung 4-1).[105] Sγ von Cys43 bildet eine 

Wasserstoffbrückenbindung mit dem Hydroxylsauerstoff der Seitenkette von Ser36. Der 

Hydroxylsauerstoff von Ser36 wiederum geht Wasserstoffbrückenbindungen mit dem Rückgratamid 

von Ala37 und der Hydroxylgruppe von Tyr80 ein. Außerdem bilden die Hydroxylgruppen der 

Seitenketten von Tyr34 und Thr47 eine Wasserstoffbrückenbindung aus.[155] Ferner wurden van der 

Waals Wechselwirkungen zwischen Cys40 Sγ und Cγ1 sowie Cδ1 von Ile109 identifiziert.[155] Die 

Öffnung der Disulfidbrücke zwischen Cys40 und Cys43 nach Reduktion von Tpx könnte zu einer 

Veränderung dieses Netzwerkes und einer damit verbundenen Veränderung der Konformation in der 

unmittelbaren Umgebung der Cysteinreste führen. Die konformationelle Veränderung spiegelt sich in 

den Unterschieden der chemischen Verschiebungen der beteiligten Aminosäuren wider. 

Interessanterweise kommt es bei den Aminosäuren Ser36, Tyr34 und Tyr80, die ebenfalls Teil des 

beschriebenen Netzwerkes sind, zu keinen Veränderungen, welche über die einfache 

Standabweichung der chemischen Verschiebung hinausgehen. Dies ist unerwartet, da in der 

reduzierten Kette einer Kristallstruktur von CfTpxII (PDB 1fg4; Abbildung 1-10b) neben der Zunahme 

der Abstände zwischen den Schwefelatomen der Cysteinreste eine Verringerung des Abstands 

zwischen dem Hydroxylsauerstoff von Ser37 (Ser36 in TbTpx) und dem Schwefelatom von Cys44 

(Cys43 in TbTpx) von 3,6 Å auf 3,2 Å der einzige signifikante Unterschied zu der oxidierten Kette 

ist.[107] Zum einen deutet dies daraufhin, dass die Kristallstruktur des reduzierten CfTpxII nicht die in 

Lösung vorkommende Konformation des reduzierten Zustands abbildet, da mehr Aminosäuren durch 

den Wechsel des Redox-Zustandes Unterschiede in der chemischen Verschiebung aufweisen als Ser36, 

Cys40 und Cys43. Zum anderen deuten die Unterschiede der Ergebnisse, die mittels NMR-

Spektroskopie erhalten wurden im Vergleich zu den in der Kristallstruktur beobachteten 

Veränderungen durch den Redox-Wechsel darauf hin, dass es möglicherweise in Lösung durch die 

konformationelle Veränderung vom oxidierten in den reduzierten Zustand in Tpx zur Ausbildung 

eines anderen Netzwerks aus Wechselwirkungen in unmittelbarer Umgebung des aktiven Zentrums 

kommt als in der reduzierten CfTpxII-Struktur beobachtet. Des Weiteren zeigen die Unterschiede Δδ 

der chemischen Verschiebungen weiterer Aminosäuren wie Leu53, Glu72 und das „Verschwinden“ 

der NH-Resonanz von Trp86, welche sich nicht in unmittelbarer Nähe zum aktiven Zentrum befinden, 

dass sich Konformationsänderungen, die das Protein beim Wechsel zwischen oxidiertem und 

reduziertem Zustand durchläuft, über das aktive Zentrum hinaus erstrecken (Abbildung 4-1). 
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4.1.2 Die Dynamik des aktiven Zentrums von Tpx verändert sich durch den 
Wechsel des Redox-Zustands 

Neben den strukturellen Änderungen in Tpx vom oxidierten im Vergleich zum reduzierten Zustand 

ist eine Veränderung der Dynamik im Nano- bis Pikosekunden Bereich in {¹H}-¹⁵N-hetNOE-

Experimenten zu beobachten (Abbildung 3-4).  

Unabhängig vom Redox-Zustand zeichnen sich einzelne Bereiche des Tpx durch eine erhöhte 

Dynamik im Vergleich zum restlichen Protein aus. Wie oft in Proteinen beobachtet, ist der N-Terminus 

(Gly1 und Ser2) flexibel. Interessanterweise weist der C-Terminus diese gesteigerte Flexibilität nicht 

auf. Dies könnte auf eine Stabilisierung des C-Terminus durch ein hydrophobes Netzwerk 

zurückzuführen sein. Das hydrophobe Netzwerk des C-Terminus wird in Kapitel 4.1.6 eingehender 

betrachtet. Ein flexibleres Proteinrückgrat wiesen die Aminosäuren in einem Loop N-terminal des β1-

Faltblatts (Thr12 und Asn13) und Reste des β2-Faltblatts (Gly19 und Glu20) auf. Diese Bereiche bilden 

N-terminale Schleifen zu den β-Faltblättern des Zentrums von Tpx und eine gesteigerte Dynamik in 

diesen Regionen ist nicht unerwartet. Ähnliche flexiblere Bereiche wurden auch in anderen Vertretern 

der Thioredoxin-Familie mittels {¹H}-¹⁵N-hetNOE-Experminten beobachtet. So sind auch der N-

Terminus und einzelne Bereich zwischen Sekundärstrukturelementen in Trx1 aus E. coli[156] oder Trx 

aus S. cerevisiae[157] flexibler als das restliche Protein. Insgesamt liegen die {¹H}-¹⁵N-hetNOE-Werte in 

diesen Proteinen analog zu Tpx zwischen 0,6 und 0,9. Ungefaltete Peptide, die sehr flexibel sind, haben 

hingegen hetNOE-Werte zwischen -1,3 und 0.[158] 

Das Proteinrückgrat von Cys40 hat im reduzierten Zustand eine höhere Dynamik als im oxidierten 

Zustand. Es könnte durch die fehlende Disulfidbrücke zwischen Cys40 und Cys43 im reduzierten 

Zustand zu einer Destabilisierung von Cys40 und daher zu einer höheren Flexibilität des 

Proteinrückgrats von Cys40 im Vergleich zum oxidierten Zustand kommen. Unerwarteterweise ist 

den {¹H}-¹⁵N-hetNOE-Werten der NH-Resonanzen von Cys43 zu entnehmen, dass das Proteinrückgrat 

dieses Rest im reduzierten Zustand rigider wird. Eine mögliche Erklärung wäre, dass Sγ von Cys43 

im Gegensatz zu Cys40, welches stärker dem Lösungsmittel ausgesetzt ist, ein Netzwerk aus 

Wasserstoffbrückenbindungen umgibt. Das Netzwerk wird von den Hydroxylgruppen der 

Aminosäuren Tyr34, Ser36, Thr47 und Tyr80 sowie des Rückgratamids von Ala37 gebildet (siehe auch 

Kapitel 4.1.1 und Abbildung 4-1).[105] Einer der wenigen Unterschiede zwischen der reduzierten und 

oxidierten Kette in der Einzelzelle einer Kristallstruktur von CfTpxII (PDB 1fg4) ist, dass im 

reduzierten Zustand der Abstand zwischen dem Hydroxylsauerstoff von Ser36 und Sγ von Cys43 im 

Vergleich zum oxidierten Zustand abnimmt.[110] So könnte durch die Verringerung des Abstands von 

Cys43 Sγ zu der Hydroxylgruppe von Ser36 vom oxidierten in den reduzierten Zustand von Tpx, der 

Cysteinrest 43 durch Ser36 im reduzierten Zustand stärker stabilisiert werden. Es ist jedoch entgegen 

den Erwartungen, dass eine Wasserstoffbrückenbindung zu einer höheren Stabilität als eine kovalente 

Bindung führt. Möglich wäre auch, dass die Disulfidbrücke und damit verbunden die erste N-

terminale Windung der α1-Helix durch die beiden Prolinreste zwischen Cys40 und Cys43 unter 

„Spannung“ steht (Abbildung 4-1). Durch die Öffnung der Disulfidbrücke könnte es dann zu einer 

„Entspannung“ der ersten N-terminalen Windung der α1-Helix kommen und eine Stabilisierung des 

Proteinrückgrats von Cys43 bewirken. Die beschriebenen Ursachen für die herabgesetzte Flexibilität 

des Proteinrückgrats von Cys43, könnten auch die im reduzierten Zustand rigideren Aminosäuren 

Ser38 und Arg44 im Vergleich zum oxidierten Zustand erklären.  
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Abgesehen von den Veränderungen der Dynamik im aktiven Zentrum und einzelnen Aminosäuren 

(Val59, Asn62, Asn73, Lys83 und Arg128) scheint der Wechsel des Redox-Zustandes die Dynamik von 

TpxWT nur geringfügig zu beeinflussen. 

 

4.1.3 Identifikation von Resten, die an der kovalenten und nicht-kovalenten 
Bindung von T(SH)₂ an Tpx beteiligt sind 

In der Peroxid-Entgiftungs-Kaskade überträgt reduziertes Trypanothion T(SH)₂ Elektronen auf 

oxidiertes Tryparedoxin Tpx, um die Oxidoreduktase zu reduzieren. Da bisher nur 

Strukturinformationen über die Interaktionen von Tpx mit Trypanothion-Derivaten verfügbar sind, 

wurde Tpx in Anwesenheit von T(SH)₂ NMR-spektroskopisch betrachtet, um die molekulare 

Interaktion zwischen Tpx und T(SH)₂ besser zu verstehen. Die hier durchgeführten Untersuchungen 

der Interaktion von TpxWT und T(SH)₂ identifizieren ein mögliches Bindemotiv in T. brucei Tpx für 

T(SH)₂. Es wurden ¹H-¹⁵N 2D HSQC-Spektren von ¹⁵N-Tpx in Ab- und Anwesenheit von T(SH)₂ 

aufgenommen (Abbildung 3-5). Die Unterschiede zwischen oxidiertem und T(SH)₂-gebundenem 

Zustand und zwischen reduziertem und T(SH)₂-gebundenem Zustand lassen vermuten, dass sich 

reduziertes und T(SH)₂-gebundenes Tpx ähnlicher sind als der oxidierte und T(SH)₂-gebundene 

Zustand (Abbildung 3-7). Der T(SH)₂-gebundene Zustand von TpxWT ist dem reduzierten Zustand 

vermutlich ähnlicher, da in beiden Zuständen die Disulfidbrücke zwischen Cys40 und Cys43 nicht 

ausgebildet ist. 

Die NH-Resonanzen einiger Reste werden sowohl durch den Wechsel des Redox-Zustands als auch 

durch die T(SH)₂-Bindung beeinflusst (Abbildung 3-1; Abbildung 3-7). In den Vergleichen des 

oxidierten mit dem reduzierten Zustand und der reduzierte mit dem T(SH)₂-gebundenen Zustand 

weist das aktive Zentrum die größten Veränderungen auf. Bei der Veränderung vom oxidierten zum 

reduzierten Zustand liegen die Unterschiede der chemischen Verschiebungen weit über 2σ. Bei der 

T(SH)₂-Bindung konnten die NH-Resonanzen des aktiven Zentrums nicht mehr detektiert werden. 

Auch die Aminosäuren Trp39, Glu72, Tyr81 und Ile109, welche geringe Unterschiede der chemischen 

Verschiebungen zwischen dem oxidierten und reduzierten Zustand, „spüren“ die Anwesenheit von 

T(SH)₂. Die T(SH)₂-Bindung scheint somit zusätzlich zur Veränderung des Redox-Zustands einen 

Einfluss auf die chemische Umgebung dieser Aminosäuren zu haben.  

Hofmann et al. veröffentlichten 2001[107] eine Kristallstruktur der Cys44Ser-Mutante von TpxII aus C. 

fasciculata in Komplex mit einem Dead-End-Derivat von Trypanothion, dem N¹-Glutathionylspermidin 

(N¹-Gsp) (Abbildung 4-2a und b). In der Kristallstruktur bildet der Schwefel der Cysteylseitenkette 

des N¹-Gsp eine Disulfidbrücke mit dem Cys41 von TpxII (Cys40 in TbTpx). Des Weiteren zeigt die 

Kristallstruktur Wasserstoffbrückenbindungen zwischen der Seitenkette von Arg129 (Arg128 in 

TbTpx) und der Carboxylgruppe des Glutathionylarms sowie zwischen dem Amid und 

Carbonylsauerstoff der Ile110-Pro111-Peptidbindung (Ile109-Pro110 in TbTpx) und dem Amid und 

Carbonylsauerstoff des Cysteylrestes des N¹-gebundenen Glutathionylarms (Abbildung 4-2b).[107] N¹-

Gsp fehlt der zweite Glutathionylarm des Trypanothions. Basierend auf der Kristallstruktur von 

CfTpxII-C44S im Komplex mit N¹-Gsp wurde händisch ein vollständiges Trypanothion in die T. brucei 

Tpx-Kristallstruktur eingezeichnet (Abbildung 4-2c). Als weitere Bezugspunkte dienten Aminosäuren, 

deren NH-Resonanzen Unterschiede ≥ 2σ in der chemischen Verschiebung zwischen reduziertem und 

T(SH)₂-gebundenem Zustand aufwiesen oder sich im T(SH)₂-gebundenen Zustand verbreiterten, 

sodass sie nicht mehr detektiert werden konnten (Abbildung 3-7; Abbildung 3-8a).  
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Abbildung 4-2 Basierend auf der Orientierung von N¹-Glutathionylspermidin (N¹-Gsp) im Komplex mit CfTpxII-

Cys44Ser-Mutante in der Kristallstruktur in (a) und (b) (PDB 1i5g) und den in dieser Arbeit erhobenen NMR-

Daten wurde in (c) eine mögliche Orientierung von Trypanothion zu TbTpxWT postuliert. In (a) und (b) sind 

Aminosäuren als Stäbchen hervorgehoben, die in CfTpx Kontaktpunkte mit N¹-Gsp (cyan) darstellen, Cys41, 

Ile110, Pro111 und Arg129. Diese Reste entsprechen Cys40, Ile109, Pro110 und Arg128 in TbTpx. Die 

Wasserstoffbrückenbindungen zwischen Tpx und N¹-Gsp sind als gelb gestrichelte Linien dargestellt und die 

Abstände in Å angegeben. Die Farbcodierung der Kohlenstoffatome in (a)-(c) entspricht der „Hitzekarte“ in 

Abbildung 3-8. Eingefärbt sind Aminosäuren in TbTpx, deren NH-Resonanzen Unterschiede der chemischen 

Verschiebungen zwischen dem reduzierten und T(SH)₂-gebundenen Zustand aufwiesen (gelb: 1σ Unterschied; 

orange: 2σ Unterschied; rot: fehlende NH-Resonanz in Anwesenheit von T(SH)₂). (c) Hervorgehoben als Stäbchen 

sind Aminosäuren, welche vermutlich in TbTpxWT in Kontakt zu T(SH)₂ treten. Das eingezeichnete T(SH)₂ ist in 

hellblau dargestellt. Farbcodierung der Nicht-Kohlenstoff-Atome: gelb: Schwefel; rot: Sauerstoff; blau: Stickstoff. 
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Aus der Trypanothion-Orientierung in Abbildung 4-2c ergibt sich ein mögliches Bindemotiv für 

T(SH)₂ an TbTpx bestehend aus folgenden Einzelinteraktionen: i) T(SH)₂ ist kovalent an Cys40 

gebunden; ii) Es finden elektrostatische Interaktionen zwischen den Aminen der Seitenkette von 

Arg128 und der Carboxylgruppe des N¹-gebundenen Glutathions statt; iii) Das Amid und der 

Carbonylsauerstoff der Peptidbindung zwischen Ile109 und Pro110 interagieren mit dem Amid und 

Carbonylsauerstoff des Cysteylrestes des N¹-gebundenen GSH; iv) Die Seitenkette von Arg44 und die 

Carboxylgruppe des N⁸-gebundenen Glutathionylrestes wechselwirken; v) Trp70, Asp71, Glu72 und 

Asp76, die einen Loop N-terminal zu sowie den N-terminalen Bereich der α2-Helix formen, bilden 

elektrostatische Wechselwirkungen mit dem Spermidinlinker und dem Cysteylrest des N⁸-

gebundenen GSH aus. Die Interaktionen i) bis iii) stehen im Einklang mit den beobachteten 

Interaktionen in der Kristallstruktur des Komplexes aus CfTpxII und N¹-Gsp.[107] Zusätzlich zeigten 

Modellierungen im Rahmen der Veröffentlichung dieser Kristallstruktur von Hofmann et al., dass 

auch Arg45 und Glu73 in CfTpxII Teil des Bindemotivs von T(SH)₂ sein könnten. Auch die in dieser 

Arbeit erhobenen NMR-Daten an TbTpx mit T(SH)₂ zeigen, dass die äquivalenten Reste Arg44 und 

Glu73 an einer Interaktion mit T(SH)₂ beteiligt sein könnten. Allerdings legen die hier präsentierten 

NMR-Daten nahe, dass die Interaktion nicht ausschließlich Glu72 betrifft, sondern auch eine 

Beteiligung der Aminosäuren Trp70, Asp71 und Asp76 vorliegt.  

Die Annahme eines solchen Bindemotivs wird auch durch die NMR-spektroskopische Untersuchung 

von TpxC40S in Anwesenheit von T(SH)₂ bestätigt. Aufgrund der Mutation des Cysteinrests zu Serin in 

TpxC40S kann keine kovalente Disulfidbindung zwischen Tpx und T(SH)₂ gebildet werden. Es wurden 

¹H-¹⁵N 2D HSQC-Spektren von ¹⁵N TpxC40S in An- und Abwesenheit von T(SH)₂ aufgenommen und 

die Unterschiede der NH-Resonanzen bestimmt. Die Standardabweichung der Unterschiede der 

chemischen Verschiebungen zwischen dem apo Zustand von TpxC40S und in Anwesenheit von T(SH)₂ 

war im Vergleich zu der Standardabweichung der Unterschiede zwischen dem reduzierten und 

T(SH)₂-gebundenen Zustand in TpxWT um ein dreifaches niedriger. Somit kommt es anscheinend auch 

ohne die Ausbildung einer kovalenten Bindung zu einer Anlagerung von T(SH)₂ an TpxC40S, diese 

Interaktion ist jedoch deutlich verringert. In Anwesenheit von T(SH)₂ weisen die gleichen 

Aminosäuren in TpxC40S und TpxWT Unterschiede in der chemischen Verschiebung auf: Trp70, Glu72, 

Asp76 und Ile109 (Abbildung 3-8b). Aufgrund der fehlenden NH-Resonanzen des Cys43 des aktiven 

Zentrums und der angrenzenden Aminosäuren in den NMR-Spektren von TpxC40S, sowohl im apo 

Zustand als auch in Anwesenheit von T(SH)₂, kann keine Aussage über die Beteiligung der 

Aminosäuren des aktiven Zentrums an einem nicht-kovalenten Bindemotiv getroffen werden. Im 

Gegensatz zu der Beobachtung in TpxWT scheint T(SH)₂ in TpxC40S keinen Effekt auf Arg128 in der α4-

Helix zu haben, die Teil des oben postulierten kovalenten Bindemotivs in TpxWT ist. Dies legt nahe, 

dass eine Interaktion von T(SH)₂ mit Arg128 nur stattfindet, wenn es auch zu einer kovalenten 

Bindung von T(SH)₂ an Tpx kommt. Ähnliche Beobachtungen machten auch Krumme et al., 2003[110] 

bei der Untersuchung von CfTpxI mittels NMR-Spektroskopie in An- und Abwesenheit eines 

Trypanothion-Derivats. Sie verwendeten redox-inaktives N¹,N⁸-bis(γ-Glu-Ala-Gly)-spermidin, 

welches anstelle der Cysteinreste Alaninreste in den Glutathionylarmen aufwies und somit keine 

kovalente Disulfidbrücke mit CfTpxI eingehen konnte. Die Aminosäuren, deren NH-Resonanzen in 

diesem Experiment Verschiebungen aufwiesen, waren: Trp39, Cys40, Cys43, Arg44, Glu72 und 

Ile109.[110] Arg128 scheint auch in Anwesenheit eines redox-inaktiven Derivats keine Veränderungen 

in der chemischen Umgebung zu erfahren.  

Im Rahmen ihrer Publikation postulierten Krumme et al.[110] eine elektrostatische Interaktion von 

Arg44 in CfTpxI mit der Carboxylgruppe des N⁸-gebundenen Glutathionylrestes in Trypanothion. Der 
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Cysteylrest des N⁸-gebundenen Glutathionylarms wird so in die Nähe von Aminosäure Cys40 und 

den daran gebundenen Cysteylrest des N¹-Glutathionarms gebracht. Die Nähe der Cysteylreste beider 

Glutathionylarme ist erforderlich, dass diese ein intramolekulares Disulfid bilden und TS₂ sowie 

reduziertes CfTpxI entsteht. Die Hypothese, dass die elektrostatische Interaktion zwischen den 

Aminen von Arg44 in CfTpxI und der Carboxylgruppe von T(SH)₂ wichtig für die katalytische 

Aktivität von CfTpxI ist, beruht auch auf einer Untersuchung der Aktivität der Einzelmutante Arg44 

zu Asp[159] in CfTpxII in einem gekoppelten Px-Assay. CfTpxIIR44D wies im Assay eine Aktivität von 

0,7%[159] relativ zum CfTpxIIWT auf. Allerdings handelt es sich bei der Substitution von Arginin mit 

Aspartat um eine drastische Mutation, da die Elektrostatik umgekehrt wurde. Die Aktivität von 

TpxR44A, welche im Rahmen der vorliegenden Arbeit ermittelt wurde, unterscheidet sich nur 

unwesentlich von der Aktivität des TpxWT (Abbildung 3-11). Dies deutet daraufhin, dass Arg44 eine 

Veränderung der chemischen Umgebung in Anwesenheit von T(SH)₂ erfährt, dieser Rest jedoch nicht 

relevant für die Aktivität des Proteins und somit für die Interaktion mit T(SH)₂ ist. Somit scheint ein 

positiver Rest an dieser Position in Tpx nicht benötigt zu werden, allerdings führt ein negativer Rest, 

wie in CfTpxIIR44D von Steinert et al.[159] beschrieben, zu einer gestörten Aktivität der Oxidoreduktase. 

Neben Arg44 wurde die Rolle weiterer Reste für die funktionelle Interaktion mit T(SH)₂ im 

gekoppelten Px-Assay untersucht. Dafür wurden weitere Aminosäuren in TbTpx in Einzelmutanten 

mutiert. Es wurden Aminosäuren ausgewählt, deren NH-Resonanzen in ¹H-¹⁵N 2D HSQC-Spektren 

sowohl große Unterschiede zwischen den Verschiebungen im oxidierten und reduzierten Zustand 

zeigten (Abbildung 3-1), als auch zwischen dem reduzierten Zustand und in Anwesenheit von T(SH)₂ 

(Abbildung 3-7). Wie zu erwarten war, wiesen die Einzelmutanten TpxC40S und TpxC43S sowie die 

Doppelmutante TpxC40/43S keine Aktivität auf. Durch das Fehlen eines oder beider Cysteinreste kann 

keine Weitergabe von Elektronen erfolgen und es findet so nur der Verbrauch von NADPH statt, 

welcher durch die spontane Reduktion der Kaskade zustande kommt. Daneben scheinen die 

Mutationen von Ser38Ala und Thr129Ala sowie Tyr81Phe keine signifikante Auswirkung auf die 

Aktivität von Tpx zu haben. Obwohl diese Aminosäuren eine Veränderung der chemischen 

Umgebung durch den Wechsel des Redox-Zustands und der Bindung an T(SH)₂ erfahren, scheinen sie 

somit nicht für die T(SH)₂-Bindung (noch für die Wechselwirkung mit der Peroxidase) verantwortlich 

zu sein, da sonst ein Effekt im Aktivitätsassay zu sehen sein sollte. Die Mutanten TpxW39A, TpxW70A und 

TpxI109A zeigen keine oder nur eine geringe (bis ~30%) Restaktivität verglichen mit TpxWT. Diese 

Beobachtung lässt vermuten, dass die Aminosäuren Trp39, Trp70 und Ile109 wichtig für die Aktivität 

von Tpx sind. Mit dem gekoppelten Peroxidase-Assay kann gezeigt werden, ob und welche Aktivität 

Tpx oder Tpx-Mutanten haben, allerdings nicht, wodurch eine Veränderung der Aktivität ausgelöst 

wird. So können die Mutationen die strukturelle Integrität des Proteins verändern (hier vermutlich 

über die vorhandenen SEC-, SAXS-, CD- und NMR-Daten ausgeschlossen) oder zu einer Störung der 

Interaktion mit Trypanothion und/oder PxIII führen. In der Kristallstruktur von CfTpxII im Komplex 

mit N¹-Gsp (PDB 1i5g) bilden das Amid und der Carbonylsauerstoff der Ile110-Pro111-Peptidbindung 

mit dem Amid und Carbonylsauerstoff des Cysteylrestes des N¹-gebundenen Glutathionylarms 

Wasserstoffbrückenbindungen aus (Abbildung 4-2b). In der Kristallstruktur ist keine Beteiligung der 

Seitenkette von Ile110 an der Interaktion mit N¹-Gsp zu erkennen. Durch eine Mutation des in T. brucei 

entsprechenden Restes Ile109 zu Ala sind die T(SH)₂-Interaktionspunkte mit dem Proteinrückgrat der 

Aminosäure also weiterhin vorhanden. Die direkte Wechselwirkung zwischen T(SH)₂ und der 

Aminosäure an Position 109 ist somit vermutlich nicht der Grund für die reduzierte Aktivität von 

TpxI109A. Eine mögliche Erklärung für die geringe Restaktivitäten von TpxI109A sowie TpxW39A und 

TpxW70A liefert eine genauere Betrachtung der Tryptophanreste 39 und 70, mit denen Ile109 

wechselwirkt (Abbildung 4-8), in Kapitel 4.1.6. 
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Um das Bindeverhalten von T(SH)₂ an Tpx noch genauer zu untersuchen, sollten weitere 

Punktmutationen der postulierten relevanten Aminosäuren, Asp71, Glu72, Asp76 und Arg128 

eingeführt werden. Es wurden bereits von Budde et al.[89] Mutationen der möglicherweise relevanten 

Aminosäuren durchgeführt und die Aktivitäten in einem gekoppelten Px-Assay untersucht. 

Allerdings handelt es sich hier um sehr drastische Mutationen, da die Polarität der Aminosäurereste 

umgekehrt wurde: TpxE72R, TpxD76K, TpxD79K, TpxD76/79K und TpxR128D.[89] Um die Rolle dieser Reste für 

die Bindung von T(SH)₂ an Tpx zu überprüfen, wäre es zielführender eine neutrale Seitenkette 

einzuführen, wie z. B. einen Alaninrest. Da die Aktivität von Tpx im gekoppelten Px-Assay abhängig 

von der Interaktion mit T(SH)₂ und PxIII ist, sollte eine Methode gewählt werden, welche 

ausschließlich die Bindung zwischen Tpx und T(SH)₂ betrachtet. Diese Möglichkeit bietet z. B. die 

NMR-Spektroskopie. Sind diese Aminosäuren relevant oder sogar essenziell für die T(SH)₂-Bindung, 

sollte eine abgeschwächte Bindung im Vergleich zum TpxWT in den NMR-Spektren zu beobachten sein. 

Eine weitere Möglichkeit wäre die Betrachtung des Laufverhaltens der Tpx-Mutanten in Anwesenheit 

von T(SH)₂ in nativen Polyacrylamidgelen. Durch die Bindung von T(SH)₂ an Tpx, sollte sich durch 

die Änderung der Ladungsverhältnisse des Komplexes im Vergleich zu freiem Tpx, dass 

Laufverhalten unterscheiden. Außerdem könnte das postulierte Bindemotiv von T(SH)₂ weiter 

verifiziert werden, indem die Interaktion von Tpx mit GSH untersucht wird. Hierfür könnte ¹⁵N TpxWT 

mit GSH titriert und die chemischen Verschiebungen mit denen des Tpx-T(SH)₂ Komplexes verglichen 

werden. Die Erwartung wäre, dass die Aminosäuren N-terminal zu und innerhalb α2-Helix keine 

Veränderungen ihrer chemischen Verschiebung erfahren, da der zweite Glutathionylarm und der 

Spermidinlinker fehlen, um diese Interaktionen einzugehen. Des Weiteren sollte es in Anwesenheit 

von GSH zu unterschiedlichen Positionen der NH-Resonanzen von α4-Helix und insbesondere von 

Arg128 in den NMR-Spektren von Tpx kommen, wenn das postulierte T(SH)₂-Bindemotiv an Tpx real 

ist. Eine weitere Möglichkeit wäre die MD-Simulation des Intermediats aus T(SH)₂ und Tpx um die 

Annahme des Bindemotivs von T(SH)₂ an Tpx zu überprüfen.  
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ähnlich wie T(SH)₂, in die Richtung der C-terminalen α3-Helix in Grx orientiert und interagiert mit 

Thr73. Die Orientierung der C-terminalen α4-Helix in Tpx führt dazu, dass die Seitenkette von Arg128 

in Richtung des gebundenen Trypanothions zeigt. Die C-terminale α4-Helix in Trx hat eine größere 

Distanz zum aktiven Zentrum im Vergleich zur α4-Helix in Tpx und α3-Helix in Grx, da das N-

terminale β5-Faltblatt aus Trx länger ist als der β7-Strang in Tpx. Ein weiterer bedeutender 

Unterschied zwischen den Strukturen von Tpx, Grx und Trx ist das Fehlen der α2-Helix aus Tpx in 

Grx und Trx. Die Aminosäuren Trp70, Asp71, Glu72 und Asp76 in Tpx, welche wahrscheinlich Teil 

des Bindemotivs von T(SH)₂ an Tpx sind, sind N-terminal zu und innerhalb von α2-Helix zu finden. 

Tpx unterscheidet sich strukturell von Grx und Trx in Bereichen, welche ein mögliches Bindemotiv für 

T(SH)₂ in Tpx bilden: eine Schleife N-terminal zu α2-Helix (Trp70 und ein konservierter saurer 

Bereich) und α2-Helix selbst sowie die Orientierung der C-terminalen α4-Helix und Arg128. Diese 

Teile des T(SH)₂-Bindemotivs in Tpx könnten somit auch eine Rolle in der Selektivität für T(SH)₂ als 

Elektronendonor für Tpx darstellen. Möglicherweise bringt die elektrostatische Wechselwirkung 

zwischen Arg128 in Tpx und der Carboxylgruppe eines Glutathionylarms von Trypanothion sowie 

zwischen der α2-Helix in Tpx und dem Spermidinlinker von Trypanothion den zweiten 

Glutathionylarm in eine bevorzugte Position für die Ausbildung der intramolekularen Disulfidbrücke 

in Trypanothion. Dies würde eine Dissoziation des Trypanothiondisulfid von Tpx begünstigen. Ein 

ähnlicher Mechanismus wurde auch von Krumme et al.[110] postuliert. Die ermittelte 

Geschwindigkeitskonstante für die Reaktion der Elektronenübertragung von GSH auf Tpx im 

gekoppelten Px-Assay ist drei Größenordnungen langsamer als die äquivalente Reaktion von T(SH)₂ 

mit Tpx.[72] In Tpx existieren keine Reste, die äquivalent zu Tyr13 und Thr73 in Grx1 mit GSH 

interagieren könnten. Allerdings könnte GSH, ähnlich orientiert wie N¹-Gsp, an Tpx binden 

(Abbildung 4-4d). Die kinetisch günstigere Oxidation von T(SH)₂ im Vergleich zu GSH, da ein intra- 

und kein intermolekulares Disulfid gebildet werden muss, führt möglicherweise zu einer 

verlangsamten Dissoziation des Tpx-GSH-Komplexes und damit zu einem stabileren Komplex als 

Tpx-T(SH)₂. Um zu überprüfen, ob die Dissoziation des Tpx-GSH-Komplexes langsamer verläuft als 

die des Tpx-T(SH)₂-Komplex, könnte die Titration von ¹⁵N-TpxWT mit GSH NMR-spektroskopisch 

betrachtet werden. Bildet GSH einen „stabileren“ Komplex mit TpxWT als T(SH)₂ sollte die Halbwerts 

für den Tpx-GSH-Komplex länger sein als für den Tpx-T(SH)₂-Komplex. Die Kapitel 3.1.5 und 4.1.5 

beschreiben die Untersuchung der Lebensdauer des isolierten Tpx-T(SH)₂-Komplexes. Um die 

Hypothese zu untersuchen, dass die Orientierung der α4-Helix in Tpx sowie die Schleife N-terminal 

zu α2-Helix und α2-Helix selbst der entscheidende Unterschied für die Selektivität von T(SH)₂ als 

Elektronendonor für Tpx ist, könnte Tpx strukturell Grx oder Trx angeglichen werden. Es könnte eine 

Deletion der α2-Helix in Tpx wie in Grx und Trx durchgeführt werden oder eine Verlängerung des 

β7-Faltblatts wie in Trx herbeigeführt werden. 

  



4 Diskussion 

122 

  

Abbildung 4-4 Strukturen von Tpx, Grx und Trx. (a) C. fasciculata TpxII im Komplex mit N¹-

Glutathionylspermidin (PDB 1i5g). Das gebundene Cystein (rot), Seitenketten im Kontakt mit N¹-Gsp (hellblau) 

und N¹-Gsp (cyan) sind als Stäbchen dargestellt. (b) E. coli Grx1 im Komplex mit GSH (PDB 1grx). Das Cystein 

(rot), die im Kontakt mit GSH befindlichen Seitenketten (hellblau) und GSH (cyan) sind als Stäbchen gezeigt. (c)

E. coli Trx1 (PDB 1xob). Die reaktiven Cysteinreste und die konservierten Reste Ile75 und Pro76 sind als Stäbchen 

dargestellt. Die Strukturen in (a-c) sind anhand der Position des katalytischen Cystein und der ersten Windung 

der nachfolgenden C-terminalen Helix ausgerichtet. (d) Überlagerung der Strukturen von EcGrx1C14S-GSH (1grx, 

helle Farbschattierung) und CfTpxIIC44S-N¹-Gsp (1i5g, dunkle Farbschattierung) für eine bessere Übersicht der 

Orientierung der Liganden (cyan) und der mit ihnen interagierenden Reste (blau). Die Strukturen sind anhand 

von Pro60 (EcGrx1) und Pro111 (CfTpxIIC44S) ausgerichtet. Farbcodierung der Nicht-Kohlenstoff-Atome: gelb: 

Schwefel; rot: Sauerstoff; blau: Stickstoff. 
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4.1.4 Die Komplexformation aus Tpx und T(SH)₂ ist konzentrationsabhängig 
Basierend auf den NMR-Daten von TpxWT und TpxC40S in Anwesenheit von T(SH)₂ konnte ein 

mögliches Bindemotiv von T(SH)₂ an Tpx postuliert werden. Neben dieser Information wurde auch 

ein interessanter konzentrationsabhängiger Effekt während der Titration von Tpx mit T(SH)₂ 

beobachtet (Abbildung 3-6). So nahmen die Intensitäten von NH-Resonanzen bereits bei einem 

molaren Verhältnis von 1:0,5 Tpx:T(SH)₂ in den ¹H-¹⁵N HSQC-Spektren von TpxWT ab und konnten bei 

einem 1:1 Verhältnis nicht mehr detektiert werden (Abbildung 3-6b). Dieses Verhalten war für einen 

kovalenten 1:1-Komplex zu erwarten. Unerwartet war jedoch, dass NH-Resonanzen, welche 

Unterschiede in den chemischen Verschiebungen zwischen oxidiertem und T(SH)₂-gebundenem 

Zustand aufwiesen, auch bei Verhältnissen von 1:4 und 1:8 Tpx:T(SH)₂ weiter migrierten ohne, dass 

der daraus resultierende Kurvenverlauf eine Sättigung erkennen ließ (Abbildung 3-6a). Die 

Beobachtung lässt vermuten, dass zusätzlich zur Bildung des kovalenten Komplexes eine 

konzentrationsabhängige Interaktion zwischen Tpx und T(SH)₂ stattfindet.  

Einem solchen Verhalten könnten verschiedene Mechanismen zugrunde liegen. Eine mögliche 

Erklärung wäre, dass nach der kovalenten Bindung von T(SH)₂ an Cys40 in Tpx, ein zweites T(SH)₂ an 

Cys43 bindet. Gegen diese Hypothese spricht allerdings, dass die Seitenkette von Cys43 stärker im 

Protein verborgen ist als die Seitenkette von Cys40 und somit die Bindung eines zweiten T(SH)₂ 

sterisch gehindert wäre (siehe Abbildung 4-1). Die sterische Hinderung wird durch das an Cys40 

gebundene erste T(SH)₂ zusätzlich erschwert.  

Eine weitere Hypothese wäre eine nicht-kovalente Bindestelle für ein zweites T(SH)₂ an Tpx. Es könnte 

durch die Erhöhung der T(SH)₂-Konzentration nach der Bildung des kovalenten Komplexes bei einem 

1:1 Tpx:T(SH)₂ Verhältnis zu einer Wechselwirkung mit einem weiteren T(SH)₂-Molekül mit Tpx 

kommen (Abbildung 4-5 (2b)). Eine mögliche Bindestelle für ein zweites T(SH)₂ könnte die α2-Helix 

darstellen. Möglicherweise führt diese Interaktion zu einer „engeren“ Wechselwirkung eines 

Glutathionylarms des kovalent gebundenen Trypanothions mit der α4-Helix in Tpx. Für diese 

Abbildung 4-5 Graphische Darstellung eines möglichen Mechanismus der konzentrationsabhängigen 

Komplexformation von Tpx und T(SH)₂. Oxidiertes Tpx (1) bildet mit T(SH)₂ einen kovalenten 1:1 Komplex (2a). 

Mit zunehmender T(SH)₂-Konzentration kommt es zu der Interaktion eines zweiten T(SH)₂ möglicherweise mit 

der α2-Helix in Tpx (2b). Der Zerfall des Tpx-Trypanothion-Komplex in 2a führt zu reduziertem Tpx und 

Trypanothiondisulfid (TS₂) (3) oder zu einer Rückkehr in den oxidierten Zustand des Proteins (1) (siehe auch 

Kapitel 4.1.5). 
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Hypothese sprechen auch die NMR-Daten für TpxC40S in Anwesenheit von T(SH)₂, welche ebenfalls 

eine T(SH)₂-konzentrationsabhängige Veränderung der chemischen Verschiebung von Aminosäuren 

der α2-Helix zeigen. Des Weiteren weisen die NMR-Daten von TpxC40S auf einen geringeren Einfluss 

von T(SH)₂ auf die chemische Umgebung von Aminosäuren der α4-Helix hin als dies für TpxWT in 

Anwesenheit von T(SH)₂ beobachtet werden konnte. Vergleichbare Erkenntnisse wie für TpxC40S 

lieferten auch NMR-Studien von Krumme et al., welche CfTpxI mit einem redox-inaktiven 

Trypanothion-Derivat N¹,N⁸-bis(γ-Glu-Ala-Gly)spermidin titrierten.[110] In diesen Experimenten 

konnte wie für TpxC40S kein kovalenter Komplex ausgebildet werden. Krumme et al. beschrieben 

ebenfalls eine Veränderung der chemischen Verschiebung in α2-Helix und konnten keine 

Veränderungen in der α4-Helix detektieren.[110]  

Um die konzentrationsabhängige Komplexformation von Tpx und T(SH)₂ weiter zu untersuchen, 

wären die nächsten möglichen Schritte eine Wiederholung der T(SH)₂-Titration von TpxWT und TpxC40S 

mit höheren T(SH)₂-Konzentrationen als in dieser Arbeit verwendet wurden. So könnte festgestellt 

werden, welche T(SH)₂-Konzentration benötigt wird, um eine Sättigung des nicht-kovalenten Tpx-

T(SH)₂-Komplexes zu erreichen und eine Dissoziationskonstante ermittelt werden. Um 

herauszufinden, ob es zu einem zweiten Bindeereignis von T(SH)₂ an Tpx kommt, könnte eine 

Untersuchung mittels Isothermer Titrationskalorimetrie (ITC) durchgeführt werden. Bindet ein 

zweites T(SH)₂ an Tpx, sollte dies bei einer Titration von Tpx mit T(SH)₂ in der ITC zu einem zweiten 

Wendepunkt in der Hitzesignatur führen. Eine weitere Möglichkeit wären Untersuchungen mittels 

Kleinwinkel-Röntgenstreuung (engl. small-angle X-ray scattering, SAXS) oder Mehrwinkel-

Lichtstreuung gekoppelt mit einer Größenausschlusschromatographie (engl. size exclusion 

chromatographie multi angle light scattering, SEC-MALS). Beide Methoden können Aufschluss über die 

Größe von Tpx in Anwesenheit von T(SH)₂ und somit über die Stöchiometrie des Tpx-T(SH)₂-

Komplexes geben. Um festzustellen, ob T(SH)₂ in höheren Konzentrationen sowohl an Cys40 als auch 

an Cys43 in Tpx bindet, könnte ein massenspektrometrische Experiment durchgeführt werden. Ob die 

α2-Helix in Tpx eine mögliche nicht-kovalente Bindestelle für ein zweites T(SH)₂-Molekül darstellt, 

könnte ebenfalls NMR-spektroskopisch untersucht werden. Hierfür könnte ¹⁵N-TpxWT mit GSH 

gesättigt, freies GSH über eine SEC abgetrennt (falls die Stabilität des Komplexes es zulässt) und der 

Tpx-GSH-Komplex mit GSH, T(SH)₂ oder Spermidin titriert werden. Wie in Kapitel 4.1.3 diskutiert, 

könnte GSH ähnlich wie N¹-Gsp mit der α4-Helix in Tpx interagieren. In den NMR-Spektren des Tpx-

GSH-Komplexes wäre dann eine Veränderung der chemischen Verschiebungen der α4-Helix zu 

erwarten. Zusätzliche Effekte auf NH-Resonanzen durch die Titration mit GSH, T(SH)₂ oder 

Spermidin könnten dann Aufschluss auf eine nicht-kovalente Bindestelle geben. 

 

4.1.5 Die Lebensdauer des isolierten Tpx-T(SH)₂-Intermediats ist länger als 
erwartet 

Unter physiologischen Bedingungen muss die Entgiftung von Hydroperoxiden in der Zelle sehr 

schnell ablaufen, um Schädigungen und den darauffolgenden Zelltod zu verhindern. Dies erfolgt in 

vitro mit Geschwindigkeitskonstanten zwischen 5x 10⁷ M⁻¹ s⁻¹ und 5x 10⁴ M⁻¹ s⁻¹ für die einzelnen 

katalytischen Schritte der trypanosomalen Peroxid-Entgiftungs-Kaskade.[98] Die Reaktion von Tpx mit 

T(SH)₂ hat in Anwesenheit der vollständigen Peroxid-Entgiftungs-Kaskade eine Wechselzahl von 

392 min⁻¹ und das Tpx-T(SH)₂-Intermediat somit eine maximale Lebensdauer von 0,15 s.[72] Da der 

Tpx-T(SH)₂-Komplex über die Dauer einer NMR-Messung von ~20 min stabil war, ist die Lebensdauer 
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des isolierten Tpx-T(SH)₂-Komplexes länger, als die Wechselzahl der Reaktion im gekoppelten Px-

Assay erwarten ließ. 

Für die Bestimmung der Halbwertszeit des Tpx-T(SH)₂-Komplexes wurden über einen Zeitraum von 

11,25 h 15 ¹H-¹⁵N HSQC-Spektren des TpxWT in Anwesenheit von T(SH)₂ in Serie aufgenommen. Es 

wurden die Integrale oder die Unterschiede der chemischen Verschiebung von einzelnen NH-

Resonanzen über die Zeit bestimmt. Die Ergebnisse aus beiden Analysen wurden gegen die Zeit 

aufgetragen und Halbwertszeiten t₁/₂ von 2,7 h bis 6,7 h für den Tpx-T(SH)₂-Komplex erhalten. Es ist 

unerwartet, dass sich die gemessenen Halbwertszeiten für die NH-Resonanzen der einzelnen 

Aminosäuren um bis zu 4 h unterscheiden. Da es sich bei Tpx-T(SH)₂ um einen 1:1 Komplex handelt, 

wäre zu erwarten, dass die Halbwertszeiten, welche für die NH-Resonanzen einzelner Aminosäuren 

bestimmt wurden, ähnlicher zueinander sind und innerhalb des Fehlers liegen. Die geringsten 

Halbwertszeiten wurden für NH-Resonanzen von Aminosäuren bestimmt, welche nicht in direktem 

Kontakt mit Cys40 stehen, wie die der Aminosäuren Trp70, Ile109 und Ala127 (Abbildung 4-6a). Die 

längsten Halbwertszeiten des Komplexes wurden für die Integrale der NH-Resonanzen von Cys43 

und Ala37 bestimmt. Dies lässt vermuten, dass der Tpx-T(SH)₂-Komplex zusätzlich zur kovalenten 

Bindung auch ein nicht-kovalentes Bindeereignis beinhaltet. In Kapitel 4.1.4 wurde für die 

Komplexformation von Tpx und T(SH)₂ die Hypothese aufgestellt, dass es neben der Bildung der 

kovalenten Bindung von T(SH)₂ an Tpx auch zu einer T(SH)₂-konzentrationsabhängigen nicht-

kovalenten Interaktion kommt (Abbildung 4-5). Diese Annahme könnte auch auf die Dissoziation von 

Tpx und Trypanothion übertragen werden. Es könnte bei dem verwendeten 1:1,5 Tpx:T(SH)₂ 

Verhältnis eine nicht-kovalente Anlagerung eines zweiten T(SH)₂ an Tpx erfolgen (Abbildung 4-5 

(2b)). Da die Aufnahme der NMR-Spektren von Tpx in Anwesenheit von T(SH)₂ in Serie nicht unter 

Ausschluss von Sauerstoff durchgeführt wurde, könnte es durch Luft-Sauerstoff zu einer Oxidation 

von T(SH)₂ zu Trypanothiondisulfid (TS₂) gekommen sein. Daher sinkt die Konzentration von T(SH)₂ 

in der Lösung über die Zeit und die nicht-kovalente Interaktion eines zweiten T(SH)₂ an Tpx entfällt 

(Abbildung 4-5 (2a)). Durch die abnehmende nicht-kovalente Bindung eines zweiten T(SH)₂ an Tpx, 

migrieren die NH-Resonanzen von Resten die Effekte durch die nicht-kovalente Bindung erfahren, 

wie z. B. Aminosäuren der α4- und α2-Helix. Dies könnte die kürzeren Halbwertszeiten des Tpx-

T(SH)₂-Komplexes erklären, welche anhand von NH-Resonanzen bestimmt wurden, deren 

Aminosäuren nicht im direkten Kontakt mit dem aktiven Zentrum stehen. Sinkt die Konzentration 

von T(SH)₂ durch die Oxidation durch Luft-Sauerstoff weiter, kommt es durch die Verschiebung des 

Gleichgewichts zwischen T(SH)₂ und TS₂ hin zu TS₂ zu einer Verschiebung des Gleichgewichts 

zwischen dem Tpx-T(SH)₂-Komplex und freiem Tpx hin zu freiem Tpx (Abbildung 4-5 (1)). Die 

längsten Halbwertszeiten des Tpx-T(SH)₂-Komplexes wurden mit Hilfe von NH-Resonanzen der 

Aminosäuren nahe und im aktiven Zentrum ermittelt. Dieser Bereich in Tpx steht am längsten im 

Kontakt mit Trypanothion.  
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Die NH-Resonanzen von TpxWT nahmen nach Zugabe von T(SH)₂ die aus vorherigen NMR-

Messungen erwarteten Positionen für den Tpx-T(SH)₂-Komplex ein. Interessanterweise migrierten die 

Resonanzen über die Zeit in Richtung der chemischen Verschiebungen des oxidierten Zustands und 

entsprachen nach 11,25 h dem anfänglichen oxidierten Zustand von TpxWT. Die NH-Resonanzen 

nahmen zu keinem Zeitpunkt dieses Experiments Positionen ein, die zuvor dem reduzierten Zustand 

zugeordnet wurden (Abbildung 3-13). Für NMR-Experimente, deren vorläufige Ergebnisse in dieser 

Arbeit aufgrund von Unvollständigkeit nicht gezeigt werden, wurde Tpx mit TCEP reduziert, das 

Reduktionsmittel mittels SEC abgetrennt und NMR-Spektren aufgenommen. Die chemische 

Verschiebung der Resonanzen dieser NMR-Spektren entsprachen dem zuvor zugeordneten 

reduzierten Zustand von Tpx. Dies zeigt, dass der reduzierte Zustand von Tpx (allerdings durch TCEP 

herbeigeführt) für die Dauer der SEC sowie anschließender Aufnahme der NMR-Spektren stabil war. 

Somit kann davon ausgegangen werden, dass der reduzierte Zustand von Tpx auch in Anwesenheit 

von T(SH)₂ NMR-spektroskopisch detektiert worden wäre, wenn er sich zwischenzeitlich eingestellt 

hätte. Dies lässt vermuten, dass während der Aufnahme der NMR-Spektren von Tpx in Anwesenheit 

von T(SH)₂ keine Übertragung von Elektronen von T(SH)₂ auf Tpx stattfand. Tpx und T(SH)₂ haben 

annähernd die gleichen pK-Werte und Redoxpotentiale. In früheren Veröffentlichungen wurde 

angenommen, dass der Elektronenfluss durch das Konzentrationsgefälle von T(SH)₂ zu Tpx getrieben 

wird.[104] In der Blutstromform von T. brucei brucei liegen Tpx und T(SH)₂ in einem molaren Verhältnis 

von ca. 1:3 bis zu 1:7 vor. Es wurden in dieser Arbeit NMR-Spektren von TpxWT mit T(SH)₂ in molaren 

Verhältnissen von 1:0,5 bis zu 1:8 aufgenommen, allerdings waren die absoluten Konzentrationen in 

den NMR-Messungen 3 - 7-fach höher als in der Zelle (Abbildung 3-5; Tabelle 2-3). Dies lässt 

vermuten, dass die höhere Konzentration von T(SH)₂ im Vergleich zu Tpx nicht ausschließlich die 

treibende Kraft der Dissoziation des Tpx-T(SH)₂-Komplexes und des Elektronenflusses von T(SH)₂ auf 

Abbildung 4-6 (a) Visualisierung der unterschiedlichen Halbwertszeiten des Tpx-T(SH)₂-Komplexes, bestimmt 

anhand der chemischen Verschiebungen oder Intensitäten der NH-Resonanzen einzelner Aminosäuren, welche 

als Stäbchen hervorgehoben sind. Reste deren Veränderungen der NH-Resonanzen kurze Halbwertszeiten 

zwischen 2,7 h und 3,7 h lieferten sind gelb eingefärbt, mittlere Halbwertszeiten zwischen 4,6 h und 5,5 h sind 

orange und lange Halbwertszeiten zwischen 5,7 h und 6,7 h sind rot eingefärbt. Farbcodierung der Nicht-

Kohlenstoff-Atome: gelb: Schwefel; blau: Stickstoff. (b) Modifizierung des katalytischen Zyklus von Tpx 

basierend auf den Daten aus dieser Dissertation. T(SH)₂ bindet an oxidiertes Tpx (1) und es wird eine 

intermolekulare Disulfidbrücke zwischen Tpx und T(SH)₂ gebildet (2). Das Zielprotein erkennt den Tpx-T(SH)₂-

Komplex, verdrängt T(SH)₂ und bindet an Cys40 in Tpx (3a). Freies reduziertes Tpx (3b) liegt in der Zelle somit 

nur zwischen dem Verdrängen von T(SH)₂ und der Bindung des Zielproteins vor. 
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Tpx in der Zelle oder in vitro im gekoppelten Px-Assay ist. Ein alternativer Mechanismus wäre, dass 

T(SH)₂ durch ein Zielprotein z. B. der Peroxidase aus dem Tpx-T(SH)₂-Komplex verdrängt wird. Dies 

setzt jedoch voraus, dass die Zielproteine auch den Tpx-T(SH)₂-Komplex erkennen.  

Melchers et al. publizierten 2008 ein Modell des Komplexes aus Tpx und PxIII basierend auf den 

Strukturen der isolierten Proteine[106,160] und anschließendem Docking (Abbildung 4-7).[160] Im T(SH)₂-

gebundenen Zustand, in Annahme der in dieser Arbeit mittels NMR bestimmten Bindestelle, wären 

die Reste der Aminosäuren Trp39, Pro41, Pro42, Arg44 und Ile109 in Tpx nicht zugänglich für eine 

Interaktion mit PxIII. Es könnten allerdings die Seitenketten von Lys102 und Glu107 in Tpx mit Asp24, 

Lys97 und Lys99 in PxIII Salzbrücken ausbilden. Die Aktivitäten von Tpx-Einzelmutanten der Reste 

Lys102 und Glu107, welche für die Untersuchung der Rolle der intermolekularen Protein-Protein-

Interaktion für die Dimerformation des Tpx-CFT-Komplexes generiert wurden (Kapitel 3.2.4; 

Abbildung 3-30), lassen zum Teil jedoch etwas anderes vermuten. Die im gekoppelten Px-Assay 

ermittelten Aktivitäten betrugen 124,0% ± 2,2% für TpxK102A, 159,6% ± 12,2% für TpxK102E, 55,1% ± 2,1 

für TpxE107A und 46,5% ± 4,6% für TpxE107K. Die erhöhten Aktivitäten von TpxK102A und TpxK102E im 

Vergleich zu TpxWT deuten darauf hin, dass die Salzbrücke zwischen Lys102 in Tpx und Asp24 in PxIII 

keine essenzielle Wechselwirkung für eine Interaktion zwischen Tpx und PxIII ist. Im Gegenteil, die 

Substitution von Lys102 gegen eine neutrale Seitenkette wie in TpxK102A oder einen negativ geladenen 

Rest wie in TpxK102E scheint die Interaktion zwischen Tpx und PxIII sowie die damit verbundene 

Aktivität der Kaskade zu fördern. Eine mögliche Erklärung wäre, dass die positiv geladenen Reste 

Lys102 in Tpx und Lys26 in PxIII sich gegenseitig abstoßen (Abbildung 4-7). Durch die Einführung 

eines negativen Rests an Position 102 in Tpx kann eine Salzbrücke zwischen Glu102 in TpxK102E und 

Lys26 in PxIII ausgebildet werden. Die verringerten Aktivitäten von TpxE107A und TpxE107K im Verglich 

zu TpxWT lassen vermuten, dass die elektrostatischen Wechselwirkungen von Glu107 in Tpx mit Lys97 

und Lys99 bedeutend für die Interaktion zwischen Tpx und PxIII sind. 

Abbildung 4-7 Intermolekulare Wechselwirkungen zwischen Tpx und PxIII. Die 

intermolekularen Kontaktpunkte zwischen Tpx (PDB 1o73) und PxIII (PDB 2rm6)

wurden durch Docking-Studien ermittelt[160] und sind als Stäbchen hervorgehoben. 

Mögliche Interaktionspunkte sind Salzbrücken (Lys97 und Lys99 in PxIII mit 

Glu107 in Tpx; Asp24 in PxIII mit Lys102 in Tpx; Glu83, Glu87 und Glu88 in PxIII 

mit Arg44 in Tpx; negativ gelade Reste: rosa; positiv geladene Reste: grün), 

Wasserstoffbrückenbindunggen (Thr96 in PxIII mit Ile109 in Tpx; blau) und 

hydrophobe Wechselwirkungen (Phe79, Phe93 und Val94 in PxIII mit Trp39, Pro41 

und Pro42 in Tpx; gelb). Die Cysteine sind rot eingefärbt. Potenzielle 

Interaktionspunkte, die auch zwischen PxIII und dem Tpx-T(SH)₂-Komplex 

ausgebildet werden könnten, sind durch gestrichelte Linien dargestellt. 

Modifiziert nach Melchers et al., 2008.[160] 
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Neben den Salzbrücken zwischen Tpx und PxIII könnte es zu einer hydrophoben Interaktion zwischen 

Trypanothion und Phe93 sowie Val94 in PxIII kommen. PxIII könnte somit den Tpx-T(SH)₂-Komplex 

erkennen, Salzbrücken mit Tpx bilden und Trypanothion aus dem Komplex verdrängen (Abbildung 

4-6b). Freies, reduziertes Tpx würde in diesem Modell nur für einen kurzen Moment in der Zelle 

existieren - zwischen dem, in dem die Peroxidase T(SH)₂ aus der Bindung mit Cys40 verdrängt und 

der erneuten Bindung von Tpx Cys40 an die Peroxidase[108]. Ist dieser Mechanismus des Verdrängens 

von TS₂ aus dem Tpx-T(SH)₂-Komplex real, stellt auch die lange Lebensdauer des Komplexes keinen 

Nachteil für die Zelle dar. Der Tpx-T(SH)₂-Komplex wäre eine Art „reduzierte“ Speicherform von Tpx 

und die Zelle könnte somit schnell auf Peroxide reagieren. 

Um zu überprüfen, ob es zu einer Oxidation von T(SH)₂ durch Luft-Sauerstoff kommt und die 

Geschwindigkeit der Oxidation zeitlich mit den für den Tpx-T(SH)₂-Komplex bestimmten 

Halbwertszeiten korreliert, könnte die gleiche Konzentration von T(SH)₂, wie in den NMR-Messungen 

von Tpx mit T(SH)₂ in Serie, in NMR-Puffer vorgelegt werden und in 45 min Intervallen mit Ellmanns-

Reagenz der Thiolgehalt der Probe bestimmt werden. Eine weitere Möglichkeit wäre die wiederholte 

Aufnahme von NMR-Spektren von TpxWT mit T(SH)₂ in Serie mit verschiedenen T(SH)₂-

Konzentrationen. Findet die Dissoziation von Tpx und T(SH)₂ nur aufgrund der Oxidation von T(SH)₂ 

durch Luft-Sauerstoff statt, sollten ähnliche sigmoidale Kurven wie für das 1:1,5 molare Verhältnis 

Tpx:T(SH)₂ zu beobachten sein, jedoch mit einer zeitlichen Verschiebung. Ob es zu einem Verdrängen 

des T(SH)₂ durch PxIII aus dem Komplex mit Tpx kommt, könnte ebenfalls NMR-spektroskopisch 

untersucht werden. Zu ¹⁵N-markiertem Tpx kann im ersten Schritt T(SH)₂ und im zweiten Schritt PxIII 

hinzugegeben werden und von jedem Schritt ein NMR-Spektrum aufgenommen werden. Kann die 

Peroxidase TS₂ aus dem Komplex mit Tpx verdrängen, sollten die NH-Resonanzen von Tpx in dem 

NMR-Spektrum des zweiten Schritts entweder die Positionen des oxidierten Zustands einnehmen 

oder den PxIII-gebundenen Zustand von Tpx repräsentieren. 

 

4.1.6 Die Tryptophanreste des Tpx sind essenziell für seine korrekte Faltung und 
die Interaktion mit T(SH)₂ 

Tryparedoxin unterscheidet sich von den verwandten Oxidoreduktasen Thioredoxin (Trx) und 

Glutaredoxin (Grx) unter anderem durch drei hoch konservierte Tryptophanreste, Trp70, Trp86 und 

Trp142. Des Weiteren kommt ein vierter hoch konservierter Tryptophanrest Trp39 in Tpx nur bedingt 

in Trx oder Grx vor (Abbildung 3-14). Um den Einfluss der Tryptophanreste auf die Struktur zu 

untersuchen, wurden sie einzeln zu Alanin mutiert und die strukturelle Integrität der jeweiligen 

TpxW/A-Mutanten untersucht. Außerdem wurde die Fähigkeit der TpxW/A-Mutanten ihren Redox-

Zustand zu verändern und mit T(SH)₂ zu interagieren NMR-spektroskopisch betrachtet. Im Folgenden 

wird die Rolle der Tryptophanreste in T. brucei Tpx für dessen Struktur und die Interaktion mit T(SH)₂ 

diskutiert. 

Wie in Kapitel 1.5 eingeführt, unterscheidet sich die Kristallstruktur von T. brucei Tpx (PDB 1o73) von 

anderen Kristall- und NMR-Strukturen von C. fasciculata oder L. major Tpx in der Orientierung der 

Seitenkette von Trp39 (Abbildung 1-10a). Die Seitenkette von Trp39 bildet in der Kristallstruktur von 

T. brucei Tpx einen Kristallkontakt zur benachbarten Kette, daher handelt es sich bei der Orientierung 

von Trp39 vermutlich um ein Artefakt. In allen weiteren verfügbaren Tpx-Strukturen steht Trp39 

intramolekular in Wechselwirkung mit Trp70 und weiteren Resten in Tpx. Daher wurde repräsentativ 
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eine Kristallstruktur von CfTpxI (PDB 1ezk) verwendet, um eine Hypothese zu generieren, welche 

Rolle Trp39 für die Struktur und Aktivität hat. 

Trp39 und Trp70 stehen in engem Kontakt zueinander und bilden einen „Tryptophan-Deckel“ über 

dem aktiven Zentrum von Tpx (Abbildung 4-8).[105] Zwischen den Benzo-Ringen der Indol-

Seitenketten von Trp39 und Trp70 bestehen hydrophobe Wechselwirkungen sowie eine 

Wasserstoffbrückenbindung zwischen dem Nε-Amid von Trp39 und dem Carbonylsauerstoff des 

Proteinrückgrats von Trp70 (Abbildung 4-8). Der Benzo-Ring von Trp39 bildet eine CH-π-Interaktion 

mit der Seitenkette von Ile109 sowie mit der Seitenkette von Ala37 aus. Vermutlich handelt es sich bei 

der Interaktion der Seitenkette von Ile109 um eine schwache CH-π-Interaktion, da die Entfernung vom 

Kohlenstoff des Wasserstoffdonors bis zum nächsten Kohlenstoff des Benzols der Indol-Seitenkette 

3,8 Å beträgt und die Entfernung zu dem weitesten Kohlenstoff des Benzol 5,3 Å (PDB 1ezk). Für CH-

Abbildung 4-8 Wechselwirkungen von Trp39 und Trp70 in C. fasciculata TpxI (PDB 1ezk). (a) und (b) Der 

Ausschnitt der Kristallstruktur zeigt die Disulfidbindung der Cysteinreste (rot) und Aminosäuren (hellblau), die 

in Wechselwirkung mit Trp39 (blau) stehen als Stäbchen. (c) und (d) Darstellung der Wechselwirkungen von 

Trp70 (grün) mit Aminosäuren in der Nähe (hellblau) als Stäbchen. Abstände sind gelb gestrichelt eingezeichnet 

(Entfernung in Å). Farbcodierung der Nicht-Kohlenstoff-Atome: gelb: Schwefel; rot: Sauerstoff; blau: Stickstoff. 
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π-Interaktionen sollte der Abstand zwischen dem Kohlenstoff des Wasserstoffdonors bis zur 

Ringfläche kleiner als 4,3 Å sein.[161] Dies trifft auf die CH-π-Interaktion zwischen dem Pyrrol der 

Indol-Seitenkette von Trp39 und Ala37 zu, da der Kohlenstoff des Wasserstoffdonors von Ala37 einen 

Abstand von 3,6 Å zum nächsten Kohlenstoffatom des Pyrrol und 4,2 Å zum am weitesten entfernten 

Kohlenstoff hat (PDB 1ezk). Außerdem interagiert Trp70 über eine Wasserstoffbrückenbindung des 

Nε-Amids der Seitenkette mit der Hydroxygruppe des Ser101 und über eine hydrophobe Interaktion 

mit Val106 und Ile109. Die NH-Resonanzen des Proteinrückgrats und der Seitenkette von Trp39 und 

Trp70 in TpxWT verändern beim Wechsel des Redox-Zustands und in Anwesenheit von T(SH)₂ ihre 

Position (Abbildung 3-1; Abbildung 3-7). Dies entspricht den Erwartungen, da beide Aminosäuren 

strukturell sehr nah am aktiven Zentrum sind. Bemerkenswert ist an dieser Stelle, dass Trp39 und 

Trp70 im Vergleich zu anderen Aminosäuren nahe des aktiven Zentrums geringe Unterschiede der 

chemischen Verschiebung Δδ bei der Veränderung vom oxidierten zum reduzierten Zustand zeigen. 

Dies ist für Trp39 auch bei den Unterschieden der chemischen Verschiebungen zwischen reduziertem 

und T(SH)₂-gebundenem Zustand zu beobachten. Im Gegensatz zu anderen Aminosäuren im aktiven 

Zentrum ist keine Veränderung der Dynamik im {¹H}-¹⁵N-hetNOE von Trp39 zwischen oxidiertem 

und reduziertem Zustand zu erkennen. Trp39 ist neben der Interaktion mit Trp70 in einem 

hydrophoben Netzwerk mit Ile109 und Ala37 eingebettet. Dies führt vermutlich zu einer Stabilisierung 

und gewissen Fixierung, wodurch Einflüsse wie der Wechsel des Redox-Zustands oder die Bindung 

von T(SH)₂ eine geringere Veränderung der chemischen Umgebung im Vergleich zu den umliegenden 

Aminosäuren bewirken. Daher verändert sich auch die Dynamik von Trp39 zwischen oxidiertem und 

reduziertem Zustand nicht.  

Die einzelnen Mutationen von Trp39 und Trp70 zu Alanin führen zu keinem Verlust der strukturellen 

Integrität von TbTpx, wie in den CD-Spektren, den SEC-Läufen und den Gyrationsradien basierend 

auf SAXS-Messungen im Vergleich zu TpxWT zu erkennen ist (Abbildung 3-15). Allerdings weist die 

TpxW39A-Mutante im gekoppelten Aktivitätsassay fast keine Aktivität mehr auf. Die TpxW70A-Mutante 

hat noch eine Restaktivität von 21,6 ± 1,9% relativ zu TpxWT. Die Aufnahmen von ¹H-¹⁵N 2D HSQC-

Spektren beider TpxW/A-Mutanten im oxidierten und reduzierten Zustand zeigen, dass beide Mutanten 

noch in der Lage sind, ihre Redox-Zustände zu verändern (Abbildung 3-16). Da es durch die Zugabe 

von T(SH)₂ zu keinen Veränderungen der chemischen Verschiebungen in den HSQC-Spektren von 

TpxW39A kommt, scheint TpxW39A nicht mehr mit T(SH)₂ zu interagieren (Abbildung 3-16). Die geringen 

Unterschiede der NH-Resonanzen in den HSQC-Spektren von TpxW70A bei Titration mit T(SH)₂ lassen 

vermuten, dass hier eine verminderte Bindung stattfindet. Die Mutation von Trp39 zu Alanin scheint 

somit die größeren Auswirkungen auf die Aktivität im gekoppelten Px-Assay und die Interaktion mit 

T(SH)₂ zu haben als die Mutation von Trp70 zu Alanin. Eine mögliche Erklärung wäre, dass die beiden 

Tryptophanreste jeweils verantwortlich sind für die Orientierung des anderen Tryptophanrests und 

diesen in die für die Tpx-Aktivität erforderliche Position bringt. Das heißt, die Interaktion der Indol-

Seitenkette von Trp39 mit Trp70 könnte einen Einfluss auf die Orientierung von Trp70 haben. Das 

Fehlen dieser Interaktion könnte zu zwei möglichen Positionsveränderungen von Trp70 führen: i) 

Durch das Fehlen der sowohl hydrophoben als auch polaren attraktiven Wechselwirkungen kommt 

es zu einer größeren Entfernung der Indol-Seitenkette von Trp70 zum aktiven Zentrum; ii) Durch die 

fehlende Raumerfüllung durch Trp39 nähert sich die Indol-Seitenkette von Trp70 stärker dem aktiven 

Zentrum an. Beide Veränderungen könnten zu einer minimalen, jedoch entscheidenden Veränderung 

der Position der Schleife N-terminal zu α2-Helix (Asp71 und Glu72) und der Helix selbst führen 

(Abbildung 4-2c). Diese Annahme wird durch den Vergleich der chemischen Verschiebungen der NH-

Resonanzen von TpxWT und TpxW39A bekräftigt. Es konnten Veränderungen sowohl für Trp70 als auch 
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im Bereich dieser Helix beobachtet werden (Abbildung 3-17). Wie in Kapitel 4.1.3 postuliert, ist die N-

terminale Schleife von α2-Helix und die α2-Helix selbst vermutlich Teil des T(SH)₂-Bindemotivs und 

eine veränderte Orientierung dieses Bereiches in TpxW39A könnte die gestörte Interaktion mit T(SH)₂ 

verursachen. Um zu überprüfen, ob ein aromatischer Rest an Position 39 ausreichend für eine Tpx-

Aktivität vergleichbar mit TpxWT ist, wurden Phenylanin- und Tyrosin-Mutanten von Trp39, TpxW39F 

und TpxW39Y, generiert. TpxW39F und TpxW39Y weisen ebenso wie TpxW39A keine Veränderungen ihrer 

strukturellen Integrität auf (Anhang Abbildung 6-8). Die Aktivitäten von TpxW39F (19,4% ± 1,5%) und 

TpxW39Y (24,2% ± 2,2%) entsprechen ungefähr der Aktivität von TpxW70A (21,6 ± 1,9%). Aufgrund der 

aromatischen Seitenkette an Position 39 der Primärstruktur des Proteins, können die hydrophoben 

Wechselwirkungen zu Trp70 ausgebildet werden, allerdings nicht die Wasserstoffbrückenbindung 

zwischen dem Nε-Amid von Trp39 und der Carbonylgruppe des Proteinrückgrats von Trp70. Durch 

die hydrophobe Interaktion von Phe39 oder Tyr39 mit Trp70 kommt es somit zu einem Anstieg der 

Aktivität, auch wenn das Aktivitätslevel des Wildtyp nicht erreicht wird. Die Wechselwirkung von 

TpxW39F und TpxW39Y mit T(SH)₂ ist vermutlich ähnlich der Wechselwirkung von TpxW70A mit T(SH)₂ 

beeinträchtigt. 

Die NH-Resonanzen des Proteinrückgrats und der Seitenkette von Trp70 zeigten in TpxW39A im 

Vergleich zu den Spektren des TpxWT eine ausgeprägte Änderung der chemischen Verschiebung 

(Abbildung 4-9a und b). Daher wurden die Trp39 zugehörigen NH-Resonanzen des Proteinrückgrats 

und der Seitenkette auch im HSQC-Spektrum von TpxW70A betrachtet. Obwohl keine allgemeine 

Zuordnung der Rückgrat-NH-Resonanzen von TpxW70A durchgeführt wurde, sind die NH-

Resonanzen von Trp39 trotzdem gut zuzuordnen, da sie deutlich von der Hauptpopulation der NH-

Resonanzen separiert sind (Abbildung 3-1). Sowohl die NH-Resonanzen der Seitenkette von Trp39 als 

Abbildung 4-9 Ausschnitte der ¹H-¹⁵N 2D HSQC-Spektren von TpxW39A und TpxW70A mit TpxWT.

Darstellung der NH-Resonanz des Proteinrückgrats (a) und der Seitenkette (b) von Trp70 im TpxWT-

(schwarz) und TpxW39A-Proteinhintergrund (blau) sowie NH-Verschiebung des Proteinrückgrats (c) und 

der Seitenkette (d) von Trp39 im TpxWT- (schwarz) und TpxW70A-Proteinhintergrund (grün). 
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auch das Proteinrückgrat zeigen deutliche Unterschiede in der chemischen Verschiebung im TpxW70A-

Proteinhintergrund im Vergleich zu TpxWT (Abbildung 4-9c und d). Eine Mutation von Trp70 zu 

Alanin bewirkt den Verlust der hydrophoben Interaktion mit Trp39, allerdings kann die 

Wasserstoffbrückenbindung zwischen dem Nε-Amid von Trp39 und dem Carbonyl des 

Proteinrückgrats der Aminosäure an Position 70 weiter ausgebildet werden. Somit könnte in TpxW70A 

eine Wechselwirkung zwischen Ala70 und der Schleife des aktiven Zentrums bestehen. Die gestörte 

Interaktion von TpxW70A mit T(SH)₂ könnte darauf zurückzuführen sein, dass die Indol-Seitenkette von 

Trp70 ein Teil des T(SH)₂-Bindemotivs ist und das Fehlen der Indol-Seitenkette zu einer schwächeren 

Bindung von T(SH)₂ an Tpx führt. Diese Annahme beruht auch auf den Veränderungen der 

chemischen Verschiebung der NH-Resonanzen des Proteinrückgrats und der Seitenkette von Trp70 in 

TpxWT in Anwesenheit von T(SH)₂ im Vergleich zum reduzierten Zustand. Für diese Annahme 

sprechen auch die Restaktivitäten von Phenylalanin- und Tyrosin-Mutanten von Trp70. Diese 

Mutationen beeinflussen, analog zu TpxW70A, die strukturelle Integrität von Tpx nicht (Anhang 

Abbildung 6-8). Ebenso weisen TpxW70F (33,1% ± 2,2%) und TpxW70Y (20,4% ± 0,6%) ähnliche Aktivitäten 

wie TpxW70A (21,6% ± 1,9%) auf. In diesen Mutanten können die hydrophoben Wechselwirkungen 

zwischen der Indol-Seitenkette von Trp39 und Position 70 ausgebildet werden. Es scheint somit, dass 

an Position 70 ein aromatischer Rest nicht ausreichend ist, um eine katalytische Aktivität ähnlich der 

des Wildtyp-Proteins zu erreichen, sondern eine Indol-Seitenkette für die Interaktion von Tpx mit 

T(SH)₂ und/oder PxIII benötigt wird. 

Für die Wechselwirkung zwischen Trp39 und Trp70 und die korrekte Ausrichtung des „Tryptophan-

Deckels“ könnten auch andere Reste in Tpx wichtig sein. Die Seitenkette von Ile109 interagiert mit 

Trp39 in einer CH-π-Interaktion und mit Trp70 in einer hydrophoben Wechselwirkung (Abbildung 

4-9). Die Mutation von Ile109 zu Alanin führt zu einer eingeschränkten Aktivität von Tpx (32,4 ± 1,5%), 

welche interessanterweise in der gleichen Größenordnung wie die Restaktivität von TpxW70A liegt. 

Durch die fehlende hydrophobe Seitenkette an Position 109 in TpxI109A könnte es zu einer 

Destabilisierung des „Tryptophan-Deckels“ und möglicherweise einer Veränderung der Orientierung 

von Trp39 und/oder Trp70 kommen. Die veränderten Ausrichtungen der Tryptophanreste könnten 

wiederum zu einer gestörten Interaktion mit T(SH)₂ und/oder PxIII führen und für die reduzierte 

Aktivität von TpxI109A verantwortlich sein. 

Der dritte, im Rahmen dieser Arbeit, untersuchte Tryptophanrest von Tpx ist Trp86. Trp86 ist 

umgeben von hydrophoben Seitenketten der Aminosäuren Thr47, Leu50, Tyr54, Val65 und Pro85. Des 

Weiteren besteht eine Wasserstoffbrückenbindung zwischen dem Schwefel der Thioethergruppe von 

Met84 und dem Nε-Amid der Seitenkette von Trp86 (Abbildung 4-10). Dieses Tryptophan stellt so 

eine Verbindung zwischen den Strukturelementen α1-Helix, β4-Faltblatt und einer Schleife zwischen 

α2-Helix und β5-Faltblatt dar. Die Unterschiede der NH-Resonanzen des Proteinrückgrats und der 

Seitenkette von Trp86 im HSQC-Spektrum von TpxWT zwischen dem oxidierten und reduzierten 

Zustand und in Anwesenheit von T(SH)₂ lassen vermuten, dass Trp86 aufgrund der Verbindung zu 

den einzelnen Strukturelementen die Veränderung des Redox-Zustandes und die Anwesenheit von 

T(SH)₂ „spürt“ (Abbildung 3-1, Abbildung 3-5, Abbildung 3-7). Das Fehlen der Indol-Seitenkette in 

TpxW86A als Interaktionspunkt der einzelnen Strukturelemente könnte zu einer Instabilität des 

Proteinkerns und einer Entfaltung des Proteins führen. Dies wäre eine mögliche Begründung für die 

Unlöslichkeit von TpxW86A.  
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Der vierte hochkonservierte Tryptophanrest in Tpx, Trp142, ist am C-Terminus lokalisiert. Trp142 ist 

eingeschlossen von einem hydrophoben Käfig, gebildet durch die Seitenketten von Phe32, Phe53 und 

Phe140 (Abbildung 4-12). Des Weiteren bildet das Nε-Amid von Trp142 eine 

Wasserstoffbrückenbindung zur Carboxy-Gruppe des Asp134 aus sowie das Amid seines 

Proteinrückgrats zum Carbonylsauerstoff von Asn139. Die aufgenommenen ¹H-¹⁵N HSQC-Spektren 

von TpxWT im oxidierten, reduzierten und T(SH)₂-gebundenen Zustand belegen, dass sowohl die 

Seitenkette als auch das Proteinrückgrat von Trp142 keine Veränderungen der chemischen Umgebung 

durch den Wechsel des Redox-Zustands oder die Bindung von T(SH)₂ erfährt. Dies spricht für eine 

große Stabilität des Netzwerkes, in welches Trp142 eingebettet ist. Eine Mutation von Trp142 zu 

Alanin führt zu einer Veränderung der strukturellen 

Integrität von Tpx. Trp142 fixiert möglicherweise als 

zentraler Ankerpunkt des Netzwerkes den C-Terminus. 

Fehlt die Indol-Seitenkette von Trp142, könnte es zu 

einer partiellen Entfaltung der Tertiärstruktur kommen 

und eine gesteigerte Dynamik des C-Terminus sowie 

der mit ihm verbundenen α4-Helix hervorrufen 

(Abbildung 4-11). Dies führt zu einem Verlust der 

globulären Struktur, was ein geringeres 

Elutionsvolumen von TpxW142A in der SEC und das veränderte CD-Spektrum erklären könnte 

(Abbildung 3-15a und d). Der Cluster von NH-Resonanzen in der Mitte des HSQC-Spektrums von 

Tpx und die beobachteten Linienverbreiterungen lassen ebenfalls auf partielle Entfaltung und 

veränderte Dynamik schließen (Abbildung 3-15g). In den NMR-Spektren von TpxW142A wurde eine 

abgeschwächte T(SH)₂-Interaktion im Vergleich zu TpxWT beobachtet. In Anwesenheit von Trp142 

wird die α4-Helix vermutlich in der Position gehalten, die die Interaktion der Carboxylgruppe von 

T(SH)₂ mit Arg128 ermöglicht (Abbildung 4-2b). Eine partielle Entfaltung des C-Terminus durch das 

Fehlen der Indol-Seitenkette in TpxW142A führt möglichweise dazu, dass Arg128 nicht mehr mit dem 

Glutathionylarm von T(SH)₂ interagieren kann. Das eingeschränkte Bindevermögen von T(SH)₂ an 

Abbildung 4-10 Intramolekulare Kontakte der Indol-Seitenkette von Trp86 in der Kristallstruktur von T. brucei

Tpx (PDB 1o73). Die im Kontakt mit Trp86 (magenta) stehenden Aminosäuren, Thr47, Leu50, Tyr54, Val65 und 

Pro85 sind als Stäbchen (hellblau) dargestellt. Die gestrichelten Linien repräsentieren die Interaktionen und die 

Abstände sind in Å angegeben. Farbcodierung der Nicht-Kohlenstoff-Atome: gelb: Schwefel; rot: Sauerstoff; blau: 

Stickstoff. 

Abbildung 4-11 Darstellung der möglichen 

partiellen Entfaltung der Tertiärstruktur von 

TpxW142A. In violett sind Trp142 in TpxWT (a) und 

Ala142 in TpxW142A (b) schematisch gezeigt. 
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TpxW142A spiegelt sich auch in der reduzierten Aktivität von TpxW142A im gekoppelten Px-Assay wider 

(35,2 ± 2,5%).  

Die vier Tryptophanreste in Tpx sind eingebettet in Netzwerke aus hydrophoben sowie 

elektrostatischen Wechselwirkungen und bilden dabei vermutlich jeweils eine Art Ankerpunkt: i) 

Trp39 und Trp70 verbinden das aktive Zentrum und die α2-Helix, welche vermutlich wichtig für die 

Bindung von T(SH)₂ ist; ii) Trp86 stabilisiert den Kern von Tpx; iii) Trp142 fixiert den C-Terminus und 

die α4-Helix und bringt diese in eine Position für die Interaktion mit T(SH)₂. 

Der nächste Schritt, um die hier erhobenen Hypothesen zur Rolle der Tryptophanreste in Tpx weiter 

zu verfolgen, wäre z. B. eine MD-Simulation, um die „Kommunikation“ zwischen Trp39 und Trp70 

und des damit verbundenen Kontakts zwischen dem aktiven Zentrum und der α2-Helix zu 

untersuchen. Mit dieser Methode könnte gezeigt werden, ob die Mutation der Indol-Seitenkette von 

Trp39 eine Veränderung der Position der Indol-Seitenkette von Trp70 zur Folge hätte; und damit 

verbunden eine veränderte Position der Schleife N-terminal zu und der α2-Helix selbst bewirkt. Des 

Weiteren könnte eine Kristallstruktur von TpxW39A Aufschluss über die Orientierung der Seitenkette 

von Trp70 geben. Durch eine Zuordnung der NH-Resonanzen in den NMR-Spektren von TpxW70A und 

TpxW142A könnte ein Vergleich durchgeführt werden, welche NH-Resonanzen durch die Anwesenheit 

von T(SH)₂ beeinflusst sind. Eine Titration von TpxW70A und TpxW142A mit T(SH)₂ über die in dieser 

Arbeit verwendeten molaren Verhältnisse hinaus könnte in NMR-Studien eine quantitative Analyse 

des T(SH)₂-Bindevermögens ermöglichen. Eine Kristallstruktur von TpxW142A könnte zeigen, ob die 

Mutation von Trp142 zu Alanin zu einer partiellen Entfaltung der Tertiärstruktur des C-Terminus 

führt. Eine {¹H}-¹⁵N-hetNOE-Messung von TpxW142A wäre eine Möglichkeit, die Dynamik zu 

untersuchen und mögliche Unterschiede zu TpxWT zu bestimmen. 

  

Abbildung 4-12 Wechselwirkungen von Trp142 in der T. brucei Tpx Kristallstruktur (PDB 1o73). Die mit Trp142 

(violett) interagierenden Aminosäuren (hellblau) sind als Stäbchen gezeigt. Die gelb gestrichelten Linien stellen 

die mögliche Interaktion mit der Entfernung in Å dar. Farbcodierung der Nicht-Kohlenstoff-Atome: rot: 

Sauerstoff; blau: Stickstoff. 
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4.2 Die kovalente Bindung von CFT an Tpx induziert eine 

Dimerisierung des Protein-Inhibitor-Komplex 
Tryparedoxin stellt aus verschiedenen Gründen einen ausgezeichneten Angriffspunkt für die 

Entwicklung von Arzneistoffen gegen Trypanosoma brucei dar[72,107]: i) Tpx ist essenziell in T. brucei;[98] 

ii) Tpx ist einzigartig in Trypanosomatiden;[77,104] iii) Die Reduktion von Tpx durch T(SH)₂ ist der 

geschwindigkeitsbestimmende Schritt der essenziellen Trypanothion/Trypanothion-Reduktase-

Kaskade.[72,73] Füller et al., 2012[21] präsentierten erste Inhibitoren gegen Tpx, darunter 2-(Chlormethyl)-

5-(4-fluorphenyl)-thieno[2,3-d]pyrimidin-4(3H)-on (CFT), dessen molekularer Bindemechanismus in 

dieser Arbeit weiter aufgeklärt werden konnte.  

Wie schon von Füller et al.[21] gezeigt, bindet CFT unter Eliminierung von Hydrochlorid an Cys40 in 

Tpx. Die in dieser Arbeit bestimmte antitrypanosomale Aktivität von CFT liegt im niedrigen 

mikromolaren Bereich und entspricht den Ergebnissen von Füller et al. (0,7 ± 0,03 µM (24 h); 

0,6 ± 0,1 µM (72 h)[21]). Im gekoppelten Px-Assay bewirkt CFT eine vollständige Inhibierung der 

Kaskade nach ~25 min (Abbildung 3-20). Ein Derivat des CFT, 2-Methyl-5-(4-fluorphenyl)thieno[2,3-

d]pyrimidin-4(3H)-on (MFT), welchem die Chlor-Abgangsgruppe fehlt, zeigt im ATPlite Assay 

keinerlei antitrypanosomale Aktivität. Es konnte auch keine Inhibition der Peroxid-Entgiftungs-

Kaskade im gekoppelten Px-Assay durch MFT beobachtet werden. Somit kommt es ohne eine 

kovalente Bindung des Inhibitors zu keiner antitrypanosomalen Aktivität und keiner in vitro 

Inhibition. Ferner konnte auch NMR-spektroskopisch keine Interaktion von MFT mit Tpx beobachtet 

werden (Abbildung 3-21). Die kovalente Bindung von CFT an Tpx ist daher nicht nur für die Inhibition 

essenziell, ohne die kovalente Bindung von CFT an Cys40 in Tpx findet keine Protein-Inhibitor-

Interaktion statt. Dies lässt darauf schließen, dass das Chloratom in CFT auch Teil der initialen 

Komplexformation vor der Ausbildung der kovalenten Bindung mit Tpx ist, wobei die Inaktivierung 

langsam erfolgt (kinact 4,6 ± 1,4 min⁻¹). Das Potential von kovalenten Inhibitoren wurde lange skeptisch 

betrachtet. Allerdings waren 2009 drei von zehn der meist-verkauften Arzneistoffe in den USA 

kovalente Inhibitoren und 33% dieser Klasse von Therapeutika sind Antiinfektiva.[162] Nach weiterer 

Untersuchung und Weiterentwicklung von CFT könnte auch dieser kovalente Inhibitor zur Klasse der 

Antiinfektiva zählen. 

Innerhalb der zu Beginn dieser Arbeit zur Verfügung stehenden 16 Kristall- oder NMR-Strukturen 

von Tryparedoxin aus C. fasciculata, L. major und T. brucei, existierte keine im Komplex mit einem 

Inhibitor (siehe Tabelle 1-3). Die in dieser Arbeit präsentierten Kristallstrukturen des Tpx-CFT-

Komplexes stellen die ersten Strukturen von Tpx im Komplex mit einem Inhibitor dar.[111] Die Tpx-

Kristallstrukturen in Komplex mit CFT haben eine exzellente Auflösung von 1,6 Å und 1,8 Å. Beide 

Kristallstrukturen zeigten eine Mischung aus Monomer (Kette C) und Dimer (Kette A und Kette B) in 

der asymmetrischen P2₁ Einzelzelle. CFT interagiert in den Ketten A und B mit mehreren 

Aminosäuren von Tpx (Pose 1); in der Kette C jedoch besteht der einzige Protein-Inhibitor-Kontakt 

aus der kovalenten Bindung mit Cys40 (Pose 2).  

Das Auftreten einer zweiten Tpx-Population in Anwesenheit von CFT bei niedrigerem 

Elutionsvolumen in der analytischen SEC, die Vergrößerung des beobachteten Molekulargewichts in 

SEC-MALS, die Erhöhung des Gyrationsradius in den SAXS-Messungen und die Linienverbreiterung 

in den ¹H-¹⁵N HSQC- und ¹⁹F NMR-Spektren, zeigen anschaulich, dass die Dimerisierung des Tpx-

CFT-Komplexes auch in Lösung erfolgt (Abbildung 3-21; Abbildung 3-27; Abbildung 3-28; Abbildung 

3-37). Ausgehend von der Kristallstruktur wurde ein Gyrationsradius von 2,22 nm für das TpxWT-CFT-
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Dimer erwartet;[111] der ermittelte Gyrationsradius des TpxWT-CFT-Dimers in den SAXS-Messungen ist 

allerdings kleiner (2,03 nm). Diese Beobachtung lässt auf eine Mischung aus Monomer und Dimer in 

Lösung schließen, welche auch in der Kristallstruktur zu beobachten ist. Die gemessenen Daten ließen 

jedoch die Frage offen, ob die Orientierung von CFT im monomeren Tpx-CFT-Komplex der 

Ausrichtung in Kette C der Kristallstruktur entspricht (Pose 2). Über die Orientierung von CFT im 

monomeren Protein in Lösung, konnte eine systematische QM/MM-Simulation der chemischen 

Verschiebung des Fluoratoms von CFT, vorgenommen von , Doktorand im 

Arbeitskreis von Prof. Dr.  an der Ludwig-Maximilians-Universität München, 

Aufschluss geben.[118] Es handelt sich hier um eine der bisher größten rechnerischen Studien zu 

chemischen Verschiebungen von ¹⁹F-Kernen in einem biologischen Kontext. Diese Studie 

berücksichtigte, die aus der Kristallstruktur des Tpx-CFT-Komplexes bekannten, Konformationen des 

CFT sowohl im monomeren (Pose 1 und Pose 2) als auch im dimeren Inhibitor-Protein-Komplex 

(Abbildung 3-23; Abbildung 3-38). Die berechneten chemischen Verschiebungen sagten korrekt 

voraus, dass freies CFT und MFT einander sehr ähnlich sind (Abbildung 3-39). Eine stärkere 

Tieffeldverschiebung wurde für CFT gebunden an dimeres Tpx sowohl berechnet als auch für das 

TpxWT-CFT-Dimer gemessen. Eine weitere Tieffeldverschiebung wurde für CFT an monomeres Tpx in 

Pose 1 gebunden vorhergesagt.[118] Dies steht im Einklang mit der beobachteten chemischen 

Verschiebung für CFT, gebunden an die monomere TpxW39A-Mutante. Die Berechnung für CFT in 

Pose 2 im monomeren Komplex ergab eine chemische Verschiebung zwischen freiem CFT und dem 

Dimer-Komplex. Da das ¹⁹F-Signal von CFT gebunden an TpxW39A Tieffeldverschoben zur Resonanz 

des TpxWT-CFT-Dimers vorliegt, ist die in Kette C der Kristallstruktur beobachtete Bindungsposition 2 

von CFT vermutlich in Lösung nicht relevant. Die Berechnungen sagen somit qualitativ die korrekte 

Reihenfolge der chemischen ¹⁹F-Verschiebung für CFT in den verschiedenen Zuständen sowie die 

richtige Richtung der Änderung der chemischen Verschiebung, welche durch die Proteinbindung und 

die Dissoziation des Komplexes verursacht werden, voraus. Diese systematische Studie zeigt die 

Fähigkeit Computer-basiert Vorhersagen für komplexe biologische Systeme zu treffen. Sie bietet eine 

Grundlage für weitere biomedizinische Anwendungen und 

rationale Arzneistoffentwicklung.[118]  

In der Kristallstruktur und in den MD-Simulationen wurden die 

intramolekularen Interaktionen zwischen den Aminosäuren 

Trp70, Glu107 und Ile109 und dem Inhibitor beobachtet 

(Abbildung 3-24, Abbildung 3-25). Die Alanin-Mutanten der 

Seitenkette von Trp70 und Ile109 zeigten weiterhin die Fähigkeit, 

CFT zu binden (Abbildung 3-31a). Allerdings wurde TpxW70A 

schon bei einem molaren Verhältnis von 1:1 zu CFT nach 5 min 

Inkubationszeit vollständig inhibiert (Abbildung 3-31b). Eine 

mögliche Erklärung bietet der Vergleich der Kristallstrukturen 

von oxidiertem Tpx (PDB 1o73) und Tpx im Komplex mit CFT 

(Kette A, PDB 6gxy) (Abbildung 4-13). Die Indol-Seitenkette von 

Trp70 stellt in der oxidierten Kristallstruktur ein sterisches 

Hindernis für die CFT-Bindung dar. Die Indol-Seitenkette muss 

ihre Orientierung verändern, damit CFT eine Pose wie in Kette A 

oder B der Tpx-Kristallstruktur in Komplex mit CFT einnehmen 

kann. Fehlt dieser räumlich anspruchsvolle Rest, weil er durch 

eine Alanin-Seitenkette ersetzt wurde, fehlt die sterische 

Abbildung 4-13 Alignment der 

Kristallstrukturen von oxidiertem Tpx 

(hellblau; PDB 1o73) und im Komplex 

mit CFT (grau; PDB 6gxy). Trp70 stellt 

ein sterisches Hindernis für die CFT-

Bindung an Tpx dar. Farbcodierung 

der Nicht-Kohlenstoff-Atome: blau: 

Stickstoff; rot: Sauerstoff; gelb: 

Schwefel; türkis: Fluor. 
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Hinderung und CFT kann schneller an Tpx binden. Die Alanin-Mutationen der Aminosäuren Trp70 

und Ile109 haben keinen Einfluss auf das Dimerisierungsverhalten des Tpx-CFT-Komplexes. Diese 

sind reine cis Interaktionen.  

In der MD-Simulation des Tpx-CFT-Dimerkomplexes wurde beobachtet, dass die Ketten A und B in 

Abwesenheit von CFT erhöhte RMSD-Werte relativ zur Ausgangsposition hatten, dies lässt vermuten, 

dass CFT die Dimerbildung nicht nur induziert, sondern auch stabilisiert (Abbildung 3-26f). 

Allerdings weist die antiparallele Orientierung von CFT zu CFT‘ in der Kristallpackung ohne Tpx, im 

Gegensatz zur parallelen Ausrichtung im Tpx-CFT-Komplex, darauf hin, dass CFT-CFT-

Wechselwirkungen nicht allein die treibende Kraft der Dimerisierung sind (Abbildung 3-29). Für die 

Untersuchung der Rolle der trans Interaktion zwischen Trp39 und CFT‘ für die Tpx-CFT-

Dimerisierung wurde die Punktmutante TpxW39A verwendet. Mittels analytischer SEC, SAXS, SEC-

MALS, ITC sowie NMR-Spektroskopie konnte gezeigt werden, dass ein Fehlen der Indol-Seitenkette 

an Position 39 zu einem Tpx-CFT-Monomer führt (Abbildung 3-32c und d; Abbildung 3-33; Abbildung 

3-34; Abbildung 3-35b; Abbildung 3-36b). Die beobachtete chemische Verschiebung des Fluoratoms 

von CFT in Komplex mit TpxW39A in den ¹⁹F NMR-Messungen verändert sich durch eine 

Verdünnungsreihe leicht (Abbildung 3-37c). Dies könnte auf eine residuale, extrem schwache 

Dimerisierung von TpxW39A-CFT hindeuten. Um zu überprüfen, ob ein aromatischer Rest an Position 

39 der Primärstruktur von Tpx ausreichend für ein Stacking intermolekular mit der Methylgruppe des 

CFT‘ ist, wurden Phenylalanin- und Tyrosin-Punktmutanten anstelle des Trp39 generiert (Anhang 

Abbildung 6-8). TpxW39F und TpxW39Y wurden analog der vorangegangen SEC-Analyse mit steigenden 

CFT-Konzentrationen inkubiert und die Elutionsvolumina in den Chromatogrammen betrachtet 

(Abbildung 4-14). Die SEC-Läufe in Anwesenheit von CFT zeigen ein klares Auftreten einer 

Dimerpopulation mit geringerem Elutionsvolumen als in Abwesenheit von CFT. Somit reicht ein 

aromatisches Ringsystem wie in den Seitenketten von Trp, Tyr und Phe, um ein Stacking des 

Ringsystems mit der Methylgruppe des an Cys40 gebundenen CFT zu bewirken. Trp39 oder ein 

aromatischer Rest an dieser Position in Tpx ist essenziell für die Stabilisierung des Dimerkomplexes.  

Die intermolekulare Salzbrücke zwischen Lys102 und Glu107‘ ist eine reine Protein-Protein-

Interaktion, welche jedoch ohne CFT, wie den MD-Simulationen zu entnehmen ist, nicht gebildet wird. 

Zusätzlich zeigen diese Simulationen auch, dass die Abstände zwischen Lys102 und Glu107‘ sowie 

Lys102‘ und Glu107 groß sind und die Salzbrücke nur transient gebildet wird. In den ITC-Messungen 

der TpxK102E-Mutante ergab sich eine Dissoziationskonstante für TpxK102E-CFT die 15-fach erhöht ist im 

Abbildung 4-14 Analytische SEC-Läufe der Tpx-Mutanten TpxW39F und TpxW39Y. Alle hier gezeigten SEC-Läufe 

wurden mit reduziertem Protein durchgeführt. Die SEC-Läufe erfolgten nach einer 30-minütigen Inkubationszeit 

des Proteins mit DMSO oder CFT bei 25 °C. (a) TpxW39F und (b) TpxW39Y wurden mit CFT in steigenden Tpx:CFT 

Verhältnissen (Tpx:CFT 1:0,5; 1:1; 1:3) behandelt und eine Größenausschlusschromatographie durchgeführt. Die 

Chromatogramme sind hier dargestellt. 
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Vergleich zum TpxWT. Die Salzbrücke stabilisiert zusätzlich das Dimer, scheint jedoch nicht essenziell 

für die Dimerbildung zu sein. Daher ist der ermittelte Gyrationsradius basierend auf den SAXS-

Messungen und das gemessene Molekulargewicht in SEC-MALS zwischen dem TpxWT-CFT-Dimer 

und dem TpxW39A-CFT-Monomer zu beobachten. TpxK102E bildet eine Mischung aus Monomer und 

Dimer, wie schon für TpxWT-CFT beobachtet, allerdings ist der Anteil des Monomers in der Mutante 

aufgrund der Destabilisierung ohne die Salzbrücke höher als für TpxWT-CFT. Eine eindrucksvolle 

Darstellung dieser Destabilisierung sind die ¹⁹F-NMR-Spektren des TpxK102E-CFT-Komplexes, wo die 

chemische Verschiebung zwischen der TpxW39A-CFT-Monomer Pose 1 und der TpxWT-CFT-Dimer 

Resonanz liegt und außerdem eine stark vergrößerte Linienbreite im Vergleich zum TpxWT-CFT-Dimer 

und TpxW39A-CFT-Monomer aufweist (Abbildung 3-37). Die Linienverbreiterung ist hier vermutlich 

nicht nur auf die Zunahme des Molekulargewichts, sondern auch auf die transiente Natur des TpxK102E-

CFT-Dimers zurückzuführen.  

Zusammengefasst ist die Dimerisierung des Tpx-CFT-Komplexes von den folgenden Interaktionen 

abhängig: i) dem parallelen Stacking der CFT-Moleküle; ii) der intermolekularen Protein-Inhibitor-

Interaktion zwischen Trp39 und CFT und iii) der Ausbildung einer Salzbrücke zwischen Lys102 und 

Glu107 der beiden Monomereinheiten. Fehlt eine dieser Interaktionen, ist die Dimerformation gestört 

oder findet nicht statt. Die Inhibitor-induzierte Dimerisierung von Tpx, könnte zum einen für die 

Weiterentwicklung von CFT als Wirkstoff gegen die afrikanische Schlafkrankheit genutzt werden und 

darüber hinaus eine allgemeine methodische Anwendung finden. Chemisch induzierte 

Dimerisierungen wurden in der Vergangenheit z. B. für die Kontrolle von Proteinfunktionen 

genutzt.[163,164] Rapamycin ist beispielsweise ein natürlich vorkommender Arzneistoff, welcher zu 

einem Heterodimer von mTOR und FK506 Bindeprotein (FKBP) führt.[165] FK506 und Derivate werden 

in der Kontrolle von Signalwegen verwendet und führen zu Homodimeren.[164] Diese „Dimerisierer“ 

sind jedoch im Vergleich zu CFT sehr groß. CFT ist der bisher kleinste bekannte „Dimerisierer“.[111]  
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5 Ausblick 
In dieser Arbeit wurde die Peroxid-Entgiftungs-Kaskade in Trypanosoma brucei überwiegend als 

isoliertes System betrachtet, allerdings steht die Kaskade in der trypanosomalen Zelle in 

Wechselwirkungen mit vielen weiteren Stoffwechselprozessen, z. B. dem Eisen-Stoffwechsel. Im 

Rahmen dieser Dissertation wurde mit der Untersuchung eines potenziellen, lysosomalen Eisenkanals 

begonnen, dem trypanosomalen TRPML (engl. transient receptor potential mucolipin) Kanal TbMLP 

(engl. T. brucei Mucolipin-like protein). Dieser Ausblick stellt eine Verbindung zwischen der Peroxid-

Entgiftungs-Kaskade und dem Eisen-Stoffwechsel in Trypanosoma brucei sowie mit TRPML Känalen 

vor und präsentiert die ersten Ergebnisse der Untersuchung des TbMLP Kanals: 

Die Entgiftung von Hydroperoxiden und Lipidperoxiden (Abbildung 5-1 (1)) ist überlebenswichtig 

für die trypanosomale Zelle.[83–85] Peroxide können in einer Fenton-Reaktion mit Fe²⁺ zu Fe³⁺ und 

Hydroxylanion sowie Hydroxylradikal reagieren (Abbildung 5-1 (2)). Die so entstandenen 

Hydroxylradikale können zur Zerstörung von Zellmembranen führen, welche wiederum den Zelltod, 

die Ferroptose, einleiten können.[166] Die Aktivität der zytosolischen Peroxid-Entgiftungs-Kaskade 

schützt die Zelle vor dieser Art des Zelltods. Neben Peroxiden ist auch die intrazelluläre Konzentration 

von Eisen bedeutungsvoll für die Ferroptose. Eisen ist überlebenswichtig für den Parasiten, allerdings 

kann es wie oben beschrieben giftig für den Organismus sein.  

Abbildung 5-1 Cartoon von T. brucei mit einem Ausschnitt des Zytoplasmas und des 

Lysosoms. (1) Die Peroxid-Entgiftungs-Kaskade entfernt schädliche Hydro- und 

Lipidperoxide. (2) Peroxide können in einer Fenton-Reaktion mit Fe²⁺ zu Fe³⁺ und 

Hydroxylradikal und -anion, welche z. B. die Zellmembranen schädigen, reagieren. (3) 

TbMLP ist ein möglicher Kandidat für den Transfer von Eisen aus dem Lysosom in 

das Zytoplasma des Parasiten.  
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In Blutstrom T. brucei-Zellen wird Eisen, gebunden an Transferrin, aus dem Blut des Wirts 

aufgenommen und im Lysosom des Parasiten gespeichert.[167] Eisen wird jedoch nicht nur im Lysosom, 

sondern hauptsächlich im Zytoplasma z. B. als Cofaktor benötigt.[168,169] In humanen Zellen 

übernehmen der DMT1 Transporter (engl. divalent metal transporter)[170] und der TRPML1 Kanal die 

Aufgabe, Eisen vom Lysosom ins Zytoplasma zu transportieren.[171] In T. brucei konnte bisher kein 

Ortholog des DMT1 Transporters entdeckt werden. Taylor et al. identifizierten 2013 ein Homolog des 

TRPML1 Kanals in der Gensequenz von T. brucei, den TbMLP Kanal.[172] Sie konnten zeigen, dass 

TbMLP analog zu humanem TRPML1 im endolysosomalen System, insbesondere im Lysosom, 

lokalisiert ist. Weitere Erkenntnisse dieser Gruppe waren, dass ein Knock-Out des TbMLP-Gens nur 

in Anwesenheit einer ektopischen Kopie möglich war, was dafürspricht, dass tbmlp ein essenzielles 

Gen, bzw. TbMLP ein essenzielles Protein ist. Obwohl Taylor et al. nicht abschließend zeigten, dass 

ausschließlich TbMLP Eisen aus dem Lysosom ins Zytoplasma transferiert, ist deutlich, dass TbMLP 

eine wichtige Rolle für diesen Transfer spielt.[172] Somit ist TbMLP ein möglicher Kandidat für die 

Aufgabe des Eisentransfers vom Lysosom ins Zytoplasma (Abbildung 5-1 (3)). Die Arbeit von Taylor 

et al.[172] ist ein guter Ausgangspunkt für die weitere Untersuchung des TbMLP-Kanals.  

TRPML-Kanäle sind unselektive Ionenkanäle für zweiwertige Kationen wie Ca²⁺ und Fe²⁺. Sie sind 

beteiligt am Vesikel-Transport, Autophagie und Signaltransduktion sowie an der Regulation der 

vesikulären Calcium-Ausschüttung.[173,174] Ihre Aktivität wird durch Phosphatidylinositol-3,5-

bisphosphat[175], Calcium und den pH-Wert beeinflusst[176,177]. TRPML Kanäle sind Tetramere 

(Abbildung 5-2a). Ein Monomer besteht aus sechs Transmembranhelices. Das herausragende Merkmal 

von Proteinen der TRPML-Familie ist eine extrazytosolische/luminale Domäne (ELD, engl. 

extracytosolic/lumenal domain) zwischen der Transmembranhelix S1 und S2. Im Gegensatz zu T. brucei 

besitzen Menschen drei TRPML Kanäle, TRPML1-3[173]. TRPML2 ist der strukturell am wenigsten 

charakterisierte TRPML Kanal. Im Rahmen dieser Arbeit (in enger Kollaboration mit , AG 

 und , AG , Johannes Gutenberg-Universität Mainz) konnte 

durch Kristallstrukturen der humanen TRPML2 ELD bei pH 6,5 (2,0 Å) und pH 4,5 (2,95 Å, Abbildung 

5-2b und c), sowie SAXS-, CD-, SEC-, ITC- und nativen massenspektrometrischen Experimenten zur 

Aufklärung der Struktur und Kalziuminteraktion beigetragen werden.[178] Es konnte gezeigt werden, 

dass die isolierte humane TRPML2 ELD als Tetramer vorliegt und ähnlich wie die ELDs von TRPML1 

und 3 eine C₄-Rotationssymmetrie aufweist.[176,177] Durch die Lokalisation des TRPML2 Kanals im 

endolysosomalen System, erfährt die ELD pH-Werte zwischen 4,5 und 7,4, welche den Bedingungen 

im Lysosom und außerhalb der Zelle entsprechen. In ITC-Messungen konnte eine pH-abhängige 

Affinität der TRPML2 ELD zu Ca²⁺ bestimmt werden. So ergab sich bei pH 7,4 für die Interaktion von 

TRPML2 ELD und Ca²⁺ ein KD von 2,97 ± 0,11 mM. Die Affinität erscheint niedrig, allerdings befindet 

sich der KD in einem physiologisch relevanten Bereich. Bei pH 6,5 ist der KD der Interaktion von 

TRPML2 ELD und Ca²⁺ vierfach reduziert und bei pH 4,5 konnte keine Interaktion zwischen ELD und 

Ca²⁺ detektiert werden.[178] Diese Ergebnisse korrelieren mit der postulierten Hypothese für TRPML1 

ELD von Li et al., 2017, dass saure Aminosäuren einer in die Pore reichenden Schleife (D¹¹³EDD¹¹⁶ in 

TRPML2 ELD, in Abbildung 5-2c in Rot hervorgehoben) bei neutralen pH-Werten deprotoniert 

vorliegen, Ca²⁺ binden können und die Pore des Kanals so blockiert ist. Niedrigere pH-Werte führen 

zu einer Protonierung der sauren Aminosäuren und einer niedrigeren Affinität der TRPML ELD zu 

Ca²⁺.[176] Überträgt man diesen Modus Operandi auf TRPML2 ELD lassen die Ergebnisse der ITC-

Messungen darauf schließen, dass bei einer extrazytosolischen Lokalisation der TRPML2 ELD die Pore 

durch Ca²⁺ blockiert ist. Bei einer Lokalisation im Lumen des Lysosoms sind die sauren Aminosäuren 

protoniert und die Pore ist nicht blockiert. Es wäre höchstinteressant, ob die ELD von TbMLP einem 
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ähnlichen Kontrollmechanismus unterliegt wie TRPML2 ELD. Um dies zu untersuchen, könnte die 

TbMLP ELD rekombinant exprimiert, aufgereinigt und analog TRPML2 ELD strukturell 

charakterisiert werden. 

T. brucei sowie Drosophila melanogaster haben im Gegensatz zum Menschen nur eine TRPML-Form. 

Dies warf die Frage auf, ob der TRPML Kanal aus D. melanogaster (dTRPML) TbMLP so ähnlich ist, 

dass dieser die zelluläre(n) Funktion(en) des TbMLP übernehmen kann. Der TRPML Kanal aus D. 

melanogaster ist funktionell gut charakterisiert.[179,180] Wenn die Substitution von TbMLP durch den 

dTRPML Kanal möglich ist, lassen sich möglicherweise Rückschlüsse auf die Funktion von TbMLP 

ziehen. Für die Substitution des TbMLP durch den dTRPML Kanal, wurde im ersten Schritt der D. 

melanogaster TRPML Kanal in Blutstrom T. brucei Zellen Tetrazyclin-induzierbar überexprimiert 

(Abbildung 5-3). Die Zelllinie, dTRPML OE, exprimiert dTPRML mit einem C-terminalen Myc-Tag. 

Die Zellen wurden für 24 h oder 48 h mit Tetrazyclin induziert und die Expression des dTRPML durch 

Immunofluoreszenz-Mikroskopie und Western Blot-Analyse mit Hilfe eines Erstantikörpers gegen 

den cMyc-Tag überprüft. Es ist eine Bande im Western Blot knapp über 72 kDa in der Spur der 

induzierten Proben zu erkennen (Abbildung 5-3a). Diese kann dem dTRPML Kanal mit einer Größe 

von 77 kDa zugeordnet werden. Die Intensitäten der Banden unterscheiden sich leicht, allerdings sind 

diese Unterschiede nicht in der Ladekontrolle (mTXNPx) zu erkennen. Die verschiedenen Klone 

exprimieren somit dTRPML unterschiedlich stark. Da der Klon 20B1 das höchste Expressionslevel 

aufwies, wurde er für die weitere Untersuchung der Lokalisation des dTRPML Kanals mittels 

Immunofluoreszenz ausgewählt. T. brucei haben ein Lysosom, welches zwischen dem Kinetoplast und 

dem Nukleus lokalisiert ist (Abbildung 1-2). Diese Position stimmt mit der Lokalisation des rot 

gefärbten Bereichs in den abgebildeten Trypanosomen überein (Abbildung 5-3b). Es kann davon 

ausgegangen werden, dass der dTRPML Kanal in den T. brucei Blutstrom-Zellen erfolgreich exprimiert 

wird und im Lysosom lokalisiert ist. Der nächste Schritt für die funktionelle Aufklärung wäre nun der 

Knock-Out der beiden TbMLP-Gene. Höchstinteressant wäre auch die strukturelle Aufklärung von 

TbMLP in Volllänge und der Vergleich zu den humanen TRPML1-3 Kanälen. Neben der strukturellen 

Aufklärung von TbMLP stellt auch die Untersuchung einer Verbindung des Kanals zur Peroxid-

Entgiftungs-Kaskade ein großes Interesse dar. Hierfür könnte untersucht werden, ob von außen 

herbeigeführter oxidativer Stress, z. B. durch Wasserstoffperoxid, die Öffnungswahrscheinlichkeit des 

Kanals beeinflusst. Der Effekt von Lipidperoxiden auf den TbMLP könnte ebenfalls Aufschluss über 

Abbildung 5-2 Kristallstruktur der TRPML2 ELD. Eine Monomereinheit ist in blau hervorgehoben. (a) Swiss-

Modell des TRPML2-Kanals in Volllänge basierend auf der Cryo-Elektronenmikroskopie-Struktur des TRPML3-

Kanals (PDB 5w3s). (b) und (c) zeigen die Kristallstruktur der TRPML2 ELD (pH 4,5; PDB 6hrs). Die Aminosäuren 

D¹¹³EDD¹¹⁶ bilden eine acide Schleife, die in die Kanalpore reichen und sind als rote Stäbchen hervorgehoben. 

Modifiziert nach Viet*, Wagner*, Schwickert* et al., 2019.[178] 
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eine mögliche Wechselbeziehung zwischen der Peroxid-Entgiftungs-Kaskade und dem 

trypanosomalen TRPML Kanal geben. 

 

  

Abbildung 5-3 Western Blot-Analyse und Immunofluoreszenz-Mikroskopie von T. brucei BS449-Zellen, welche 

den Drosophila melanogaster TRPML-Kanal überexprimieren. (a) Western Blot-Analyse des Zelllysats nach 

Induktion mit Tetrazyklin (1 µg/mL) für 48 h. Aufgetragen sind die Zelllysate der dTRPML OE Klone 10B5, 20B1 

und 20B6 mit und ohne Induktion sowie Wildtyp-Zellen zur Kontrolle (jeweils 5x 10⁶ Zellen/Spur). Der Blot 

wurde mit cMyc (1:1000) im ersten Schritt als Erstantikörper behandelt. Nach der Detektion wurde die Membran 

mit Methanol reaktiviert und im zweiten Schritt mit mTXNPx (1:1000) als Erstantikörper inkubiert. (b) Weitfeld-

und Immunofluoreszenz-Aufnahme des dTRPML OE 20B1-Klones nach Tet-Induktion (1 µg/mL) für 24 h. Es 

wurden Antikörper gegen die mitochondriale Tryparedoxin-Peroxidase (mTXNPx; grün; 1:1000) und cMyc (rot; 

1:500) verwendet. Die nukleäre und kinetoplastide DNA wurde mit DAPI-Färbung (blau) sichtbar gemacht.
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6 Anhang 

6.1 Abbildungen 

 

  

Abbildung 6-1 ¹H-¹⁵N HSQC-Spektren von TpxWT im oxidierten (schwarz) und T(SH)₂-gebundenen Zustand

molares Verhältnis Tpx:T(SH)₂ 1:1, hellblau). 

Abbildung 6-2 Analyse der strukturellen Integrität von PxIII. Darstellung (a) einer  

15% SDS-Page von PxIII (4,6 ng Protein/Spur; MW ~18 kDa), (b) eines CD-Spektrums 

(5 µM Protein) und (c) eines SEC-Laufs (200 µL 100 µM Protein) von PxIII. 







6 Anhang 

146 

  

  
Abbildung 6-6 ¹H-¹⁵N HSQC-Spektren von TpxWT zu verschiedenen Zeitpunkten nach der Zugabe von T(SH)₂. Die Dauer der Aufnahme eines NMR-Spektrums entsprach 
45 min. Eine Serienaufnahme lieferte so Spektren der Zeitpunkte (a) 0:45 h bis 3:00 h, (b) 3:45 h bis 6:00 h, (c) 6:45 h bis 9:00 h und (d) 9:45 h bis 11:15 h nach T(SH)₂-Zugabe 
(abnehmende Blau-Färbung). Die NH-Resonanzen von TpxWT nehmen unmittelbar nach der T(SH)₂-Zugabe die für den T(SH)₂-gebundenen Zustand erwarteten Positionen ein 
und migrierten über die Zeit zurück zur anfänglichen Position, dem oxidierten Zustand. In Abbildung 3-12 ist dies für ausgewählte Resonanzen anschaulich zusammenfasst. 
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Abbildung 6-7 SDS-PAGE der Proteinaufreinigung von TpxW86A. Jede 

Spur wurde mit 10 µL der Lösung des entsprechenden Expressions-

bzw. Aufreinigungsschritts beladen, ungeachtet der Konzentration. v.I.

= vor Induktion der Proteinexpression in Bakterienzellen mit IPTG; v. 

E. = vor der Zellernte; P = Pellet nach Zentrifugation der sonifizierten 

Lösung; SN = Überstand nach Zentrifugation der sonifizierten Lösung; 

Df = Durchfluss der NiNTA Affinitätssäule; W = Waschschritt der 

NiNTA Affinitätssäule; E = Elutionsschritt der NiNTA Affinitätssäule. 

Der eingezeichnete Rahmen zeigt den Bereich in dem das 

Fusionsprotein Trx-His₆-TpxW86A (~30 kDa) zu erwarten war. 

Abbildung 6-8 Analytik der strukturellen Integrität der Phenylalanin- und Tyrosin-Punktmutanten von Trp39 

und Trp70 im Vergleich zum TpxWT. Gezeigt sind (a) 15% SDS-PAGE (4 ng Protein/Spur), (b) SEC-Läufe (200 µL 

100 µM Protein) und (c) CD-Spektren (5 µM Protein) der Mutanten, TpxW39F, TpxW39Y, TpxW70F und TpxW70Y.  
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Abbildung 6-9 ¹H-¹⁵N 2D HSQC-Spektren des TpxWT im oxidierten, reduzierten und T(SH)₂-gebundenen Zustand.

Die NMR-Spektren wurden ohne Zusätze (schwarz), in Gegenwart von 2 mM TCEP (rot) oder 1:8 T(SH)₂ 

(hellblau) aufgenommen. Der Kasten kennzeichnet den Ausschnitt für Abbildung 3-16. 

Abbildung 6-10 ¹H-¹⁵N 2D HSQC-Spektren von TpxW39A im oxidierten, reduzierten und T(SH)₂-gebundenen 

Zustand. Die NMR-Spektren wurden im oxidierten Zustand (schwarz), in Gegenwart von 2 mM TCEP (rot) oder 

1:10 T(SH)₂ (hellblau) aufgenommen. Der Kasten kennzeichnet den Ausschnitt für Abbildung 3-16. 
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Abbildung 6-11 ¹H-¹⁵N 2D HSQC-Spektren des TpxW70A im oxidierten, reduzierten und T(SH)₂-gebundenen 

Zustand. Die NMR-Spektren wurden ohne Zusätze (schwarz), in Gegenwart von 2 mM TCEP (rot) oder 1:2,4 

T(SH)₂ (hellblau) aufgenommen. Der Kasten kennzeichnet den Ausschnitt für Abbildung 3-16. 

Abbildung 6-12 ¹H-¹⁵N 2D HSQC-Spektren des TpxW142A im oxidierten, reduzierten und T(SH)₂-gebundenen 

Zustand. Die NMR-Spektren wurden ohne Zusätze (schwarz), in Gegenwart von 2 mM TCEP (rot) oder 1:10 

T(SH)₂ (hellblau) aufgenommen. Der Kasten kennzeichnet den Ausschnitt für Abbildung 3-16. 
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Abbildung 6-13 ¹H-¹⁵N HSQC-Spektren von TpxW39A im oxidierten (schwarz) und reduzierten Zustand (2 mM 

TCEP, rot). 

Abbildung 6-14 ¹H-¹⁵N 2D HSQC-Spektren von TpxWT im reduzierten Zustand (schwarz) und in Anwesenheit 

von CFT (rot). TpxWT wurde mittels 2 mM TCEP reduziert und CFT in einem 1:1,5 molaren Verhältnis Tpx:CFT 

zugegeben. Die Kästen kennzeichnen die Ausschnitte für (a) Abbildung 3-21 und (b) Abbildung 3-35. 
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Abbildung 6-15 ¹H-¹⁵N Best-Trosy-HSQC-Spektren von TpxWT im reduzierten Zustand (schwarz) und in 

Anwesenheit von MFT (orange). TpxWT wurde mittels 2 mM TCEP reduziert und MFT in einem 1:1,5 molaren 

Verhältnis Tpx:MFT zugegeben. Der gestrichelte Kasten kennzeichnet den Ausschnitt für Abbildung 3-21. 

Abbildung 6-16 ¹H-¹⁵N 2D HSQC-Spektren TpxWT im reduzierten Zustand und in Anwesenheit von DMSO. TpxWT 

wurde durch 2 mM TCEP reduziert (schwarz) und im nachfolgenden Schritt 1% DMSO hinzugefügt (grau). 
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Abbildung 6-17 ¹H-¹⁵N Best-Trosy-HSQC-Spektren von TpxWT im oxidierten, T(SH)₂-gebundenen und CFT-

gebundenen Zustand. Oxidiertem TpxWT (schwarz) wurde im ersten Schritt T(SH)₂ (1:2,4 molares Tpx:T(SH)₂ 

Verhältnis hellblau) und im zweiten Schritt CFT in einem 1:1,2 Tpx:CFT Verhältnis hinzugefügt (rot). Der 

gestrichelte Kasten kennzeichnet den Ausschnitt für Abbildung 3-21. 

Abbildung 6-18 ¹H-¹⁵N Best-Trosy-HSQC-Spektren von TpxWT im oxidierten, T(SH)₂-gebundenen und CFT-

gebundenen Zustand. Oxidiertem TpxWT (schwarz) wurde im ersten Schritt T(SH)₂ (hellblau) und im zweiten 

Schritt MFT in einem 1:1,2 Tpx:MFT Verhältnis hinzugefügt (orange). Der Kasten kennzeichnet den Ausschnitt 

dargestellt in Abbildung 3-21. 
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Abbildung 6-19 ¹H-¹⁵N 2D HSQC-Spektren von TpxW39A im reduzierten Zustand in An- und Abwesenheit von 

CFT. TpxW39A wurde im ersten Schritt mit 2 mM TCEP reduziert (schwarz) und im zweiten Schritt wurde CFT im 

molaren Verhältnis 1:1,5 hinzugefügt (rot). Der Kasten kennzeichnet den Ausschnitt Abbildung 3-35. 

Abbildung 6-20 Thermogramme der Kontroll-Experimente der ITC-Messungen 

zur Bestimmung des KD-Wertes des Tpx-CFT-Dimerkomplexes. Der obere Teil 

zeigt die Rohdaten der Titrationsmessungen; der untere Teil präsentiert die 

integrierten Hitzesignaturen und den Fit der Kurve. (a) TpxWT wurde in 

Abwesenheit von CFT in Puffer titriert. (b) Es wurde TpxWT-CFT in TpxWT-CFT, 

welches in der Messzelle vorgelegt wurde, titriert. Modifiziert nach Wagner et 

al., 2019.[111] 
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23 0,186 0,099 0,714 

24 0,291 0,033 0,676 

25 0,169 0,056 0,774 

26 0,13 0,053 0,817 

27 0,03 0,065 0,906 

28 0,003 0,056 0,941 

29 0 0,05 0,95 

30 0 0,314 0,686 

31 0 0,858 0,142 

32 0 0,983 0,017 

33 0,003 0,98 0,017 

34 0,012 0,988 0 

35 0,008 0,951 0,04 

36 0 0,583 0,417 

37 0,001 0,246 0,753 

38 0,013 0,09 0,898 

39 0,021 0,155 0,824 

40 0,271 0,212 0,517 

41 0 0 0 

42 0,279 0,203 0,518 

43 0,895 0 0,104 

44 0,73 0 0,27 

45 0,267 0,012 0,721 

46 0,088 0,035 0,878 

47 0,385 0,025 0,59 

48 0,946 0 0,054 

49 0,997 0 0,003 

50 0,985 0,002 0,013 

51 0,99 0 0,01 

52 0,99 0 0,01 

53 0,988 0,003 0,009 

54 0,991 0,001 0,008 

55 0,958 0 0,042 

56 0,773 0 0,227 

57 0,7 0,005 0,296 

58 0,915 0 0,085 

59 0,947 0 0,053 

60 0,713 0 0,287 

61 0,218 0,003 0,779 

62 0,038 0,058 0,904 

63 0 0,531 0,469 

64 0 0,91 0,09 

65 0 0,984 0,016 

66 0,002 0,99 0,007 
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67 0,004 0,977 0,019 

68 0,002 0,86 0,138 

69 0 0,401 0,599 

70 0,005 0,138 0,857 

71 0,004 0,053 0,943 

72 0,018 0,048 0,934 

73 0,032 0,051 0,917 

74 0,64 0,038 0,322 

75 0,954 0 0,046 

76 0,987 0 0,013 

77 0,992 0 0,008 

78 0,989 0 0,011 

79 0,959 0 0,041 

80 0,794 0 0,206 

81 0,335 0,012 0,653 

82 0,058 0,011 0,931 

83 0,018 0,019 0,963 

84 0 0 1 

85 0,01 0,013 0,978 

86 0,038 0,015 0,947 

87 0,006 0,147 0,846 

88 0,003 0,594 0,403 

89 0,012 0,163 0,825 

90 0,035 0,171 0,793 

91 0,317 0,176 0,508 

92 0,231 0,02 0,749 

93 0,162 0,032 0,806 

94 0,787 0,016 0,197 

95 0,975 0 0,025 

96 0,996 0 0,004 

97 0,998 0 0,002 

98 0,99 0 0,01 

99 0,98 0 0,02 

100 0,944 0 0,056 

101 0,88 0,001 0,119 

102 0,839 0 0,161 

103 0,673 0 0,327 

104 0,175 0,012 0,813 

105 0,015 0,046 0,939 

106 0,009 0,063 0,928 

107 0 0,153 0,847 

108 0 0,222 0,778 

109 0 0,179 0,821 

110 0 0,437 0,563 
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111 0 0,838 0,162 

112 0 0,977 0,023 

113 0 0,978 0,022 

114 0 0,944 0,056 

115 0 0,898 0,102 

116 0,015 0,727 0,258 

117 0,134 0,143 0,723 

118 0,144 0,022 0,834 

119 0,049 0,019 0,932 

120 0,007 0,056 0,936 

121 0 0,229 0,771 

122 0 0,635 0,365 

123 0,015 0,372 0,613 

124 0,008 0,067 0,926 

125 0 0,037 0,963 

126 0,029 0,047 0,923 

127 0,469 0,052 0,479 

128 0,653 0,004 0,342 

129 0,547 0,006 0,447 

130 0,424 0,015 0,56 

131 0,616 0,018 0,366 

132 0,38 0,007 0,613 

133 0,106 0,013 0,881 

134 0,016 0,006 0,978 

135 0,005 0,024 0,971 

136 0,011 0,027 0,962 

137 0,049 0,049 0,902 

138 0,036 0,024 0,941 

139 0,023 0,061 0,916 

140 0 0,034 0,966 

141 0 0,043 0,957 

142 0,003 0,024 0,973 

143 0,032 0,049 0,919 

144 0,333 0,333 0,333 

 

Tabelle 6-5 TALOS+-Vorhersage des α-Helix-, β-Faltblatt-Anteil und der Anteil zufälliger Schleifen (engl. random 

coil) aller Aminosäuren (#) von TpxWT im reduzierten Zustand. 

# α-Helix β-Faltblatt Random coil 

1 0,008 0,041 0,951 

2 0,018 0,051 0,93 

3 0,189 0,066 0,745 

4 0,789 0,012 0,199 

5 0,856 0 0,144 
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6 0,664 0 0,336 

7 0,283 0,024 0,693 

8 0,036 0,023 0,941 

9 0,005 0,053 0,942 

10 0,011 0,027 0,962 

11 0,002 0,028 0,97 

12 0,001 0,064 0,935 

13 0 0,308 0,692 

14 0 0,74 0,26 

15 0 0,75 0,25 

16 0,014 0,194 0,792 

17 0,013 0,036 0,951 

18 0,018 0,059 0,923 

19 0 0,226 0,774 

20 0 0,596 0,404 

21 0 0,761 0,239 

22 0,065 0,338 0,597 

23 0,817 0,041 0,143 

24 0,813 0 0,187 

25 0,625 0,002 0,373 

26 0,404 0,024 0,572 

27 0,078 0,068 0,854 

28 0,019 0,083 0,898 

29 0,008 0,071 0,921 

30 0 0,275 0,725 

31 0 0,849 0,151 

32 0 0,99 0,01 

33 0,006 0,985 0,009 

34 0,011 0,989 0 

35 0,005 0,968 0,028 

36 0 0,81 0,19 

37 0,003 0,485 0,512 

38 0,027 0,128 0,844 

39 0,044 0,121 0,835 

40 0,334 0,227 0,438 

41 0 0 0 

42 0 0 0 

43 0,06 0,027 0,913 

44 0,148 0,027 0,825 

45 0,475 0,044 0,482 

46 0,864 0 0,135 

47 0,971 0 0,029 

48 0,996 0 0,004 

49 0,995 0 0,005 
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50 0,994 0,002 0,004 

51 0,995 0 0,005 

52 0,994 0,001 0,005 

53 0,996 0,003 0,001 

54 0,995 0,001 0,003 

55 0,985 0 0,015 

56 0,92 0 0,08 

57 0,904 0,004 0,092 

58 0,973 0 0,027 

59 0,984 0 0,016 

60 0,84 0 0,16 

61 0,342 0 0,658 

62 0,056 0,057 0,887 

63 0 0,653 0,347 

64 0 0,949 0,051 

65 0,002 0,987 0,01 

66 0,004 0,989 0,007 

67 0,005 0,981 0,014 

68 0,007 0,876 0,117 

69 0,005 0,349 0,646 

70 0,023 0,104 0,873 

71 0,025 0,045 0,929 

72 0,055 0,056 0,889 

73 0,068 0,043 0,889 

74 0,787 0,023 0,19 

75 0,981 0 0,019 

76 0,991 0,001 0,008 

77 0,995 0 0,005 

78 0,994 0 0,006 

79 0,98 0 0,02 

80 0,914 0 0,086 

81 0,671 0 0,329 

82 0,227 0,012 0,761 

83 0,087 0,033 0,88 

84 0,334 0,227 0,438 

85 0 0 0 

86 0,343 0,206 0,451 

87 0,019 0,667 0,314 

88 0,01 0,757 0,233 

89 0,003 0,212 0,785 

90 0,082 0,161 0,757 

91 0,627 0,117 0,256 

92 0,516 0,008 0,476 

93 0,702 0,01 0,287 
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94 0,857 0 0,143 

95 0,949 0 0,051 

96 0,995 0 0,005 

97 0,994 0,002 0,004 

98 0,995 0,001 0,005 

99 0,991 0 0,009 

100 0,985 0 0,015 

101 0,97 0,001 0,029 

102 0,955 0 0,045 

103 0,818 0 0,182 

104 0,295 0,016 0,689 

105 0,047 0,047 0,906 

106 0,031 0,101 0,869 

107 0,001 0,294 0,705 

108 0 0,354 0,646 

109 0 0,26 0,74 

110 0 0,592 0,408 

111 0 0,87 0,13 

112 0 0,979 0,021 

113 0 0,982 0,018 

114 0 0,951 0,049 

115 0 0,91 0,09 

116 0,033 0,705 0,262 

117 0,586 0,136 0,278 

118 0,476 0 0,524 

119 0,158 0,017 0,825 

120 0,028 0,035 0,936 

121 0 0,18 0,82 

122 0 0,575 0,425 

123 0,016 0,475 0,509 

124 0,014 0,074 0,912 

125 0,009 0,041 0,95 

126 0,07 0,05 0,881 

127 0,795 0,022 0,183 

128 0,928 0 0,072 

129 0,874 0 0,126 

130 0,859 0,001 0,14 

131 0,902 0 0,098 

132 0,744 0 0,256 

133 0,275 0,006 0,72 

134 0,036 0,004 0,96 

135 0,011 0,029 0,96 

136 0,063 0,048 0,889 

137 0,287 0,071 0,642 
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Tabelle 6-14 Zeitabhängige Inhibition der Px-Kaskade durch CFT oder MFT bei einem 1:1 molaren Verhältnis von 

Tpx:CFT bzw. Tpx:MFT (Tpx: 5 µM; CFT: 5 µM; MFT: 5 µM). 0 min entspricht der DMSO-Kontroll-Messung. Die 

Werte wurden relativ zur DMSO-Kontrolle ermittelt.[111] 

Zeit / min 

Relative Aktivität / % 

CFT MFT 

0 min 100,0% ± 7,5% 100% ± 7,1% 

5 min 34,4% ± 3,6% 92,6% ± 8,5% 

10 min 8,0% ± 2,1% 87,5% ± 11,1% 

15 min -5,3% ± 13,9% 84,9% ± 10,0% 

25 min -4,1% ± 2,5% 87,3% ± 5,3% 

35 min 5,9% ± 1,6% 82,0% ± 6,2% 

 

Tabelle 6-15 Zeit- und Konzentrationsabhängige relative Inhibition (%) der Px-Kaskade im gekoppelten Px-Assay. 

Die Werte der relativen Inhibitionen sind relativ zur Aktivität der DMSO-Kontrolle (100% Aktivität = 0% 

Inhibition) ermittelt worden. 0 min entspricht der relativen Inhibition der DMSO-Kontrolle in Abwesenheit von 

CFT.[111]  

Zeit / 

[min] 

Relative Inhibition / [%] 

1 µM 

CFT 

2,5 µM 

CFT 

5 µM 

CFT 

7,5 µM 

CFT 

10 

µM 

CFT 

15 

µM 

CFT 

20 

µM 

CFT 

25 

µM 

CFT 

30 

µM 

CFT 

50 

µM 

CFT 

0,5 
-3,1 ± 

16,5 
3,0 ± 3,8 

11,9 ± 

1,9 

31,9 ± 

2,5 

41,3 ± 

9,8 

57,3 ± 

7,6 

67,0 ± 

1,5 

73,1 ± 

3,1 

73,1 ± 

3,4 

94,9 ± 

5,5 

1 
0,0 ± 

1,3 

19,8 ± 

2,6 

35,1 ± 

9,6 

44,8 ± 

5,6 

55,9 ± 

6,8 

71,9 ± 

3,9 

83,3 ± 

1,8 

92,4 ± 

1,3 

92,8 ± 

2,2 

101,0 

± 3,3 

2,5 
6,0 ± 

2,9 

20,7 ± 

9,7 

34,2 ± 

2,5 

57,5 ± 

0,3 

74,3 ± 

2,6 

90,7 ± 

5,3 

98,3 ± 

7,3 

105,7 

± 2,8 

99,3 ± 

2,2 

105,3 

± 3,3 

5 
1,3 ± 

5,0 

24,5 ± 

15,9 

56,9 ± 

6,2 

79,3 ± 

0,9 

93,2 ± 

1,7 

103,9 

± 2,1 

95,7 ± 

3,5 

100,6 

± 6,2 

100,0 

± 1,8 

100,5 

± 4,6 

7,5 
3,9 ± 

1,9 

36,6 ± 

11,6 

69,0 ± 

5,9 

94,4 ± 

1,0 

104,7 

± 4,5 

104,9 

± 4,1 

99,6 ± 

0,7 

103,6 

± 2,8 

98,8 ± 

2,8 

101,2 

± 4,1 

10 
11,3 ± 

1,1 

37,2 ± 

11,9 

76,0 ± 

4,1 

98,2 ± 

0,7 

101,7 

± 2,1 

103,5 

± 0,1 

98,0 ± 

1,2 

102,5 

± 4,4 

99,4 ± 

2,3 

106,4 

± 3,7 

15 
12,7 ± 

1,9 

38,6 ± 

13,1 

84,6 ± 

3,8 

101,7 ± 

2,0 

103,1 

± 6,3 

106,7 

± 6,8 
 

108,7 

± 1,8 
 

103,5 

± 2,4 

20 
11,3 ± 

0,8 

45,2 ± 

14,6 

90,1 ± 

3,3 

104,5 ± 

1,9 

101,1 

± 1,6 

103,3 

± 1,0 
 

104,3 

± 1,9 
 

103,6 

± 3,1 

25 
13,3 ± 

1,1 

47,8 ± 

15,6 

92,2 ± 

4,2 

99,5 ± 

2,3 

103,4 

± 4,1 

105,8 

± 4,4 
 

103,7 

± 3,2 
 

104,4 

± 3,9 

30 
17,7 ± 

3,6 

48,0 ± 

11,9 

94,7 ± 

4,1 

99,9 ± 

2,4 

104,5 

± 2,1 

100,6 

± 2,5 
 

106,6 

± 0,8 
 

103,2 

± 3,1 
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Tabelle 6-16 Die ausgehend von Tabelle 6-15 mittels GraFit bestimmten kobs-Werte in min⁻¹.[111]  

[I] / µM 

kobs / min⁻¹ 

1 2 3 Mittelwert Standardabw. 

1,0 0,1097 0,1272 0,0327 0,0899 0,0410 

2,5 0,1269 0,2584 0,0896 0,1583 0,0724 

5,0 0,1988 0,1763 0,1417 0,1723 0,0235 

7,5 0,5449 0,3591 0,3471 0,4170 0,0905 

10,0 0,6539 1,0392 0,5880 0,7604 0,1990 

15,0 1,1783 1,2393 1,6226 1,3467 0,1967 

20,0 1,9928 2,1458 2,4421 2,1936 0,1865 

25,0 2,1699 2,1408 2,5947 2,3018 0,2075 

30,0 2,4392 2,4392 3,1476 2,6753 0,3339 

50,0 5,9293 5,2203 4,0699 5,0732 0,7662 

 

Tabelle 6-17 Inhibitionen von TpxWT, TpxW70A, TpxK102E und TpxI109A durch CFT im gekoppelten Px-Assay nach 

5 min Inkubationszeit mit verschiedenen molaren Tpx:CFT Verhältnissen. Die Tpx-Konzentration entsprach in 

jeder Messung 5 µM.[111]  

Tpx:CFT TpxWT TpxW70A TpxK102E TpxI109A 

1:0 100,0% ± 5,6% 100,0% ± 18,6% 100,0% ± 7,7% 100,0% ± 15,6% 

1:0,5 59,4% ± 6,6% 35,2% ± 10,5% 74,2% ± 4,7% 74,9% ± 19,8% 

1:1 31,7% ± 4,5% 1,3% ± 6,0% 48,5% ± 5,1% 54,3% ± 15,9% 

1:1,5 12,0% ± 2,8% -11,8% ± 5,4% 23,7% ± 8,4% 41,6% ± 16,3% 

1:2 0,4% ± 2,5% -14,7% ± 6,1% 10,5% ± 6,0 26,5% ± 16,6% 

1:3 -4,7% ± 1,1% -2,9% ± 6,4% -0,8% ± 1,6% 3,0% ± 13,7% 

1:5 -4,7% ± 1,5% 0,2% ± 4,7% -1,0% ± 1,0% -0,9% ± 10,9% 

1:10 -3,3% ± 3,1% 1,5% ± 7,6% -0,2% ± 1,4 -6,9% ± 13,7% 

 

Tabelle 6-18 Ausgehend von den SAXS-Daten berechnete Gyrationsradien von TpxWT, TpxW39A, TpxW70A, TpxK102E 

und TpxI109A im oxidierten, reduzierten und CFT-gebundenen Zustand.[111] 

 
Rg / nm 

oxidiert 

Rg / nm 

reduziert 

Rg / nm 

CFT-gebunden 

TpxWT 1,61 ± 0,12 1,58 ± 0,01 2,03 ± 0,03 

TpxW39A 1,56 ± 0,01 1,60 ± 0,02 1,60 ± 0,01 

TpxW70A 1,65 ± 0,01 1,60 ± 0,03 2,03 ± 0,03 

TpxK102E 1,56 ± 0,01 1,61 ± 0,01 1,80 ± 0,07 

TpxI109A 1,65 ± 0,11 1,58 ± 0,02 2,02 ± 0,01 
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6.3 Klonierung, Expression und Aufreinigung von hsTRPML2 ELD-
Konstrukten 

Die im Folgenden beschriebene Klonierung, Expression und Aufreinigung von hsTRPML2 ELD-

Konstrukten wurde bereits von Viet*, Wagner*, Schwickert* et al., 2019[178] veröffentlicht und die 

Beschreibung ist dieser Publikation entnommen. 

Das Plasmid pET11a_HisSUMO-hsML2 loop1 (p043; Kapitel 6.4.1) wurde ausgehend von einem 

synthetischen Gen codierend für hsTRPML2 ELDK94-V290 von GenScript, Leiden Niederlande, von Dr. 

 hergestellt. Die Veränderung der ELD-Gensequenz am 5‘- oder 3‘-Ende erfolgte 

durch eine Quik change PCR mit dem KAPA Hifi PCR Kit. Die verwendeten Oligonukleotide sind 

Tabelle 6-19 zu entnehmen. Die Klonierung wurde wie in Kapitel 2.2.1 beschrieben durchgeführt.  

Es wurden Rosetta-gamiTM 2(DE3) E. coli Zellen entsprechend der Beschreibung in Kapitel 2.2.1.5 mit 

für ELD-Konstrukte codierenden Plasmiden (Tabelle 6-20) transformiert. Wie in Kapitel 2.2.2.1 und 

2.2.2.2 aufgeführt wurden Vorkulturen hergestellt und die Proteinexpression der ELD-Konstrukte in 

LB-Medium durchgeführt. Abweichend von Kapitel 2.2.2.2 wurde die Proteinexpression bei 

OD₆₀₀ = 1,0 mit 0,1 mM IPTG induziert und die Bakterienzellen nach Induktion für 16 h bei 22 °C 

kultiviert. 

Puffer I 

• 50 mM NaPi 

• 300 mM NaCl 

• 2,5% Glycerol 

• 5 mM Imidazol 

• pH 8,0 

 

Puffer II 

• 50 mM NaPi 

• 300 mM NaCl 

• 2,5% Glycerol 

• 500 mM Imidazol 

• pH 8,0 

 

Dialysepuffer 

• 50 mM NaPi 

• 150 mM NaCl 

• 2,5% Glycerol 

• pH 8,0 

 

SEC-Puffer 

• 10 mM HEPES 

• 150 mM NaCl 

• pH 7,5 
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Bakterienzellen, die bei -20 °C gelagert wurden, wurden auf Eis auftauen gelassen. Ein Zellpellet von 

3 L Kulturvolumen wurde in 150 mL Puffer I resuspendiert und 1 mM Benzamidin, 1 mM PMSF, eine 

Proteaseinhibitor-Tablette sowie jeweils eine Spatelspitze DNase, RNase und Lysozym hinzugefügt. 

Die Zellsuspension wurde ~10x für 1:30 min bei 5x 10% cycle mit einer Intensität von ~60% auf Eis mit 

Ultraschall aufgeschlossen. Um ein Überhitzen der Probe zu verhindern, die Suspension zu mischen 

und den Fortschritt des Zellaufschlusses zu beurteilen wurde zwischen den Ultraschalleinheiten 

jeweils etwa 1 min pausiert. Durch Zentrifugation für mindestens 45 min bei 4 °C und 20000 rpm 

wurden unlösliche Bestandteile abgetrennt. Alle nachfolgenden Aufreinigungsschritte wurden bei 

4 °C oder auf Eis durchgeführt. Der Überstand nach Zentrifugation wurde zweimal auf eine NiNTA 

Affinitätssäule mit einem Säulenvolumen von 4 mL aufgetragen, um das His₆-SUMO-ELD-

Fusionsprotein an die Säulenmatrix zu binden. Die Affinitätssäule wurde mit 20 CV Puffer I 

gewaschen. Das Fusionsprotein wurde in sechs Elutionsschritten mit je 2 CV Puffer II von der 

Affinitätssäule eluiert. Mittels Nanodrop wurde die Absorption der Elutionsfraktionen bei 280 nm 

bestimmt und die Proteinkonzentration mit Hilfe der Extinktionskoeffizienten der jeweiligen ELD-

Konstrukte (siehe Tabelle 6-21) berechnet. Es wurden Elutionen, deren Abs₂₈₀ ≥ 0,01 AU waren 

vereinigt. Der His₆-SUMO-Tag des Fusionsproteins wurde während einer Dialyse gegen Dialysepuffer 

über Nacht durch Ulp-1-His₆-Protease von ELD abgespalten (molekulares Verhältnis His₆-SUMO-

ELD:Ulp-1-His₆ 15:1). Nach der Restriktion des Fusionsproteins wurde eine zweite NiNTA 

Affinitätssäule durchgeführt um His₆-SUMO, Ulp-1-His₆ und ungeschnittenes Fusionsprotein von 

freier ELD abzutrennen. Die Proteinlösung wurde zweimal auf eine zweite NiNTA Affinitätssäule 

aufgetragen und der Durchfluss enthielt His₆-SUMO-freie ELD. Die Affinitätssäule wurde in sechs 

Waschschritten mit je 1 CV Dialysepuffer gewaschen. Waschfraktionen, deren Abs₂₈₀ ≥ 0,01 AU waren, 

wurden mit dem Durchfluss der Affinitätssäule vereinigt und aufkonzentriert. In einem finalen 

Aufreinigungsschritt wurde eine SEC durchgeführt. Die Reinheit der ELD-Proteinlösung wurde 

mittels SDS-PAGE überprüft. 

Tabelle 6-19 Im Rahmen dieser Arbeit gestaltete und verwendete Oligonukleotide zur Generierung der Plasmide 

p262, p320 und p329 (siehe Tabelle 6-20). Die Oligonukleotide wurden von Sigma Aldrich, Darmstadt hergestellt. 

Verwendung 
AK-interne Nummerierung 

und Name 
Sequenz 5‘-3‘ 

Beginn des hsTRPML2 

ELD-Konstrukts mit 

Gly84  

P407 hsTRPML2_G84toF93_for 
gagcaaccagctggtggtggcgtttaaagaaga

caatacggtcgcatttaaacac 

P408 hsTRPML2_G84toF93_rev 
gccaccaccagctggttgctcaggccaccaccaa

tctgttcacgatgg 

Beginn des hsTRPML2 

ELD-Konstrukts mit 

Ala92 

P600 hsTRPML2_A92toF93_for 
ggtggtgcgtttaaagaagacaatacggtcgcat

ttaaacac 

P601 hsTRPML2_A92toF93_rev cttctttaaacgcaccaccaatctgttcacgatgg 

Termination des 

hsTRPML2 ELD-

Konstrukts nach Lys285 

P592 hsTRPML2_toK285_for 
ggcagcacgcagaaataaggatccggctgctaa

caaagcccg 

P593 hsTRPML2_toK285_rev 
gcagccggatccttatttctgcgtgctgccgaaga

tgttcagatctttac 
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Tabelle 6-20 Verwendete Plasmide für die Klonierung und Expression von ELD-Konstrukten. Die Plasmide sind 
nach der in der Arbeitsgruppe internen Nummerierung der Plasmide (#) sortiert  

# Vektor Bezeichnung Verwendung Herkunft 

p043 pET11a 
HisSUMO-hsML2 

loop1 

Expression des 

Fusionsionsprotein His₆-

SUMO-ELDK94-V290 in E. coli 

GenScript, Leiden, 

Niederlande; 

Dr.  

 

p062 pET28a Ulp-1 
Expression von Ulp-1-His₆ 

in E. coli 

Dr. , 

Goethe Universität 

Frankfurt am Main 

p262 pET11a 
hsML2_Loop1_G84-

V290_NtermHisSUMO 

Expression des 

Fusionsionsprotein His₆-

SUMO-ELDG84-V290 in E. coli 

Diese Arbeit 

p320 pET11a 
hsTRPML2_linkerI-II-

G84-K285 

Expression des 

Fusionsionsprotein His₆-

SUMO-ELDG84-K285 in E. coli 

Diese Arbeit 

p329 pET11a 
hsTRPML2_linkerI-II-

A92-K285 

Expression des 

Fusionsionsprotein His₆-

SUMO-ELDA92-K285 in E. coli 

Diese Arbeit 

 

Tabelle 6-21 Ausgewählte Eigenschaften der verwendeten ELD-Proteinkonstrukte. Die Konstrukte sind nach der 

in der Arbeitsgruppe internen Nummerierung der Plasmide (#) sortiert, aus denen diese nach Expression und 

Aufreinigung resultieren. Angegeben ist der Name des Konstrukts, der Extinktionskoeffizient bei 280 nm in M⁻¹ 

cm⁻¹ (mit Protparam von ExPASy bestimmt), das Molekulargewicht in Da und die Anzahl der Aminosäuren. 

# Konstrukt 
Extinktionskoeffizient 

bei 280 nm [M⁻¹ cm⁻¹] 
MW [Da] Aminosäureanzahl 

p043 
His₆-SUMO-ELDK94-V290 23630 34141,27 295 

ELDK94-V290 22140 22900,63 197 

p062 Ulp-1-His₆ 30035 26712,4 229 

p262 
His₆-SUMO-ELDG84-V290 23630 35170,47 305 

ELDG84-V290 22140 23929,84 207 

p320 
His₆-SUMO-ELDG84-K285 22140 34594,85 300 

ELDG84-K285 20650 23354,22 202 

p329 
His₆-SUMO-ELDA92-K285 22140 33783,90 292 

ELDA92-K285 20650 22543,27 194 
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6.4 Plasmidsequenzen 

6.4.1 Plasmidsequenz p043 pET11a_His₆-SUMO-ELDK94-V290 
Im Folgenden ist die Plasmidsequenz von pET11a mit dem ELDK94-V290-Konstrukt in dem offenen 
Leseraster aufgeführt. 

ttcttgaagacgaaagggcctcgtgatacgcctatttttataggttaatgtcatgataataatggtttcttagacgtcaggt

ggcacttttcggggaaatgtgcgcggaacccctatttgtttatttttctaaatacattcaaatatgtatccgctcatgagac

aataaccctgataaatgcttcaataatattgaaaaaggaagagtatgagtattcaacatttccgtgtcgcccttattccctt

ttttgcggcattttgccttcctgtttttgctcacccagaaacgctggtgaaagtaaaagatgctgaagatcagttgggtgca

cgagtgggttacatcgaactggatctcaacagcggtaagatccttgagagttttcgccccgaagaacgttttccaatgatga

gcacttttaaagttctgctatgtggcgcggtattatcccgtgttgacgccgggcaagagcaactcggtcgccgcatacacta

ttctcagaatgacttggttgagtactcaccagtcacagaaaagcatcttacggatggcatgacagtaagagaattatgcagt

gctgccataaccatgagtgataacactgcggccaacttacttctgacaacgatcggaggaccgaaggagctaaccgcttttt

tgcacaacatgggggatcatgtaactcgccttgatcgttgggaaccggagctgaatgaagccataccaaacgacgagcgtga

caccacgatgcctgcagcaatggcaacaacgttgcgcaaactattaactggcgaactacttactctagcttcccggcaacaa

ttaatagactggatggaggcggataaagttgcaggaccacttctgcgctcggcccttccggctggctggtttattgctgata

aatctggagccggtgagcgtgggtctcgcggtatcattgcagcactggggccagatggtaagccctcccgtatcgtagttat

ctacacgacggggagtcaggcaactatggatgaacgaaatagacagatcgctgagataggtgcctcactgattaagcattgg

taactgtcagaccaagtttactcatatatactttagattgatttaaaacttcatttttaatttaaaaggatctaggtgaaga

tcctttttgataatctcatgaccaaaatcccttaacgtgagttttcgttccactgagcgtcagaccccgtagaaaagatcaa

aggatcttcttgagatcctttttttctgcgcgtaatctgctgcttgcaaacaaaaaaaccaccgctaccagcggtggtttgt

ttgccggatcaagagctaccaactctttttccgaaggtaactggcttcagcagagcgcagataccaaatactgtccttctag

tgtagccgtagttaggccaccacttcaagaactctgtagcaccgcctacatacctcgctctgctaatcctgttaccagtggc

tgctgccagtggcgataagtcgtgtcttaccgggttggactcaagacgatagttaccggataaggcgcagcggtcgggctga

acggggggttcgtgcacacagcccagcttggagcgaacgacctacaccgaactgagatacctacagcgtgagctatgagaaa

gcgccacgcttcccgaagggagaaaggcggacaggtatccggtaagcggcagggtcggaacaggagagcgcacgagggagct

tccagggggaaacgcctggtatctttatagtcctgtcgggtttcgccacctctgacttgagcgtcgatttttgtgatgctcg

tcaggggggcggagcctatggaaaaacgccagcaacgcggcctttttacggttcctggccttttgctggccttttgctcaca

tgttctttcctgcgttatcccctgattctgtggataaccgtattaccgcctttgagtgagctgataccgctcgccgcagccg

aacgaccgagcgcagcgagtcagtgagcgaggaagcggaagagcgcctgatgcggtattttctccttacgcatctgtgcggt

atttcacaccgcatatatggtgcactctcagtacaatctgctctgatgccgcatagttaagccagtatacactccgctatcg

ctacgtgactgggtcatggctgcgccccgacacccgccaacacccgctgacgcgccctgacgggcttgtctgctcccggcat

ccgcttacagacaagctgtgaccgtctccgggagctgcatgtgtcagaggttttcaccgtcatcaccgaaacgcgcgaggca

gctgcggtaaagctcatcagcgtggtcgtgaagcgattcacagatgtctgcctgttcatccgcgtccagctcgttgagtttc

tccagaagcgttaatgtctggcttctgataaagcgggccatgttaagggcggttttttcctgtttggtcactgatgcctccg

tgtaagggggatttctgttcatgggggtaatgataccgatgaaacgagagaggatgctcacgatacgggttactgatgatga

acatgcccggttactggaacgttgtgagggtaaacaactggcggtatggatgcggcgggaccagagaaaaatcactcagggt

caatgccagcgcttcgttaatacagatgtaggtgttccacagggtagccagcagcatcctgcgatgcagatccggaacataa

tggtgcagggcgctgacttccgcgtttccagactttacgaaacacggaaaccgaagaccattcatgttgttgctcaggtcgc

agacgttttgcagcagcagtcgcttcacgttcgctcgcgtatcggtgattcattctgctaaccagtaaggcaaccccgccag

cctagccgggtcctcaacgacaggagcacgatcatgcgcacccgtggccaggacccaacgctgcccgagatgcgccgcgtgc

ggctgctggagatggcggacgcgatggatatgttctgccaagggttggtttgcgcattcacagttctccgcaagaattgatt

ggctccaattcttggagtggtgaatccgttagcgaggtgccgccggcttccattcaggtcgaggtggcccggctccatgcac

cgcgacgcaacgcggggaggcagacaaggtatagggcggcgcctacaatccatgccaacccgttccatgtgctcgccgaggc

ggcataaatcgccgtgacgatcagcggtccagtgatcgaagttaggctggtaagagccgcgagcgatccttgaagctgtccc

tgatggtcgtcatctacctgcctggacagcatggcctgcaacgcgggcatcccgatgccgccggaagcgagaagaatcataa

tggggaaggccatccagcctcgcgtcgcgaacgccagcaagacgtagcccagcgcgtcggccgccatgccggcgataatggc

ctgcttctcgccgaaacgtttggtggcgggaccagtgacgaaggcttgagcgagggcgtgcaagattccgaataccgcaagc

gacaggccgatcatcgtcgcgctccagcgaaagcggtcctcgccgaaaatgacccagagcgctgccggcacctgtcctacga

gttgcatgataaagaagacagtcataagtgcggcgacgatagtcatgccccgcgcccaccggaaggagctgactgggttgaa

ggctctcaagggcatcggtcgagatcccggtgcctaatgagtgagctaacttacattaattgcgttgcgctcactgcccgct

ttccagtcgggaaacctgtcgtgccagctgcattaatgaatcggccaacgcgcggggagaggcggtttgcgtattgggcgcc

agggtggtttttcttttcaccagtgagacgggcaacagctgattgcccttcaccgcctggccctgagagagttgcagcaagc

ggtccacgctggtttgccccagcaggcgaaaatcctgtttgatggtggttaacggcgggatataacatgagctgtcttcggt

atcgtcgtatcccactaccgagatatccgcaccaacgcgcagcccggactcggtaatggcgcgcattgcgcccagcgccatc

tgatcgttggcaaccagcatcgcagtgggaacgatgccctcattcagcatttgcatggtttgttgaaaaccggacatggcac

tccagtcgccttcccgttccgctatcggctgaatttgattgcgagtgagatatttatgccagccagccagacgcagacgcgc

cgagacagaacttaatgggcccgctaacagcgcgatttgctggtgacccaatgcgaccagatgctccacgcccagtcgcgta

ccgtcttcatgggagaaaataatactgttgatgggtgtctggtcagagacatcaagaaataacgccggaacattagtgcagg

cagcttccacagcaatggcatcctggtcatccagcggatagttaatgatcagcccactgacgcgttgcgcgagaagattgtg

caccgccgctttacaggcttcgacgccgcttcgttctaccatcgacaccaccacgctggcacccagttgatcggcgcgagat

ttaatcgccgcgacaatttgcgacggcgcgtgcagggccagactggaggtggcaacgccaatcagcaacgactgtttgcccg
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ccagttgttgtgccacgcggttgggaatgtaattcagctccgccatcgccgcttccactttttcccgcgttttcgcagaaac

gtggctggcctggttcaccacgcgggaaacggtctgataagagacaccggcatactctgcgacatcgtataacgttactggt

ttcacattcaccaccctgaattgactctcttccgggcgctatcatgccataccgcgaaaggttttgcgccattcgatggtgt

ccgggatctcgacgctctcccttatgcgactcctgcattaggaagcagcccagtagtaggttgaggccgttgagcaccgccg

ccgcaaggaatggtgcatgcaaggagatggcgcccaacagtcccccggccacggggcctgccaccatacccacgccgaaaca

agcgctcatgagcccgaagtggcgagcccgatcttccccatcggtgatgtcggcgatataggcgccagcaaccgcacctgtg

gcgccggtgatgccggccacgatgcgtccggcgtagaggatcgagatctcgatcccgcgaaattaatacgactcactatagg

ggaattgtgagcggataacaattcccctctagaaataattttgtttaactttaagaaggagatatacatatgGCTAGCGGTC

ATCACCATCATCATCACGGGTCCGAGGTCAAGCCAGAAGTCAAGCCTGAGACTCACATCAATTTAAAGGTGTCCGATGGATC

TTCAGAGATCTTCTTCAAGATCAAGAAAACCACCCCACTGCGTCGGCTGATGGAAGCGTTCGCTAAACGTCAGGGTAAAGAG

ATGGACAGCCTGCGCTTTCTGTATGATGGCATTCGCATTCAGGCGGATCAGACCCCGGAAGACCTGGACATGGAAGATAACG

ATATCATTGAGGCCCATCGTGAACAGATTGGTGGTAAAGAAGACAATACGGTCGCATTTAAACACCTGTTCCTGAAAGGCTA

CTCGGGCACGGACGAAGACGATTACTCCTGCTCAGTTTATACCCAGGAAGATGCGTACGAAAGTATTTTCTTTGCCATCAAC

CAGTATCATCAACTGAAAGACATTACCCTGGGCACGCTGGGCTACGGTGAAAACGAAGATAATCGTATCGGCCTGAAAGTTT

GCAAACAACACTATAAGAAAGGCACCATGTTCCCGTCCAACGAAACGCTGAACATTGATAATGACGTGGAACTGGACTGTGT

TCAGCTGGATCTGCAAGACCTGAGCAAAAAACCGCCGGATTGGAAAAATAGCAGCTTTTTCCGTCTGGAATTTTACCGCCTG

CTGCAGGTCGAAATCTCATTCCATCTGAAAGGCATTGATCTGCAAACCATCCACTCGCGCGAACTGCCGGACTGCTATGTGT

TCCAGAACACGATCATCTTCGATAACAAAGCACATAGTGGTAAAATCAAAATCTACTTCGATTCCGACGCTAAAATCGAAGA

ATGTAAAGATCTGAACATCTTCGGCAGCACGCAGAAAAACGCCCAATATGTCTAAggatccggctgctaacaaagcccgaaa

ggaagctgagttggctgctgccaccgctgagcaataactagcataaccccttggggcctctaaacgggtcttgaggggtttt

ttgctgaaaggaggaactatatccggatatcccgcaagaggcccggcagtaccggcataaccaagcctatgcctacagcatc

cagggtgacggtgccgaggatgacgatgagcgcattgttagatttcatacacggtgcctgactgcgttagcaatttaactgt

gataaactaccgcattaaagcttatcgatgataagctgtcaaacatgagaa 

T7-Terminator; Lac-Operator; NdeI; His₆-Tag; SUMO; ELD-Gensequenz; BamHI, T7-Terminator 

 

6.4.2 Plasmidsequenz p108 pETtrx_1b_TbTpx 
Nachfolgend ist die Plasmidsequenz von pETtrx_1b mit dem Insert TbTpx dargestellt. Innerhalb der 

Gensequenz von TbTpx ist die NcoI Schnittstelle durch eine stille Mutation ersetzt: 

TGGCGAATGGGACGCGCCCTGTAGCGGCGCATTAAGCGCGGCGGGTGTGGTGGTTACGCGCAGCGTGACCGCTACACTTGCC

AGCGCCCTAGCGCCCGCTCCTTTCGCTTTCTTCCCTTCCTTTCTCGCCACGTTCGCCGGCTTTCCCCGTCAAGCTCTAAATC

GGGGGCTCCCTTTAGGGTTCCGATTTAGTGCTTTACGGCACCTCGACCCCAAAAAACTTGATTAGGGTGATGGTTCACGTAG

TGGGCCATCGCCCTGATAGACGGTTTTTCGCCCTTTGACGTTGGAGTCCACGTTCTTTAATAGTGGACTCTTGTTCCAAACT

GGAACAACACTCAACCCTATCTCGGTCTATTCTTTTGATTTATAAGGGATTTTGCCGATTTCGGCCTATTGGTTAAAAAATG

AGCTGATTTAACAAAAATTTAACGCGAATTTTAACAAAATATTAACGTTTACAATTTCAGGTGGCACTTTTCGGGGAAATGT

GCGCGGAACCCCTATTTGTTTATTTTTCTAAATACATTCAAATATGTATCCGCTCATGAATTAATTCTTAGAAAAACTCATC

GAGCATCAAATGAAACTGCAATTTATTCATATCAGGATTATCAATACCATATTTTTGAAAAAGCCGTTTCTGTAATGAAGGA

GAAAACTCACCGAGGCAGTTCCATAGGATGGCAAGATCCTGGTATCGGTCTGCGATTCCGACTCGTCCAACATCAATACAAC

CTATTAATTTCCCCTCGTCAAAAATAAGGTTATCAAGTGAGAAATCACCATGAGTGACGACTGAATCCGGTGAGAATGGCAA

AAGTTTATGCATTTCTTTCCAGACTTGTTCAACAGGCCAGCCATTACGCTCGTCATCAAAATCACTCGCATCAACCAAACCG

TTATTCATTCGTGATTGCGCCTGAGCGAGACGAAATACGCGATCGCTGTTAAAAGGACAATTACAAACAGGAATCGAATGCA

ACCGGCGCAGGAACACTGCCAGCGCATCAACAATATTTTCACCTGAATCAGGATATTCTTCTAATACCTGGAATGCTGTTTT

CCCGGGGATCGCAGTGGTGAGTAACCATGCATCATCAGGAGTACGGATAAAATGCTTGATGGTCGGAAGAGGCATAAATTCC

GTCAGCCAGTTTAGTCTGACCATCTCATCTGTAACATCATTGGCAACGCTACCTTTGCCATGTTTCAGAAACAACTCTGGCG

CATCGGGCTTCCCATACAATCGATAGATTGTCGCACCTGATTGCCCGACATTATCGCGAGCCCATTTATACCCATATAAATC

AGCATCCATGTTGGAATTTAATCGCGGCCTAGAGCAAGACGTTTCCCGTTGAATATGGCTCATAACACCCCTTGTATTACTG

TTTATGTAAGCAGACAGTTTTATTGTTCATGACCAAAATCCCTTAACGTGAGTTTTCGTTCCACTGAGCGTCAGACCCCGTA

GAAAAGATCAAAGGATCTTCTTGAGATCCTTTTTTTCTGCGCGTAATCTGCTGCTTGCAAACAAAAAAACCACCGCTACCAG

CGGTGGTTTGTTTGCCGGATCAAGAGCTACCAACTCTTTTTCCGAAGGTAACTGGCTTCAGCAGAGCGCAGATACCAAATAC

TGTCCTTCTAGTGTAGCCGTAGTTAGGCCACCACTTCAAGAACTCTGTAGCACCGCCTACATACCTCGCTCTGCTAATCCTG

TTACCAGTGGCTGCTGCCAGTGGCGATAAGTCGTGTCTTACCGGGTTGGACTCAAGACGATAGTTACCGGATAAGGCGCAGC

GGTCGGGCTGAACGGGGGGTTCGTGCACACAGCCCAGCTTGGAGCGAACGACCTACACCGAACTGAGATACCTACAGCGTGA

GCTATGAGAAAGCGCCACGCTTCCCGAAGGGAGAAAGGCGGACAGGTATCCGGTAAGCGGCAGGGTCGGAACAGGAGAGCGC

ACGAGGGAGCTTCCAGGGGGAAACGCCTGGTATCTTTATAGTCCTGTCGGGTTTCGCCACCTCTGACTTGAGCGTCGATTTT

TGTGATGCTCGTCAGGGGGGCGGAGCCTATGGAAAAACGCCAGCAACGCGGCCTTTTTACGGTTCCTGGCCTTTTGCTGGCC

TTTTGCTCACATGTTCTTTCCTGCGTTATCCCCTGATTCTGTGGATAACCGTATTACCGCCTTTGAGTGAGCTGATACCGCT

CGCCGCAGCCGAACGACCGAGCGCAGCGAGTCAGTGAGCGAGGAAGCGGAAGAGCGCCTGATGCGGTATTTTCTCCTTACGC

ATCTGTGCGGTATTTCACACCGCATATATGGTGCACTCTCAGTACAATCTGCTCTGATGCCGCATAGTTAAGCCAGTATACA

CTCCGCTATCGCTACGTGACTGGGTCATGGCTGCGCCCCGACACCCGCCAACACCCGCTGACGCGCCCTGACGGGCTTGTCT
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GCTCCCGGCATCCGCTTACAGACAAGCTGTGACCGTCTCCGGGAGCTGCATGTGTCAGAGGTTTTCACCGTCATCACCGAAA

CGCGCGAGGCAGCTGCGGTAAAGCTCATCAGCGTGGTCGTGAAGCGATTCACAGATGTCTGCCTGTTCATCCGCGTCCAGCT

CGTTGAGTTTCTCCAGAAGCGTTAATGTCTGGCTTCTGATAAAGCGGGCCATGTTAAGGGCGGTTTTTTCCTGTTTGGTCAC

TGATGCCTCCGTGTAAGGGGGATTTCTGTTCATGGGGGTAATGATACCGATGAAACGAGAGAGGATGCTCACGATACGGGTT

ACTGATGATGAACATGCCCGGTTACTGGAACGTTGTGAGGGTAAACAACTGGCGGTATGGATGCGGCGGGACCAGAGAAAAA

TCACTCAGGGTCAATGCCAGCGCTTCGTTAATACAGATGTAGGTGTTCCACAGGGTAGCCAGCAGCATCCTGCGATGCAGAT

CCGGAACATAATGGTGCAGGGCGCTGACTTCCGCGTTTCCAGACTTTACGAAACACGGAAACCGAAGACCATTCATGTTGTT

GCTCAGGTCGCAGACGTTTTGCAGCAGCAGTCGCTTCACGTTCGCTCGCGTATCGGTGATTCATTCTGCTAACCAGTAAGGC

AACCCCGCCAGCCTAGCCGGGTCCTCAACGACAGGAGCACGATCATGCGCACCCGTGGGGCCGCCATGCCGGCGATAATGGC

CTGCTTCTCGCCGAAACGTTTGGTGGCGGGACCAGTGACGAAGGCTTGAGCGAGGGCGTGCAAGATTCCGAATACCGCAAGC

GACAGGCCGATCATCGTCGCGCTCCAGCGAAAGCGGTCCTCGCCGAAAATGACCCAGAGCGCTGCCGGCACCTGTCCTACGA

GTTGCATGATAAAGAAGACAGTCATAAGTGCGGCGACGATAGTCATGCCCCGCGCCCACCGGAAGGAGCTGACTGGGTTGAA

GGCTCTCAAGGGCATCGGTCGAGATCCCGGTGCCTAATGAGTGAGCTAACTTACATTAATTGCGTTGCGCTCACTGCCCGCT

TTCCAGTCGGGAAACCTGTCGTGCCAGCTGCATTAATGAATCGGCCAACGCGCGGGGAGAGGCGGTTTGCGTATTGGGCGCC

AGGGTGGTTTTTCTTTTCACCAGTGAGACGGGCAACAGCTGATTGCCCTTCACCGCCTGGCCCTGAGAGAGTTGCAGCAAGC

GGTCCACGCTGGTTTGCCCCAGCAGGCGAAAATCCTGTTTGATGGTGGTTAACGGCGGGATATAACATGAGCTGTCTTCGGT

ATCGTCGTATCCCACTACCGAGATATCCGCACCAACGCGCAGCCCGGACTCGGTAATGGCGCGCATTGCGCCCAGCGCCATC

TGATCGTTGGCAACCAGCATCGCAGTGGGAACGATGCCCTCATTCAGCATTTGCATGGTTTGTTGAAAACCGGACATGGCAC

TCCAGTCGCCTTCCCGTTCCGCTATCGGCTGAATTTGATTGCGAGTGAGATATTTATGCCAGCCAGCCAGACGCAGACGCGC

CGAGACAGAACTTAATGGGCCCGCTAACAGCGCGATTTGCTGGTGACCCAATGCGACCAGATGCTCCACGCCCAGTCGCGTA

CCGTCTTCATGGGAGAAAATAATACTGTTGATGGGTGTCTGGTCAGAGACATCAAGAAATAACGCCGGAACATTAGTGCAGG

CAGCTTCCACAGCAATGGCATCCTGGTCATCCAGCGGATAGTTAATGATCAGCCCACTGACGCGTTGCGCGAGAAGATTGTG

CACCGCCGCTTTACAGGCTTCGACGCCGCTTCGTTCTACCATCGACACCACCACGCTGGCACCCAGTTGATCGGCGCGAGAT

TTAATCGCCGCGACAATTTGCGACGGCGCGTGCAGGGCCAGACTGGAGGTGGCAACGCCAATCAGCAACGACTGTTTGCCCG

CCAGTTGTTGTGCCACGCGGTTGGGAATGTAATTCAGCTCCGCCATCGCCGCTTCCACTTTTTCCCGCGTTTTCGCAGAAAC

GTGGCTGGCCTGGTTCACCACGCGGGAAACGGTCTGATAAGAGACACCGGCATACTCTGCGACATCGTATAACGTTACTGGT

TTCACATTCACCACCCTGAATTGACTCTCTTCCGGGCGCTATCATGCCATACCGCGAAAGGTTTTGCGCCATTCGATGGTGT

CCGGGATCTCGACGCTCTCCCTTATGCGACTCCTGCATTAGGAAGCAGCCCAGTAGTAGGTTGAGGCCGTTGAGCACCGCCG

CCGCAAGGAATGGTGCATGCAAGGAGATGGCGCCCAACAGTCCCCCGGCCACGGGGCCTGCCACCATACCCACGCCGAAACA

AGCGCTCATGAGCCCGAAGTGGCGAGCCCGATCTTCCCCATCGGTGATGTCGGCGATATAGGCGCCAGCAACCGCACCTGTG

GCGCCGGTGATGCCGGCCACGATGCGTCCGGCGTAGAGGATCGAGATCTCGATCCCGCGAAATTAATACGACTCACTATAGG

GGAATTGTGAGCGGATAACAATTCCCCTCTAGAAATAATTTTGTTTAACTTTAAGAAGGAGATATACCATGAGCGATAAAAT

TATTCACCTGACTGACGACAGTTTTGACACGGATGTACTCAAAGCGGACGGGGCGATCCTCGTCGATTTCTGGGCAGAGTGG

TGCGGTCCGTGCAAAATGATCGCCCCGATTCTGGATGAAATCGCTGACGAATATCAGGGCAAACTGACCGTTGCAAAACTGA

ACATCGATCAAAACCCTGGCACTGCGCCGAAATATGGCATCCGTGGTATCCCGACTCTGCTGCTGTTCAAAAACGGTGAAGT

GGCGGCAACCAAAGTGGGTGCACTGTCTAAAGGTCAGTTGAAAGAGTTCCTCGACGCTAACCTGGCCGGATCTGGCAGTGGT

TCTGGTCATCACCATCACCATCACTCCGCGGGTAGCGAGAATCTTTATTTTCAGGGCGCCATGGGTTCTGGCCTCGCTAAGT

ATCTTCCTGGCGCAACCAACCTGCTGTCCAAGTCGGGTGAAGTTTCACTGGGATCCCTCGTTGGGAAAACTGTGTTTCTTTA

CTTTTCTGCCTCCTGGTGCCCCCCATGCCGGGGTTTTACACCGGTCCTCGCCGAGTTCTACGAGAAGCATCATGTGGCGAAA

AACTTCGAAGTCGTGCTGATTTCCTGGGATGAAAACGAGAGCGACTTCCATGATTACTACGGCAAGATGCCGTGGCTCGCTC

TCCCATTTGACCAACGCTCGACAGTTTCGGAATTGGGCAAGACATTTGGCGTGGAATCCATTCCGACTCTTATCACAATCAA

TGCTGATACCGGTGCCATCATTGGCACTCAGGCCCGTACCCGTGTCATTGAGGATCCCGATGGTGCCAACTTTCCGTGGCCC

AACTGACTCGAGCACCACCACCACCACCACTGAGATCCGGCTGCTAACAAAGCCCGAAAGGAAGCTGAGTTGGCTGCTGCCA

CCGCTGAGCAATAACTAGCATAACCCCTTGGGGCCTCTAAACGGGTCTTGAGGGGTTTTTTGCTGAAAGGAGGAACTATATC

CGGAT 

T7/lacO promotor; rbs; Trx-Löslichkeitstag; His₆-Tag; TEV-Schnittstelle; NcoI; Insert TbTpx mit stiller 

Mutation um die NcoI Schnittstelle innerhalb des Gens zu entfernen; G Punktmutation; XhoI; Pet-RP 

 

6.4.3 Plamidsequenz p220 pETtrx_1b_TbPxIII 
Die Gensequenz des Plasmids pETtrx_1b mit integrierter Sequenz von TbPxIII ohne mitochondriale 

Zielsequenz ist nachfolgend aufgelistet: 

TGGCGAATGGGACGCGCCCTGTAGCGGCGCATTAAGCGCGGCGGGTGTGGTGGTTACGCGCAGCGTGACCGCTACACTTGCC

AGCGCCCTAGCGCCCGCTCCTTTCGCTTTCTTCCCTTCCTTTCTCGCCACGTTCGCCGGCTTTCCCCGTCAAGCTCTAAATC

GGGGGCTCCCTTTAGGGTTCCGATTTAGTGCTTTACGGCACCTCGACCCCAAAAAACTTGATTAGGGTGATGGTTCACGTAG

TGGGCCATCGCCCTGATAGACGGTTTTTCGCCCTTTGACGTTGGAGTCCACGTTCTTTAATAGTGGACTCTTGTTCCAAACT

GGAACAACACTCAACCCTATCTCGGTCTATTCTTTTGATTTATAAGGGATTTTGCCGATTTCGGCCTATTGGTTAAAAAATG
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AGCTGATTTAACAAAAATTTAACGCGAATTTTAACAAAATATTAACGTTTACAATTTCAGGTGGCACTTTTCGGGGAAATGT

GCGCGGAACCCCTATTTGTTTATTTTTCTAAATACATTCAAATATGTATCCGCTCATGAATTAATTCTTAGAAAAACTCATC

GAGCATCAAATGAAACTGCAATTTATTCATATCAGGATTATCAATACCATATTTTTGAAAAAGCCGTTTCTGTAATGAAGGA

GAAAACTCACCGAGGCAGTTCCATAGGATGGCAAGATCCTGGTATCGGTCTGCGATTCCGACTCGTCCAACATCAATACAAC

CTATTAATTTCCCCTCGTCAAAAATAAGGTTATCAAGTGAGAAATCACCATGAGTGACGACTGAATCCGGTGAGAATGGCAA

AAGTTTATGCATTTCTTTCCAGACTTGTTCAACAGGCCAGCCATTACGCTCGTCATCAAAATCACTCGCATCAACCAAACCG

TTATTCATTCGTGATTGCGCCTGAGCGAGACGAAATACGCGATCGCTGTTAAAAGGACAATTACAAACAGGAATCGAATGCA

ACCGGCGCAGGAACACTGCCAGCGCATCAACAATATTTTCACCTGAATCAGGATATTCTTCTAATACCTGGAATGCTGTTTT

CCCGGGGATCGCAGTGGTGAGTAACCATGCATCATCAGGAGTACGGATAAAATGCTTGATGGTCGGAAGAGGCATAAATTCC

GTCAGCCAGTTTAGTCTGACCATCTCATCTGTAACATCATTGGCAACGCTACCTTTGCCATGTTTCAGAAACAACTCTGGCG

CATCGGGCTTCCCATACAATCGATAGATTGTCGCACCTGATTGCCCGACATTATCGCGAGCCCATTTATACCCATATAAATC

AGCATCCATGTTGGAATTTAATCGCGGCCTAGAGCAAGACGTTTCCCGTTGAATATGGCTCATAACACCCCTTGTATTACTG

TTTATGTAAGCAGACAGTTTTATTGTTCATGACCAAAATCCCTTAACGTGAGTTTTCGTTCCACTGAGCGTCAGACCCCGTA

GAAAAGATCAAAGGATCTTCTTGAGATCCTTTTTTTCTGCGCGTAATCTGCTGCTTGCAAACAAAAAAACCACCGCTACCAG

CGGTGGTTTGTTTGCCGGATCAAGAGCTACCAACTCTTTTTCCGAAGGTAACTGGCTTCAGCAGAGCGCAGATACCAAATAC

TGTCCTTCTAGTGTAGCCGTAGTTAGGCCACCACTTCAAGAACTCTGTAGCACCGCCTACATACCTCGCTCTGCTAATCCTG

TTACCAGTGGCTGCTGCCAGTGGCGATAAGTCGTGTCTTACCGGGTTGGACTCAAGACGATAGTTACCGGATAAGGCGCAGC

GGTCGGGCTGAACGGGGGGTTCGTGCACACAGCCCAGCTTGGAGCGAACGACCTACACCGAACTGAGATACCTACAGCGTGA

GCTATGAGAAAGCGCCACGCTTCCCGAAGGGAGAAAGGCGGACAGGTATCCGGTAAGCGGCAGGGTCGGAACAGGAGAGCGC

ACGAGGGAGCTTCCAGGGGGAAACGCCTGGTATCTTTATAGTCCTGTCGGGTTTCGCCACCTCTGACTTGAGCGTCGATTTT

TGTGATGCTCGTCAGGGGGGCGGAGCCTATGGAAAAACGCCAGCAACGCGGCCTTTTTACGGTTCCTGGCCTTTTGCTGGCC

TTTTGCTCACATGTTCTTTCCTGCGTTATCCCCTGATTCTGTGGATAACCGTATTACCGCCTTTGAGTGAGCTGATACCGCT

CGCCGCAGCCGAACGACCGAGCGCAGCGAGTCAGTGAGCGAGGAAGCGGAAGAGCGCCTGATGCGGTATTTTCTCCTTACGC

ATCTGTGCGGTATTTCACACCGCATATATGGTGCACTCTCAGTACAATCTGCTCTGATGCCGCATAGTTAAGCCAGTATACA

CTCCGCTATCGCTACGTGACTGGGTCATGGCTGCGCCCCGACACCCGCCAACACCCGCTGACGCGCCCTGACGGGCTTGTCT

GCTCCCGGCATCCGCTTACAGACAAGCTGTGACCGTCTCCGGGAGCTGCATGTGTCAGAGGTTTTCACCGTCATCACCGAAA

CGCGCGAGGCAGCTGCGGTAAAGCTCATCAGCGTGGTCGTGAAGCGATTCACAGATGTCTGCCTGTTCATCCGCGTCCAGCT

CGTTGAGTTTCTCCAGAAGCGTTAATGTCTGGCTTCTGATAAAGCGGGCCATGTTAAGGGCGGTTTTTTCCTGTTTGGTCAC

TGATGCCTCCGTGTAAGGGGGATTTCTGTTCATGGGGGTAATGATACCGATGAAACGAGAGAGGATGCTCACGATACGGGTT

ACTGATGATGAACATGCCCGGTTACTGGAACGTTGTGAGGGTAAACAACTGGCGGTATGGATGCGGCGGGACCAGAGAAAAA

TCACTCAGGGTCAATGCCAGCGCTTCGTTAATACAGATGTAGGTGTTCCACAGGGTAGCCAGCAGCATCCTGCGATGCAGAT

CCGGAACATAATGGTGCAGGGCGCTGACTTCCGCGTTTCCAGACTTTACGAAACACGGAAACCGAAGACCATTCATGTTGTT

GCTCAGGTCGCAGACGTTTTGCAGCAGCAGTCGCTTCACGTTCGCTCGCGTATCGGTGATTCATTCTGCTAACCAGTAAGGC

AACCCCGCCAGCCTAGCCGGGTCCTCAACGACAGGAGCACGATCATGCGCACCCGTGGGGCCGCCATGCCGGCGATAATGGC

CTGCTTCTCGCCGAAACGTTTGGTGGCGGGACCAGTGACGAAGGCTTGAGCGAGGGCGTGCAAGATTCCGAATACCGCAAGC

GACAGGCCGATCATCGTCGCGCTCCAGCGAAAGCGGTCCTCGCCGAAAATGACCCAGAGCGCTGCCGGCACCTGTCCTACGA

GTTGCATGATAAAGAAGACAGTCATAAGTGCGGCGACGATAGTCATGCCCCGCGCCCACCGGAAGGAGCTGACTGGGTTGAA

GGCTCTCAAGGGCATCGGTCGAGATCCCGGTGCCTAATGAGTGAGCTAACTTACATTAATTGCGTTGCGCTCACTGCCCGCT

TTCCAGTCGGGAAACCTGTCGTGCCAGCTGCATTAATGAATCGGCCAACGCGCGGGGAGAGGCGGTTTGCGTATTGGGCGCC

AGGGTGGTTTTTCTTTTCACCAGTGAGACGGGCAACAGCTGATTGCCCTTCACCGCCTGGCCCTGAGAGAGTTGCAGCAAGC

GGTCCACGCTGGTTTGCCCCAGCAGGCGAAAATCCTGTTTGATGGTGGTTAACGGCGGGATATAACATGAGCTGTCTTCGGT

ATCGTCGTATCCCACTACCGAGATATCCGCACCAACGCGCAGCCCGGACTCGGTAATGGCGCGCATTGCGCCCAGCGCCATC

TGATCGTTGGCAACCAGCATCGCAGTGGGAACGATGCCCTCATTCAGCATTTGCATGGTTTGTTGAAAACCGGACATGGCAC

TCCAGTCGCCTTCCCGTTCCGCTATCGGCTGAATTTGATTGCGAGTGAGATATTTATGCCAGCCAGCCAGACGCAGACGCGC

CGAGACAGAACTTAATGGGCCCGCTAACAGCGCGATTTGCTGGTGACCCAATGCGACCAGATGCTCCACGCCCAGTCGCGTA

CCGTCTTCATGGGAGAAAATAATACTGTTGATGGGTGTCTGGTCAGAGACATCAAGAAATAACGCCGGAACATTAGTGCAGG

CAGCTTCCACAGCAATGGCATCCTGGTCATCCAGCGGATAGTTAATGATCAGCCCACTGACGCGTTGCGCGAGAAGATTGTG

CACCGCCGCTTTACAGGCTTCGACGCCGCTTCGTTCTACCATCGACACCACCACGCTGGCACCCAGTTGATCGGCGCGAGAT

TTAATCGCCGCGACAATTTGCGACGGCGCGTGCAGGGCCAGACTGGAGGTGGCAACGCCAATCAGCAACGACTGTTTGCCCG

CCAGTTGTTGTGCCACGCGGTTGGGAATGTAATTCAGCTCCGCCATCGCCGCTTCCACTTTTTCCCGCGTTTTCGCAGAAAC

GTGGCTGGCCTGGTTCACCACGCGGGAAACGGTCTGATAAGAGACACCGGCATACTCTGCGACATCGTATAACGTTACTGGT

TTCACATTCACCACCCTGAATTGACTCTCTTCCGGGCGCTATCATGCCATACCGCGAAAGGTTTTGCGCCATTCGATGGTGT

CCGGGATCTCGACGCTCTCCCTTATGCGACTCCTGCATTAGGAAGCAGCCCAGTAGTAGGTTGAGGCCGTTGAGCACCGCCG

CCGCAAGGAATGGTGCATGCAAGGAGATGGCGCCCAACAGTCCCCCGGCCACGGGGCCTGCCACCATACCCACGCCGAAACA

AGCGCTCATGAGCCCGAAGTGGCGAGCCCGATCTTCCCCATCGGTGATGTCGGCGATATAGGCGCCAGCAACCGCACCTGTG

GCGCCGGTGATGCCGGCCACGATGCGTCCGGCGTAGAGGATCGAGATCTCGATCCCGCGAAATTAATACGACTCACTATAGG

GGAATTGTGAGCGGATAACAATTCCCCTCTAGAAATAATTTTGTTTAACTTTAAGAAGGAGATATACCATGAGCGATAAAAT

TATTCACCTGACTGACGACAGTTTTGACACGGATGTACTCAAAGCGGACGGGGCGATCCTCGTCGATTTCTGGGCAGAGTGG

TGCGGTCCGTGCAAAATGATCGCCCCGATTCTGGATGAAATCGCTGACGAATATCAGGGCAAACTGACCGTTGCAAAACTGA

ACATCGATCAAAACCCTGGCACTGCGCCGAAATATGGCATCCGTGGTATCCCGACTCTGCTGCTGTTCAAAAACGGTGAAGT

GGCGGCAACCAAAGTGGGTGCACTGTCTAAAGGTCAGTTGAAAGAGTTCCTCGACGCTAACCTGGCCGGATCTGGCAGTGGT
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TCTGGTCATCACCATCACCATCACTCCGCGGGTAGCGAGAATCTTTATTTTCAGGGCGCCATGGGTTCGTCAATCTTTGACT

TTGAGGTGCTTGACGCCGACCATAAGCCATATAATCTCGTGCAACACAAGGGCTCTCCGCTACTGATATACAATGTGGCAAG

TAAATGCGGTTACACAAAGGGTGGTTATGAAACGGCGACAACACTCTACAACAAGTACAAGTCACAGGGCTTCACTGTTCTG

GCGTTCCCGTGTAACCAATTTGGTGGTCAGGAACCCGGAAACGAGGAGGAAATCAAGGAGTTTGTATGCACCAAGTTCAAGG

CTGAGTTTCCAATTATGGCGAAAATTAACGTAAATGGTGAAAACGCACACCCATTGTATGAGTACATGAAAAAAACTAAACC

TGGTATCCTTGCAACGAAGGCTATCAAATGGAACTTTACATCCTTCCTCATTGATCGAGATGGCGTACCCGTGGAGCGCTTC

TCACCTGGTGCCTCTGTGAAGGATATTGAGGAAAAACTCATTCCGCTGCTCGGGAGTGCGCGACTTTGAAAGAAGAATACGT

CTCTGGACGGTACCGGATCCGAATTCGAGCTCCGTCGACAAGCTTGCGGCCGCACTCGAGCACCACCACCACCACCACTGAG

ATCCGGCTGCTAACAAAGCCCGAAAGGAAGCTGAGTTGGCTGCTGCCACCGCTGAGCAATAACTAGCATAACCCCTTGGGGC

CTCTAAACGGGTCTTGAGGGGTTTTTTGCTGAAAGGAGGAACTATATCCGGAT 

T7/lacO promotor; rbs; Trx-Löslichkeitstag; His₆-tag; TEV-Schnittstelle; NcoI; TbPxIII Sequenz ohne 

mitochondriale Zielsequenz; Acc65I; BamHI; EcoRU; SacI; SalI; HindIII; NotI; XhoI; Pet-RP 

 

6.4.4 Plasmidsequenz p166 pHD1700_dTRPML 
Die Gensequenz des Plasmids pHD1700 mit integrierter Sequenz von dTRPML ist nachfolgend 

aufgelistet: 

GAATTCGAGCTCATATAGTTGGTATGTATTCTAATTCCAGACTACTGGCGTGGGATAAACATGTCCCCCTGATTAAAAGGAA

AGATTCCATAGCCCATTAGTGCAAAGATAATTGGTACACCGTCAAAAACACATGGGAGACCACACGATACGACACTGTGACC

GTAGCATCAATTCCGCACTCGATATAACTCTATCGAAGAACTTCCATGGTACAAACTGGTCGCCACGGTCTGCTCCACACGG

AGATCATCGTATCATTTTTATCGATAGCGGCCGCTATCGATGTATGCCTTGGCCCTGATGGCATGCCAATTTCACTACAACG

GACTATGTGGACCCCGTTATCATGGAAATGCGCTAGTTGGAGGAAGTTAGACCGCGCCGGAAAAGAGAGGGGTAGAGAAAAT

GACAACTTGGAAGATATCCACACACGCACGGTGAAACGTTAGCAACAATTATTAGGGAAGCACGCTTGCCCTAGTCCCACGA

GTAACCAAGACTCCAAAAGCCTTTCTGGCACAGAGAGCGAGCCGAAATGGAAAAGAGAAACAATGCCTGCACTAACACTACT

GAGCGATTCGCCTCGCCGCGGAGGACCGAATACTAATAACGACACTTGCGGTCAAAAAGTAGAAGAACAAATGCTCAACGAT

GAGTGAATCAGGTTAGGGTAGTTGGAAAATTATACAGAATGTCTTTGGCAACACACCGGTACCGTCATTGGGGTTAAGCGGA

AAGGTGTGTGTCAGTAGGTTGTGAGGTGAAAGCGTTTTCAGATGCATAGTGAGCTTAATGTCCTTTTCACAGTATATCGTGT

CTGATAGGTATCTCTTATTAGTATAGTCGAATACTAGTCAATAGTGCGTTTTGTGCAAAATGTCCATTTTGTGGCAGTGATG

GGGTTGTTTTATGCTATTCCGTGTCTCTGGGTGGGCGTGCATTGAAAATAGGGGTTATCGGGTagggatctccctatcagtg

atagagatctccctatcagtgatagagatccctGAGTACTGAGTTTAACATGTTCTCGTCCCGGGCTGCACGCGCCTTCGAG

TTTTTTTTCCTTTTCCCCATTTTTTTCAACTTGAAGACTTCAATTACACCAAAAAGTAAAATTCACaagcttatgcagagct

acggccccggagcccagacagctccggccgtcaagcgccgcacggacagctacgaggctgcccagcaacagcagcagtcgcc

ggagagcgacgaggagtacgtgaacaccaggatactgcggcgccaagtgcagctgcagtccactccggtggccccggtggtg

cccatgcccatatccgccggtagtggcactgccccaccctccgtggatggccgcgaggagcagcccgaattccccggatcct

cggctgcatcttaccaggaggagcgaatgcgcaggaagcttcagttcttctttatgaaccccattgagaaatggcaggccaa

gcggaaatttccgtacaagttcgttgtgcagattgtaaaaatctttctggtgacgatgcaattgtgcctttttgcccactcg

cggtataaccacatcaactacacgggtgataaccgatttgccttctcacatctattcctgcgcggctgggattcttcccggg

aggtggagagttatccgcctgctgtgggtccctttgctctatacctcaaatcggagttcttcgacactgtgcagtatgcagt

caatggctacgcgaatgtaagccgatctattggaccatacgactacccgacgcccaataacacaatgccgccactaaagctt

tgcctgcagaactatagagagggcaccatatttggctttaatgagtcctacattttcgatccacatatcgacgaggtgtgtg

agcgactacctccgaacgtaaccaccattggggtggagaattacctcaggcagcgcgatgtggaggtcaattttgcatctct

tgtctccgcacagttgacgttcaagataaagacggttaatttcaaggcaaatggtggacctctttctgctcctgattgtttt

cggtttgacatttccataacgtttaacaaccgagaccatgacgggcaaatgctgctctcactggatgcggaggcgacgcggc

tgaagtgccacggagcaacggacttcatatcagacgccaatttcgattccatgctgcgaagcgtacttaatatattcgtcct

actaacatgcgcactatcctttgcactctgtacaagggctctgtggagagcatatctgctgagatgtacaactgtcaacttt

ttccgttcgcaattcggcaaggagctgagctttgacggccgactggaattcgttaacttttggtacatcatgatcattttca

atgacgtccttttgatcattggatcagctctaaaagagcaaatcgagggaaggtacttggtggtggaccaatgggatacctg

ctcgctttttctgggaattggcaacctgcttgtttggttcggagtgctgcgctacctcggcttcttcaaaacctacaacgtt

gtgatactgacgctgaaaaaggcggcaccaaagattctgcgcttccttatcgccgccttgctgatctatgctggatttgtgt

tttgcggctggctgatcttgggaccctatcacatgaagttccgatcgctggctacaacgtcagagtgcttgtttgcgctgat

aaacggtgatgatatgttcgccacctttgccacgctttccagcaaggccacctggctgtggtggttctgccagatctacttg

tactcgttcatatccttgtacatttatgtggtcctgtcgctgttcattgccgtcataatggatgcctacgacacgataaagg

cgtattacaaggatggctttcccaccaccgatctcaaggcatttgtcggaacgcgcactgcagaggacattagttctggtgt

cttcatgaccgacctggacgacttcgaccagacgagcttccttgacgtggtgaagagcatttgctgctgtggacggtgcggt

cggcatcaggagcccgcccagcccaacagtggttacaccagcctttctagtattatgaagggatccAACGAGCAAAAGCTCA

TTTCTGAAGAGGACTTGTTAATTAACGAGCAAAAGCTCATTTCTGAAGAGGACTTGTAACACCGGGTTGTGTGGCCAAAATT

GTTCTGTAGTCGCTGTGAGTTGACACGGCTAGTGCTTATGATTTTCCTCGCGTGTGGTGCCTGTACTCAGCCCTATGCCTTA
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TTTGCAACACATTTACGTACAGCGCACAAGAGAAGAGAAGATCACTTGAAGATAATAAATATAGGGTTGTAGGCATCTTGTT

TAACTCAAATTTTCTCGTCTTGGTGTGTCGACATGATTGAAATAGTGCCACCAGTTGTGTTTGATGCGTTTGTTATCTATGC

AGTATTCTGCAGTTTAATTTGTTGGATGAGCTATTTCATTAATTTTTTTGCCTTCTCTTCTTTTGGGTTCGCTCGAGTTTCC

ACCCAGCGCGGGTGCATTCTGGCTCTTATATATACTTATTGTCATGACAGAGTATATTGTACTGTGTTGATAAGGGACGGGT

AACTGTATTGAAGAGCCGATGCTTTTGACATGTTAGATATAATATGTTTTATTGTAAAGTCAATACAACACACAATAGGATA

ATAATGATAAAGTTAAAAAAGTATATATAGTAATAGAAATATATCTTATATAGGAAAGATTAAGCAGTAAAAGTAGCGCTTA

CGGCGTACGGAGCAGGAGAGCAACTGACCGCTCTCAGAgcccGGGCACAGCAAGGTCTTCTGAAATTCATGTTTTTTTTTTT

TTTACTCTGCATTGCAGTCTCCGCTCTTATTTAGTTTTGCTTTACGTAAGGTCTCGTTGCTGCCATAAAATAAGCTctagaA

CTAGTGATGAAAAAGCCTGAACTCACCGCGACGTCTGTCGAGAAGTTTCTGATCGAAAAGTTCGACAGCGTCTCCGACCTGA

TGCAGCTCTCGGAGGGCGAAGAATCTCGTGCTTTCAGCTTCGATGTAGGAGGGCGTGGATATGTCCTGCGGGTAAATAGCTG

CGCCGATGGTTTCTACAAAGATCGTTATGTTTATCGGCACTTTGCATCGGCCGCGCTCCCGATTCCGGAAGTGCTTGACATT

GGGGAATTCAGCGAGAGCCTGACCTATTGCATCTCCCGCCGTGCACAGGGTGTCACGTTGCAAGACCTGCCTGAAACCGAAC

TGCCCGCTGTTCTGCAGCCGGTCGCGGAGGCCATGGATGCGATCGCTGCGGCCGATCTTAGCCAGACGAGCGGGTTCGGCCC

ATTCGGACCGCAAGGAATCGGTCAATACACTACATGGCGTGATTTCATATGCGCGATTGCTGATCCCCATGTGTATCACTGG

CAAACTGTGATGGACGACACCGTCAGTGCGTCCGTCGCGCAGGCTCTCGATGAGCTGATGCTTTGGGCCGAGGACTGCCCCG

AAGTCCGGCACCTCGTGCACGCGGATTTCGGCTCCAACAATGTCCTGACGGACAATGGCCGCATAACAGCGGTCATTGACTG

GAGCGAGGCGATGTTCGGGGATTCCCAATACGAGGTCGCCAACATCTTCTTCTGGAGGCCGTGGTTGGCTTGTATGGAGCAG

CAGACGCGCTACTTCGAGCGGAGGCATCCGGAGCTTGCAGGATCGCCGCGGCTCCGGGCGTATATGCTCCGCATTGGTCTTG

ACCAACTCTATCAGAGCTTGGTTGACGGCAATTTCGATGATGCAGCTTGGGCGCAGGGTCGATGCGACGCAATCGTCCGATC

CGGAGCCGGGACTGTCGGGCGTACACAAATCGCCCGCAGAAGCGCGGCCGTCTGGACCGATGGCTGTGTAGAAGTACTCGCC

GATAGTGGAAACCGACGCCCCAGCACTCGTCCGAGGGCAAAGGAATAGAGTAGATGCCGACCGGGATCGATCCCCCGATCCT

AACACCGGGTTGTGTGGCCAAAATTGTTCTGTAGTCGCTGTGAGTTGACACGGCTAGTGCTTATGATTTTCCTCGCGTGTGG

TGCCTGTACTCAGCCCTATGCCTTATTTGCAACACATTTACGTACAGCGCACAAGAGAAGAGAAGATCACTTGAAGATAATA

AATATAGGGTTGTAGGCATCTTGTTTAACTCAAATTTTCTCGTCTTGGTGTGTCGACATGATTGAAATAGTGCCACCAGTTG

TGTTTGATGCGTTTGTTATCTATGCAGTATTCTGCAAGGCCTTGCAAGGCCTTGCAGGCATGCAAGCTAGCTTGTATTCTAT

AGTGTCACCTAAATCGTATGTGTATGATACATAAGGTTATGTATTAATTGTAGCCGCGTTCTAACGACAATATGTACAAGCC

TAATTGTGTAGCATCTGGCTTACTGAAGCAGACCCTATCATCTCTCTCGTAAACTGCCGTCAGAGTCGGTTTGGTTGGACGA

ACCTTCTGAGTTTCTGGTAACGCCGTTCCGCACCCCGGAAATGGTCAGCGAACCAATCAGCAGGGTCATCGCTAGCCAGATC

CTCTACGCCGGACGCATCGTGGCCGGCATCACCGGCGCCACAGGTGCGGTTGCTGGCGCCTATATCGCCGACATCACCGATG

GGGAAGATCGGGCTCGCCACTTCGGGCTCATGAGCGCTTGTTTCGGCGTGGGTATGGTGGCAGGCCCCGTGGCCGGGGGACT

GTTGGGCGCCATCTCCTTGCACCATTCCTTGCGGCGGCGGTGCTCAACGGCCTCAACCTACTACTGGGCTGCTTCCTAATGC

AGGAGTCGCATAAGGGAGAGCGTCGATATGGTGCACTCTCAGTACAATCTGCTCTGATGCCGCATAGTTAAGCCAGCCCCGA

CACCCGCCAACACCCGCTGACGCGCCCTGACGGGCTTGTCTGCTCCCGGCATCCGCTTACAGACAAGCTGTGACCGTCTCCG

GGAGCTGCATGTGTCAGAGGTTTTCACCGTCATCACCGAAACGCGCGAGACGAAAGGGCCTCGTGATACGCCTATTTTTATA

GGTTAATGTCATGATAATAATGGTTTCTTAGACGTCAGGTGGCACTTTTCGGGGAAATGTGCGCGGAACCCCTATTTGTTTA

TTTTTCTAAATACATTCAAATATGTATCCGCTCATGAGACAATAACCCTGATAAATGCTTCAATAATATTGAAAAAGGAAGA

GTATGAGTATTCAACATTTCCGTGTCGCCCTTATTCCCTTTTTTGCGGCATTTTGCCTTCCTGTTTTTGCTCACCCAGAAAC

GCTGGTGAAAGTAAAAGATGCTGAAGATCAGTTGGGTGCACGAGTGGGTTACATCGAACTGGATCTCAACAGCGGTAAGATC

CTTGAGAGTTTTCGCCCCGAAGAACGTTTTCCAATGATGAGCACTTTTAAAGTTCTGCTATGTGGCGCGGTATTATCCCGTA

TTGACGCCGGGCAAGAGCAACTCGGTCGCCGCATACACTATTCTCAGAATGACTTGGTTGAGTACTCACCAGTCACAGAAAA

GCATCTTACGGATGGCATGACAGTAAGAGAATTATGCAGTGCTGCCATAACCATGAGTGATAACACTGCGGCCAACTTACTT

CTGACAACGATCGGAGGACCGAAGGAGCTAACCGCTTTTTTGCACAACATGGGGGATCATGTAACTCGCCTTGATCGTTGGG

AACCGGAGCTGAATGAAGCCATACCAAACGACGAGCGTGACACCACGATGCCTGTAGCAATGGCAACAACGTTGCGCAAACT

ATTAACTGGCGAACTACTTACTCTAGCTTCCCGGCAACAATTAATAGACTGGATGGAGGCGGATAAAGTTGCAGGACCACTT

CTGCGCTCGGCCCTTCCGGCTGGCTGGTTTATTGCTGATAAATCTGGAGCCGGTGAGCGTGGGTCTCGCGGTATCATTGCAG

CACTGGGGCCAGATGGTAAGCCCTCCCGTATCGTAGTTATCTACACGACGGGGAGTCAGGCAACTATGGATGAACGAAATAG

ACAGATCGCTGAGATAGGTGCCTCACTGATTAAGCATTGGTAACTGTCAGACCAAGTTTACTCATATATACTTTAGATTGAT

TTAAAACTTCATTTTTAATTTAAAAGGATCTAGGTGAAGATCCTTTTTGATAATCTCATGACCAAAATCCCTTAACGTGAGT

TTTCGTTCCACTGAGCGTCAGACCCCGTAGAAAAGATCAAAGGATCTTCTTGAGATCCTTTTTTTCTGCGCGTAATCTGCTG

CTTGCAAACAAAAAAACCACCGCTACCAGCGGTGGTTTGTTTGCCGGATCAAGAGCTACCAACTCTTTTTCCGAAGGTAACT

GGCTTCAGCAGAGCGCAGATACCAAATACTGTCCTTCTAGTGTAGCCGTAGTTAGGCCACCACTTCAAGAACTCTGTAGCAC

CGCCTACATACCTCGCTCTGCTAATCCTGTTACCAGTGGCTGCTGCCAGTGGCGATAAGTCGTGTCTTACCGGGTTGGACTC

AAGACGATAGTTACCGGATAAGGCGCAGCGGTCGGGCTGAACGGGGGGTTCGTGCACACAGCCCAGCTTGGAGCGAACGACC

TACACCGAACTGAGATACCTACAGCGTGAGCTATGAGAAAGCGCCACGCTTCCCGAAGGGAGAAAGGCGGACAGGTATCCGG

TAAGCGGCAGGGTCGGAACAGGAGAGCGCACGAGGGAGCTTCCAGGGGGAAACGCCTGGTATCTTTATAGTCCTGTCGGGTT

TCGCCACCTCTGACTTGAGCGTCGATTTTTGTGATGCTCGTCAGGGGGGCGGAGCCTATGGAAAAACGCCAGCAACGCGGCC

TTTTTACGGTTCCTGGCCTTTTGCTGGCCTTTTGCTCACATGTTCTTTCCTGCGTTATCCCCTGATTCTGTGGATAACCGTA

TTACCGCCTTTGAGTGAGCTGATACCGCTCGCCGCAGCCGAACGACCGAGCGCAGCGAGTCAGTGAGCGAGGAAGCGGAAGA

GCGCCCAATACGCAAACCGCCTCTCCCCGCGCGTTGGCCGATTCATTAATGCAGCTGGCTTATCGAAATTAATACGACTCAC

TATAGGGAGACCG 
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RRNA_SPACER, GPEET_promoter, TET_OP, EP_5UTR, HindIII, dTRPML, BamHI, MYCTAG, 

MYCTAG, ACT_3UTR, EP_intergen, ACT_5UTR, HygroR, ACT_3UTR, SP6, Amp prom, AmpR, 

ColE1 origin, T7 
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6.5 Aminosäure- und Proteinsequenzen der Proteinkonstrukte 
PxIII (ohne mitochondriale Targetingsequenz) 

tcgtcaatctttgactttgaggtgcttgacgccgaccataagccatataatctcgtgcaa 

 S  S  I  F  D  F  E  V  L  D  A  D  H  K  P  Y  N  L  V  Q  

cacaagggctctccgctactgatatacaatgtggcaagtaaatgcggttacacaaagggt 

 H  K  G  S  P  L  L  I  Y  N  V  A  S  K  C  G  Y  T  K  G  

ggttatgaaacggcgacaacactctacaacaagtacaagtcacagggcttcactgttctg 

 G  Y  E  T  A  T  T  L  Y  N  K  Y  K  S  Q  G  F  T  V  L  

gcgttcccgtgtaaccaatttggtggtcaggaacccggaaacgaggaggaaatcaaggag 

 A  F  P  C  N  Q  F  G  G  Q  E  P  G  N  E  E  E  I  K  E  

tttgtatgcaccaagttcaaggctgagtttccaattatggcgaaaattaacgtaaatggt 

 F  V  C  T  K  F  K  A  E  F  P  I  M  A  K  I  N  V  N  G  

gaaaacgcacacccattgtatgagtacatgaaaaaaactaaacctggtatccttgcaacg 

 E  N  A  H  P  L  Y  E  Y  M  K  K  T  K  P  G  I  L  A  T  

aaggctatcaaatggaactttacatccttcctcattgatcgagatggcgtacccgtggag 

 K  A  I  K  W  N  F  T  S  F  L  I  D  R  D  G  V  P  V  E  

cgcttctcacctggtgcctctgtgaaggatattgaggaaaaactcattccgctgctcggg 

 R  F  S  P  G  A  S  V  K  D  I  E  E  K  L  I  P  L  L  G  

agtgcgcgactttga 

 S  A  R  L  -  

 

TpxWT 

ggttctggcctcgctaagtatcttcctggcgcaaccaacctgctgtccaagtcgggtgaa 

 G  S  G  L  A  K  Y  L  P  G  A  T  N  L  L  S  K  S  G  E  

gtttcactgggatccctcgttgggaaaactgtgtttctttacttttctgcctcctggtgc 

 V  S  L  G  S  L  V  G  K  T  V  F  L  Y  F  S  A  S  W  C  

cccccatgccggggttttacaccggtcctcgccgagttctacgagaagcatcatgtggcg 

 P  P  C  R  G  F  T  P  V  L  A  E  F  Y  E  K  H  H  V  A  

aaaaacttcgaagtcgtgctgatttcctgggatgaaaacgagagcgacttccatgattac 

 K  N  F  E  V  V  L  I  S  W  D  E  N  E  S  D  F  H  D  Y  

tacggcaagatgccgtggctcgctctcccatttgaccaacgctcgacagtttcggaattg 

 Y  G  K  M  P  W  L  A  L  P  F  D  Q  R  S  T  V  S  E  L  

ggcaagacatttggcgtggaatccattccgactcttatcacaatcaatgctgataccggt 

 G  K  T  F  G  V  E  S  I  P  T  L  I  T  I  N  A  D  T  G  

gccatcattggcactcaggcccgtacccgtgtcattgaggatcccgatggtgccaacttt 

 A  I  I  G  T  Q  A  R  T  R  V  I  E  D  P  D  G  A  N  F  

ccgtggcccaactga 

 P  W  P  N  -   

 

TpxS38A 

ggttctggcctcgctaagtatcttcctggcgcaaccaacctgctgtccaagtcgggtgaa 

 G  S  G  L  A  K  Y  L  P  G  A  T  N  L  L  S  K  S  G  E  

gtttcactgggatccctcgttgggaaaactgtgtttctttacttttctgccgcgtggtgc 

 V  S  L  G  S  L  V  G  K  T  V  F  L  Y  F  S  A  A  W  C  

cccccatgccggggttttacaccggtcctcgccgagttctacgagaagcatcatgtggcg 

 P  P  C  R  G  F  T  P  V  L  A  E  F  Y  E  K  H  H  V  A  

aaaaacttcgaagtcgtgctgatttcctgggatgaaaacgagagcgacttccatgattac 

 K  N  F  E  V  V  L  I  S  W  D  E  N  E  S  D  F  H  D  Y  

tacggcaagatgccgtggctcgctctcccatttgaccaacgctcgacagtttcggaattg 

 Y  G  K  M  P  W  L  A  L  P  F  D  Q  R  S  T  V  S  E  L  

ggcaagacatttggcgtggaatccattccgactcttatcacaatcaatgctgataccggt 

 G  K  T  F  G  V  E  S  I  P  T  L  I  T  I  N  A  D  T  G  

gccatcattggcactcaggcccgtacccgtgtcattgaggatcccgatggtgccaacttt 

 A  I  I  G  T  Q  A  R  T  R  V  I  E  D  P  D  G  A  N  F  

ccgtggcccaactga 

 P  W  P  N  -   
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TpxW39A 

ggttctggcctcgctaagtatcttcctggcgcaaccaacctgctgtccaagtcgggtgaa 

 G  S  G  L  A  K  Y  L  P  G  A  T  N  L  L  S  K  S  G  E  

gtttcactgggatccctcgttgggaaaactgtgtttctttacttttctgcctccgcgtgc 

 V  S  L  G  S  L  V  G  K  T  V  F  L  Y  F  S  A  S  A  C  

cccccatgccggggttttacaccggtcctcgccgagttctacgagaagcatcatgtggcg 

 P  P  C  R  G  F  T  P  V  L  A  E  F  Y  E  K  H  H  V  A  

aaaaacttcgaagtcgtgctgatttcctgggatgaaaacgagagcgacttccatgattac 

 K  N  F  E  V  V  L  I  S  W  D  E  N  E  S  D  F  H  D  Y  

tacggcaagatgccgtggctcgctctcccatttgaccaacgctcgacagtttcggaattg 

 Y  G  K  M  P  W  L  A  L  P  F  D  Q  R  S  T  V  S  E  L  

ggcaagacatttggcgtggaatccattccgactcttatcacaatcaatgctgataccggt 

 G  K  T  F  G  V  E  S  I  P  T  L  I  T  I  N  A  D  T  G  

gccatcattggcactcaggcccgtacccgtgtcattgaggatcccgatggtgccaacttt 

 A  I  I  G  T  Q  A  R  T  R  V  I  E  D  P  D  G  A  N  F  

ccgtggcccaactga 

 P  W  P  N  -   

 

TpxW39F 

ggttctggcctcgctaagtatcttcctggcgcaaccaacctgctgtccaagtcgggtgaa 

 G  S  G  L  A  K  Y  L  P  G  A  T  N  L  L  S  K  S  G  E  

gtttcactgggatccctcgttgggaaaactgtgtttctttacttttctgcctccttttgc 

 V  S  L  G  S  L  V  G  K  T  V  F  L  Y  F  S  A  S  F  C  

cccccatgccggggttttacaccggtcctcgccgagttctacgagaagcatcatgtggcg 

 P  P  C  R  G  F  T  P  V  L  A  E  F  Y  E  K  H  H  V  A  

aaaaacttcgaagtcgtgctgatttcctgggatgaaaacgagagcgacttccatgattac 

 K  N  F  E  V  V  L  I  S  W  D  E  N  E  S  D  F  H  D  Y  

tacggcaagatgccgtggctcgctctcccatttgaccaacgctcgacagtttcggaattg 

 Y  G  K  M  P  W  L  A  L  P  F  D  Q  R  S  T  V  S  E  L  

ggcaagacatttggcgtggaatccattccgactcttatcacaatcaatgctgataccggt 

 G  K  T  F  G  V  E  S  I  P  T  L  I  T  I  N  A  D  T  G  

gccatcattggcactcaggcccgtacccgtgtcattgaggatcccgatggtgccaacttt 

 A  I  I  G  T  Q  A  R  T  R  V  I  E  D  P  D  G  A  N  F  

ccgtggcccaactga 

 P  W  P  N  -   

 

TpxW39Y 

ggttctggcctcgctaagtatcttcctggcgcaaccaacctgctgtccaagtcgggtgaa 

 G  S  G  L  A  K  Y  L  P  G  A  T  N  L  L  S  K  S  G  E  

gtttcactgggatccctcgttgggaaaactgtgtttctttacttttctgcctcctattgc 

 V  S  L  G  S  L  V  G  K  T  V  F  L  Y  F  S  A  S  Y  C  

cccccatgccggggttttacaccggtcctcgccgagttctacgagaagcatcatgtggcg 

 P  P  C  R  G  F  T  P  V  L  A  E  F  Y  E  K  H  H  V  A  

aaaaacttcgaagtcgtgctgatttcctgggatgaaaacgagagcgacttccatgattac 

 K  N  F  E  V  V  L  I  S  W  D  E  N  E  S  D  F  H  D  Y  

tacggcaagatgccgtggctcgctctcccatttgaccaacgctcgacagtttcggaattg 

 Y  G  K  M  P  W  L  A  L  P  F  D  Q  R  S  T  V  S  E  L  

ggcaagacatttggcgtggaatccattccgactcttatcacaatcaatgctgataccggt 

 G  K  T  F  G  V  E  S  I  P  T  L  I  T  I  N  A  D  T  G  

gccatcattggcactcaggcccgtacccgtgtcattgaggatcccgatggtgccaacttt 

 A  I  I  G  T  Q  A  R  T  R  V  I  E  D  P  D  G  A  N  F  

ccgtggcccaactga 

 P  W  P  N  -   
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TpxC40S 

ggttctggcctcgctaagtatcttcctggcgcaaccaacctgctgtccaagtcgggtgaa 

 G  S  G  L  A  K  Y  L  P  G  A  T  N  L  L  S  K  S  G  E  

gtttcactgggatccctcgttgggaaaactgtgtttctttacttttctgcctcctggtcc 

 V  S  L  G  S  L  V  G  K  T  V  F  L  Y  F  S  A  S  W  S  

cccccatgccggggttttacaccggtcctcgccgagttctacgagaagcatcatgtggcg 

 P  P  C  R  G  F  T  P  V  L  A  E  F  Y  E  K  H  H  V  A  

aaaaacttcgaagtcgtgctgatttcctgggatgaaaacgagagcgacttccatgattac 

 K  N  F  E  V  V  L  I  S  W  D  E  N  E  S  D  F  H  D  Y  

tacggcaagatgccgtggctcgctctcccatttgaccaacgctcgacagtttcggaattg 

 Y  G  K  M  P  W  L  A  L  P  F  D  Q  R  S  T  V  S  E  L  

ggcaagacatttggcgtggaatccattccgactcttatcacaatcaatgctgataccggt 

 G  K  T  F  G  V  E  S  I  P  T  L  I  T  I  N  A  D  T  G  

gccatcattggcactcaggcccgtacccgtgtcattgaggatcccgatggtgccaacttt 

 A  I  I  G  T  Q  A  R  T  R  V  I  E  D  P  D  G  A  N  F  

ccgtggcccaactga 

 P  W  P  N  -   

 

TpxC43S 

ggttctggcctcgctaagtatcttcctggcgcaaccaacctgctgtccaagtcgggtgaa 

 G  S  G  L  A  K  Y  L  P  G  A  T  N  L  L  S  K  S  G  E  

gtttcactgggatccctcgttgggaaaactgtgtttctttacttttctgcctcctggtgc 

 V  S  L  G  S  L  V  G  K  T  V  F  L  Y  F  S  A  S  W  C  

cccccatcccggggttttacaccggtcctcgccgagttctacgagaagcatcatgtggcg 

 P  P  S  R  G  F  T  P  V  L  A  E  F  Y  E  K  H  H  V  A  

aaaaacttcgaagtcgtgctgatttcctgggatgaaaacgagagcgacttccatgattac 

 K  N  F  E  V  V  L  I  S  W  D  E  N  E  S  D  F  H  D  Y  

tacggcaagatgccgtggctcgctctcccatttgaccaacgctcgacagtttcggaattg 

 Y  G  K  M  P  W  L  A  L  P  F  D  Q  R  S  T  V  S  E  L  

ggcaagacatttggcgtggaatccattccgactcttatcacaatcaatgctgataccggt 

 G  K  T  F  G  V  E  S  I  P  T  L  I  T  I  N  A  D  T  G  

gccatcattggcactcaggcccgtacccgtgtcattgaggatcccgatggtgccaacttt 

 A  I  I  G  T  Q  A  R  T  R  V  I  E  D  P  D  G  A  N  F  

ccgtggcccaactga 

 P  W  P  N  -   

 

TpxC40/43S 

ggttctggcctcgctaagtatcttcctggcgcaaccaacctgctgtccaagtcgggtgaa 

 G  S  G  L  A  K  Y  L  P  G  A  T  N  L  L  S  K  S  G  E  

gtttcactgggatccctcgttgggaaaactgtgtttctttacttttctgcctcctggtcc 

 V  S  L  G  S  L  V  G  K  T  V  F  L  Y  F  S  A  S  W  S  

cccccatcccggggttttacaccggtcctcgccgagttctacgagaagcatcatgtggcg 

 P  P  S  R  G  F  T  P  V  L  A  E  F  Y  E  K  H  H  V  A  

aaaaacttcgaagtcgtgctgatttcctgggatgaaaacgagagcgacttccatgattac 

 K  N  F  E  V  V  L  I  S  W  D  E  N  E  S  D  F  H  D  Y  

tacggcaagatgccgtggctcgctctcccatttgaccaacgctcgacagtttcggaattg 

 Y  G  K  M  P  W  L  A  L  P  F  D  Q  R  S  T  V  S  E  L  

ggcaagacatttggcgtggaatccattccgactcttatcacaatcaatgctgataccggt 

 G  K  T  F  G  V  E  S  I  P  T  L  I  T  I  N  A  D  T  G  

gccatcattggcactcaggcccgtacccgtgtcattgaggatcccgatggtgccaacttt 

 A  I  I  G  T  Q  A  R  T  R  V  I  E  D  P  D  G  A  N  F  

ccgtggcccaactga 

 P  W  P  N  -   
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TpxR44A 

ggttctggcctcgctaagtatcttcctggcgcaaccaacctgctgtccaagtcgggtgaa 

 G  S  G  L  A  K  Y  L  P  G  A  T  N  L  L  S  K  S  G  E  

gtttcactgggatccctcgttgggaaaactgtgtttctttacttttctgcctcctggtgc 

 V  S  L  G  S  L  V  G  K  T  V  F  L  Y  F  S  A  S  W  C  

cccccatgcgcgggttttacaccggtcctcgccgagttctacgagaagcatcatgtggcg 

 P  P  C  A  G  F  T  P  V  L  A  E  F  Y  E  K  H  H  V  A  

aaaaacttcgaagtcgtgctgatttcctgggatgaaaacgagagcgacttccatgattac 

 K  N  F  E  V  V  L  I  S  W  D  E  N  E  S  D  F  H  D  Y  

tacggcaagatgccgtggctcgctctcccatttgaccaacgctcgacagtttcggaattg 

 Y  G  K  M  P  W  L  A  L  P  F  D  Q  R  S  T  V  S  E  L  

ggcaagacatttggcgtggaatccattccgactcttatcacaatcaatgctgataccggt 

 G  K  T  F  G  V  E  S  I  P  T  L  I  T  I  N  A  D  T  G  

gccatcattggcactcaggcccgtacccgtgtcattgaggatcccgatggtgccaacttt 

 A  I  I  G  T  Q  A  R  T  R  V  I  E  D  P  D  G  A  N  F  

ccgtggcccaactga 

 P  W  P  N  -   

 

TpxW70A 

ggttctggcctcgctaagtatcttcctggcgcaaccaacctgctgtccaagtcgggtgaa 

 G  S  G  L  A  K  Y  L  P  G  A  T  N  L  L  S  K  S  G  E  

gtttcactgggatccctcgttgggaaaactgtgtttctttacttttctgcctcctggtgc 

 V  S  L  G  S  L  V  G  K  T  V  F  L  Y  F  S  A  S  W  C  

cccccatgccggggttttacaccggtcctcgccgagttctacgagaagcatcatgtggcg 

 P  P  C  R  G  F  T  P  V  L  A  E  F  Y  E  K  H  H  V  A  

aaaaacttcgaagtcgtgctgatttccgcggatgaaaacgagagcgacttccatgattac 

 K  N  F  E  V  V  L  I  S  A  D  E  N  E  S  D  F  H  D  Y  

tacggcaagatgccgtggctcgctctcccatttgaccaacgctcgacagtttcggaattg 

 Y  G  K  M  P  W  L  A  L  P  F  D  Q  R  S  T  V  S  E  L  

ggcaagacatttggcgtggaatccattccgactcttatcacaatcaatgctgataccggt 

 G  K  T  F  G  V  E  S  I  P  T  L  I  T  I  N  A  D  T  G  

gccatcattggcactcaggcccgtacccgtgtcattgaggatcccgatggtgccaacttt 

 A  I  I  G  T  Q  A  R  T  R  V  I  E  D  P  D  G  A  N  F  

ccgtggcccaactga 

 P  W  P  N  -   

 

TpxW70F 

ggttctggcctcgctaagtatcttcctggcgcaaccaacctgctgtccaagtcgggtgaa 

 G  S  G  L  A  K  Y  L  P  G  A  T  N  L  L  S  K  S  G  E  

gtttcactgggatccctcgttgggaaaactgtgtttctttacttttctgcctcctggtgc 

 V  S  L  G  S  L  V  G  K  T  V  F  L  Y  F  S  A  S  W  C  

cccccatgccggggttttacaccggtcctcgccgagttctacgagaagcatcatgtggcg 

 P  P  C  R  G  F  T  P  V  L  A  E  F  Y  E  K  H  H  V  A  

aaaaacttcgaagtcgtgctgatttcctttgatgaaaacgagagcgacttccatgattac 

 K  N  F  E  V  V  L  I  S  F  D  E  N  E  S  D  F  H  D  Y  

tacggcaagatgccgtggctcgctctcccatttgaccaacgctcgacagtttcggaattg 

 Y  G  K  M  P  W  L  A  L  P  F  D  Q  R  S  T  V  S  E  L  

ggcaagacatttggcgtggaatccattccgactcttatcacaatcaatgctgataccggt 

 G  K  T  F  G  V  E  S  I  P  T  L  I  T  I  N  A  D  T  G  

gccatcattggcactcaggcccgtacccgtgtcattgaggatcccgatggtgccaacttt 

 A  I  I  G  T  Q  A  R  T  R  V  I  E  D  P  D  G  A  N  F  

ccgtggcccaactga 

 P  W  P  N  -   
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TpxW70Y 

ggttctggcctcgctaagtatcttcctggcgcaaccaacctgctgtccaagtcgggtgaa 

 G  S  G  L  A  K  Y  L  P  G  A  T  N  L  L  S  K  S  G  E  

gtttcactgggatccctcgttgggaaaactgtgtttctttacttttctgcctcctggtgc 

 V  S  L  G  S  L  V  G  K  T  V  F  L  Y  F  S  A  S  W  C  

cccccatgccggggttttacaccggtcctcgccgagttctacgagaagcatcatgtggcg 

 P  P  C  R  G  F  T  P  V  L  A  E  F  Y  E  K  H  H  V  A  

aaaaacttcgaagtcgtgctgatttcctatgatgaaaacgagagcgacttccatgattac 

 K  N  F  E  V  V  L  I  S  A  D  E  N  E  S  D  F  H  D  Y  

tacggcaagatgccgtggctcgctctcccatttgaccaacgctcgacagtttcggaattg 

 Y  G  K  M  P  W  L  A  L  P  F  D  Q  R  S  T  V  S  E  L  

ggcaagacatttggcgtggaatccattccgactcttatcacaatcaatgctgataccggt 

 G  K  T  F  G  V  E  S  I  P  T  L  I  T  I  N  A  D  T  G  

gccatcattggcactcaggcccgtacccgtgtcattgaggatcccgatggtgccaacttt 

 A  I  I  G  T  Q  A  R  T  R  V  I  E  D  P  D  G  A  N  F  

ccgtggcccaactga 

 P  W  P  N  -   

 

TpxY81F 

ggttctggcctcgctaagtatcttcctggcgcaaccaacctgctgtccaagtcgggtgaa 

 G  S  G  L  A  K  Y  L  P  G  A  T  N  L  L  S  K  S  G  E  

gtttcactgggatccctcgttgggaaaactgtgtttctttacttttctgcctcctggtgc 

 V  S  L  G  S  L  V  G  K  T  V  F  L  Y  F  S  A  S  W  C  

cccccatgccggggttttacaccggtcctcgccgagttctacgagaagcatcatgtggcg 

 P  P  C  R  G  F  T  P  V  L  A  E  F  Y  E  K  H  H  V  A  

aaaaacttcgaagtcgtgctgatttcctgggatgaaaacgagagcgacttccatgattac 

 K  N  F  E  V  V  L  I  S  W  D  E  N  E  S  D  F  H  D  Y  

ttcggcaagatgccgtggctcgctctcccatttgaccaacgctcgacagtttcggaattg 

 F  G  K  M  P  W  L  A  L  P  F  D  Q  R  S  T  V  S  E  L  

ggcaagacatttggcgtggaatccattccgactcttatcacaatcaatgctgataccggt 

 G  K  T  F  G  V  E  S  I  P  T  L  I  T  I  N  A  D  T  G  

gccatcattggcactcaggcccgtacccgtgtcattgaggatcccgatggtgccaacttt 

 A  I  I  G  T  Q  A  R  T  R  V  I  E  D  P  D  G  A  N  F  

ccgtggcccaactga 

 P  W  P  N  -   

 

TpxW86A 

ggttctggcctcgctaagtatcttcctggcgcaaccaacctgctgtccaagtcgggtgaa 

 G  S  G  L  A  K  Y  L  P  G  A  T  N  L  L  S  K  S  G  E  

gtttcactgggatccctcgttgggaaaactgtgtttctttacttttctgcctcctggtgc 

 V  S  L  G  S  L  V  G  K  T  V  F  L  Y  F  S  A  S  W  C  

cccccatgccggggttttacaccggtcctcgccgagttctacgagaagcatcatgtggcg 

 P  P  C  R  G  F  T  P  V  L  A  E  F  Y  E  K  H  H  V  A  

aaaaacttcgaagtcgtgctgatttcctgggatgaaaacgagagcgacttccatgattac 

 K  N  F  E  V  V  L  I  S  W  D  E  N  E  S  D  F  H  D  Y  

tacggcaagatgccggcgctcgctctcccatttgaccaacgctcgacagtttcggaattg 

 Y  G  K  M  P  A  L  A  L  P  F  D  Q  R  S  T  V  S  E  L  

ggcaagacatttggcgtggaatccattccgactcttatcacaatcaatgctgataccggt 

 G  K  T  F  G  V  E  S  I  P  T  L  I  T  I  N  A  D  T  G  

gccatcattggcactcaggcccgtacccgtgtcattgaggatcccgatggtgccaacttt 

 A  I  I  G  T  Q  A  R  T  R  V  I  E  D  P  D  G  A  N  F  

ccgtggcccaactga 

 P  W  P  N  -   
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TpxK102A 

ggttctggcctcgctaagtatcttcctggcgcaaccaacctgctgtccaagtcgggtgaa 

 G  S  G  L  A  K  Y  L  P  G  A  T  N  L  L  S  K  S  G  E  

gtttcactgggatccctcgttgggaaaactgtgtttctttacttttctgcctcctggtgc 

 V  S  L  G  S  L  V  G  K  T  V  F  L  Y  F  S  A  S  W  C  

cccccatgccggggttttacaccggtcctcgccgagttctacgagaagcatcatgtggcg 

 P  P  C  R  G  F  T  P  V  L  A  E  F  Y  E  K  H  H  V  A  

aaaaacttcgaagtcgtgctgatttcctgggatgaaaacgagagcgacttccatgattac 

 K  N  F  E  V  V  L  I  S  W  D  E  N  E  S  D  F  H  D  Y  

tacggcaagatgccgtggctcgctctcccatttgaccaacgctcgacagtttcggaattg 

 Y  G  K  M  P  W  L  A  L  P  F  D  Q  R  S  T  V  S  E  L  

ggcgcgacatttggcgtggaatccattccgactcttatcacaatcaatgctgataccggt 

 G  A  T  F  G  V  E  S  I  P  T  L  I  T  I  N  A  D  T  G  

gccatcattggcactcaggcccgtacccgtgtcattgaggatcccgatggtgccaacttt 

 A  I  I  G  T  Q  A  R  T  R  V  I  E  D  P  D  G  A  N  F  

ccgtggcccaactga 

 P  W  P  N  -   

 

TpxK102E 

ggttctggcctcgctaagtatcttcctggcgcaaccaacctgctgtccaagtcgggtgaa 

 G  S  G  L  A  K  Y  L  P  G  A  T  N  L  L  S  K  S  G  E  

gtttcactgggatccctcgttgggaaaactgtgtttctttacttttctgcctcctggtgc 

 V  S  L  G  S  L  V  G  K  T  V  F  L  Y  F  S  A  S  W  C  

cccccatgccggggttttacaccggtcctcgccgagttctacgagaagcatcatgtggcg 

 P  P  C  R  G  F  T  P  V  L  A  E  F  Y  E  K  H  H  V  A  

aaaaacttcgaagtcgtgctgatttcctgggatgaaaacgagagcgacttccatgattac 

 K  N  F  E  V  V  L  I  S  W  D  E  N  E  S  D  F  H  D  Y  

tacggcaagatgccgtggctcgctctcccatttgaccaacgctcgacagtttcggaattg 

 Y  G  K  M  P  W  L  A  L  P  F  D  Q  R  S  T  V  S  E  L  

ggcgagacatttggcgtggaatccattccgactcttatcacaatcaatgctgataccggt 

 G  E  T  F  G  V  E  S  I  P  T  L  I  T  I  N  A  D  T  G  

gccatcattggcactcaggcccgtacccgtgtcattgaggatcccgatggtgccaacttt 

 A  I  I  G  T  Q  A  R  T  R  V  I  E  D  P  D  G  A  N  F  

ccgtggcccaactga 

 P  W  P  N  -   

 

TpxE107A 

ggttctggcctcgctaagtatcttcctggcgcaaccaacctgctgtccaagtcgggtgaa 

 G  S  G  L  A  K  Y  L  P  G  A  T  N  L  L  S  K  S  G  E  

gtttcactgggatccctcgttgggaaaactgtgtttctttacttttctgcctcctggtgc 

 V  S  L  G  S  L  V  G  K  T  V  F  L  Y  F  S  A  S  W  C  

cccccatgccggggttttacaccggtcctcgccgagttctacgagaagcatcatgtggcg 

 P  P  C  R  G  F  T  P  V  L  A  E  F  Y  E  K  H  H  V  A  

aaaaacttcgaagtcgtgctgatttcctgggatgaaaacgagagcgacttccatgattac 

 K  N  F  E  V  V  L  I  S  W  D  E  N  E  S  D  F  H  D  Y  

tacggcaagatgccgtggctcgctctcccatttgaccaacgctcgacagtttcggaattg 

 Y  G  K  M  P  W  L  A  L  P  F  D  Q  R  S  T  V  S  E  L  

ggcaagacatttggcgtggcgtccattccgactcttatcacaatcaatgctgataccggt 

 G  K  T  F  G  V  A  S  I  P  T  L  I  T  I  N  A  D  T  G  

gccatcattggcactcaggcccgtacccgtgtcattgaggatcccgatggtgccaacttt 

 A  I  I  G  T  Q  A  R  T  R  V  I  E  D  P  D  G  A  N  F  

ccgtggcccaactga 

 P  W  P  N  -   
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TpxE107K 

ggttctggcctcgctaagtatcttcctggcgcaaccaacctgctgtccaagtcgggtgaa 

 G  S  G  L  A  K  Y  L  P  G  A  T  N  L  L  S  K  S  G  E  

gtttcactgggatccctcgttgggaaaactgtgtttctttacttttctgcctcctggtgc 

 V  S  L  G  S  L  V  G  K  T  V  F  L  Y  F  S  A  S  W  C  

cccccatgccggggttttacaccggtcctcgccgagttctacgagaagcatcatgtggcg 

 P  P  C  R  G  F  T  P  V  L  A  E  F  Y  E  K  H  H  V  A  

aaaaacttcgaagtcgtgctgatttcctgggatgaaaacgagagcgacttccatgattac 

 K  N  F  E  V  V  L  I  S  W  D  E  N  E  S  D  F  H  D  Y  

tacggcaagatgccgtggctcgctctcccatttgaccaacgctcgacagtttcggaattg 

 Y  G  K  M  P  W  L  A  L  P  F  D  Q  R  S  T  V  S  E  L  

ggcaagacatttggcgtgaaatccattccgactcttatcacaatcaatgctgataccggt 

 G  K  T  F  G  V  K  S  I  P  T  L  I  T  I  N  A  D  T  G  

gccatcattggcactcaggcccgtacccgtgtcattgaggatcccgatggtgccaacttt 

 A  I  I  G  T  Q  A  R  T  R  V  I  E  D  P  D  G  A  N  F  

ccgtggcccaactga 

 P  W  P  N  -   

 

TpxI109A 

ggttctggcctcgctaagtatcttcctggcgcaaccaacctgctgtccaagtcgggtgaa 

 G  S  G  L  A  K  Y  L  P  G  A  T  N  L  L  S  K  S  G  E  

gtttcactgggatccctcgttgggaaaactgtgtttctttacttttctgcctcctggtgc 

 V  S  L  G  S  L  V  G  K  T  V  F  L  Y  F  S  A  S  W  C  

cccccatgccggggttttacaccggtcctcgccgagttctacgagaagcatcatgtggcg 

 P  P  C  R  G  F  T  P  V  L  A  E  F  Y  E  K  H  H  V  A  

aaaaacttcgaagtcgtgctgatttcctgggatgaaaacgagagcgacttccatgattac 

 K  N  F  E  V  V  L  I  S  W  D  E  N  E  S  D  F  H  D  Y  

tacggcaagatgccgtggctcgctctcccatttgaccaacgctcgacagtttcggaattg 

 Y  G  K  M  P  W  L  A  L  P  F  D  Q  R  S  T  V  S  E  L  

ggcaagacatttggcgtggaatccgcgccgactcttatcacaatcaatgctgataccggt 

 G  K  T  F  G  V  E  S  A  P  T  L  I  T  I  N  A  D  T  G  

gccatcattggcactcaggcccgtacccgtgtcattgaggatcccgatggtgccaacttt 

 A  I  I  G  T  Q  A  R  T  R  V  I  E  D  P  D  G  A  N  F  

ccgtggcccaactga 

 P  W  P  N  -   

 

TpxT129A 

ggttctggcctcgctaagtatcttcctggcgcaaccaacctgctgtccaagtcgggtgaa 

 G  S  G  L  A  K  Y  L  P  G  A  T  N  L  L  S  K  S  G  E  

gtttcactgggatccctcgttgggaaaactgtgtttctttacttttctgcctcctggtgc 

 V  S  L  G  S  L  V  G  K  T  V  F  L  Y  F  S  A  S  W  C  

cccccatgccggggttttacaccggtcctcgccgagttctacgagaagcatcatgtggcg 

 P  P  C  R  G  F  T  P  V  L  A  E  F  Y  E  K  H  H  V  A  

aaaaacttcgaagtcgtgctgatttcctgggatgaaaacgagagcgacttccatgattac 

 K  N  F  E  V  V  L  I  S  W  D  E  N  E  S  D  F  H  D  Y  

tacggcaagatgccgtggctcgctctcccatttgaccaacgctcgacagtttcggaattg 

 Y  G  K  M  P  W  L  A  L  P  F  D  Q  R  S  T  V  S  E  L  

ggcaagacatttggcgtggaatccattccgactcttatcacaatcaatgctgataccggt 

 G  K  T  F  G  V  E  S  I  P  T  L  I  T  I  N  A  D  T  G  

gccatcattggcactcaggcccgtgcccgtgtcattgaggatcccgatggtgccaacttt 

 A  I  I  G  T  Q  A  R  A  R  V  I  E  D  P  D  G  A  N  F  

ccgtggcccaactga 

 P  W  P  N  -   
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TpxW142A 

ggttctggcctcgctaagtatcttcctggcgcaaccaacctgctgtccaagtcgggtgaa 

 G  S  G  L  A  K  Y  L  P  G  A  T  N  L  L  S  K  S  G  E  

gtttcactgggatccctcgttgggaaaactgtgtttctttacttttctgcctcctggtgc 

 V  S  L  G  S  L  V  G  K  T  V  F  L  Y  F  S  A  S  W  C  

cccccatgccggggttttacaccggtcctcgccgagttctacgagaagcatcatgtggcg 

 P  P  C  R  G  F  T  P  V  L  A  E  F  Y  E  K  H  H  V  A  

aaaaacttcgaagtcgtgctgatttcctgggatgaaaacgagagcgacttccatgattac 

 K  N  F  E  V  V  L  I  S  W  D  E  N  E  S  D  F  H  D  Y  

tacggcaagatgccgtggctcgctctcccatttgaccaacgctcgacagtttcggaattg 

 Y  G  K  M  P  W  L  A  L  P  F  D  Q  R  S  T  V  S  E  L  

ggcaagacatttggcgtggaatccattccgactcttatcacaatcaatgctgataccggt 

 G  K  T  F  G  V  E  S  I  P  T  L  I  T  I  N  A  D  T  G  

gccatcattggcactcaggcccgtacccgtgtcattgaggatcccgatggtgccaacttt 

 A  I  I  G  T  Q  A  R  T  R  V  I  E  D  P  D  G  A  N  F  

ccggcgcccaactga 

 P  A  P  N  -   

 

hsTRPML2 ELDK94-V290 

aaagaagacaatacggtcgcatttaaacacctgttcctgaaaggctactcgggcacggac 

 K  E  D  N  T  V  A  F  K  H  L  F  L  K  G  Y  S  G  T  D  

gaagacgattactcctgctcagtttatacccaggaagatgcgtacgaaagtattttcttt 

 E  D  D  Y  S  C  S  V  Y  T  Q  E  D  A  Y  E  S  I  F  F  

gccatcaaccagtatcatcaactgaaagacattaccctgggcacgctgggctacggtgaa 

 A  I  N  Q  Y  H  Q  L  K  D  I  T  L  G  T  L  G  Y  G  E  

aacgaagataatcgtatcggcctgaaagtttgcaaacaacactataagaaaggcaccatg 

 N  E  D  N  R  I  G  L  K  V  C  K  Q  H  Y  K  K  G  T  M  

ttcccgtccaacgaaacgctgaacattgataatgacgtggaactggactgtgttcagctg 

 F  P  S  N  E  T  L  N  I  D  N  D  V  E  L  D  C  V  Q  L  

gatctgcaagacctgagcaaaaaaccgccggattggaaaaatagcagctttttccgtctg 

 D  L  Q  D  L  S  K  K  P  P  D  W  K  N  S  S  F  F  R  L  

gaattttaccgcctgctgcaggtcgaaatctcattccatctgaaaggcattgatctgcaa 

 E  F  Y  R  L  L  Q  V  E  I  S  F  H  L  K  G  I  D  L  Q  

accatccactcgcgcgaactgccggactgctatgtgttccagaacacgatcatcttcgat 

 T  I  H  S  R  E  L  P  D  C  Y  V  F  Q  N  T  I  I  F  D  

aacaaagcacatagtggtaaaatcaaaatctacttcgattccgacgctaaaatcgaagaa 

 N  K  A  H  S  G  K  I  K  I  Y  F  D  S  D  A  K  I  E  E  

tgtaaagatctgaacatcttcggcagcacgcagaaaaacgcccaatatgtctaa 

 C  K  D  L  N  I  F  G  S  T  Q  K  N  A  Q  Y  V  - 

 

hsTRPML2 ELDG84-V290 

ggcctgagcaaccagctggtggtggcgtttaaagaagacaatacggtcgcatttaaacac 

 G  L  S  N  Q  L  V  V  A  F  K  E  D  N  T  V  A  F  K  H  

ctgttcctgaaaggctactcgggcacggacgaagacgattactcctgctcagtttatacc 

 L  F  L  K  G  Y  S  G  T  D  E  D  D  Y  S  C  S  V  Y  T  

caggaagatgcgtacgaaagtattttctttgccatcaaccagtatcatcaactgaaagac 

 Q  E  D  A  Y  E  S  I  F  F  A  I  N  Q  Y  H  Q  L  K  D  

attaccctgggcacgctgggctacggtgaaaacgaagataatcgtatcggcctgaaagtt 

 I  T  L  G  T  L  G  Y  G  E  N  E  D  N  R  I  G  L  K  V  

tgcaaacaacactataagaaaggcaccatgttcccgtccaacgaaacgctgaacattgat 

 C  K  Q  H  Y  K  K  G  T  M  F  P  S  N  E  T  L  N  I  D  

aatgacgtggaactggactgtgttcagctggatctgcaagacctgagcaaaaaaccgccg 

 N  D  V  E  L  D  C  V  Q  L  D  L  Q  D  L  S  K  K  P  P  

gattggaaaaatagcagctttttccgtctggaattttaccgcctgctgcaggtcgaaatc 

 D  W  K  N  S  S  F  F  R  L  E  F  Y  R  L  L  Q  V  E  I  

tcattccatctgaaaggcattgatctgcaaaccatccactcgcgcgaactgccggactgc 

 S  F  H  L  K  G  I  D  L  Q  T  I  H  S  R  E  L  P  D  C  
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tatgtgttccagaacacgatcatcttcgataacaaagcacatagtggtaaaatcaaaatc 

 Y  V  F  Q  N  T  I  I  F  D  N  K  A  H  S  G  K  I  K  I  

tacttcgattccgacgctaaaatcgaagaatgtaaagatctgaacatcttcggcagcacg 

 Y  F  D  S  D  A  K  I  E  E  C  K  D  L  N  I  F  G  S  T  

cagaaaaacgcccaatatgtctaa 

 Q  K  N  A  Q  Y  V  - 

 

hsTRPML2 ELDG84-K285 

ggcctgagcaaccagctggtggtggcgtttaaagaagacaatacggtcgcatttaaacac 

 G  L  S  N  Q  L  V  V  A  F  K  E  D  N  T  V  A  F  K  H  

ctgttcctgaaaggctactcgggcacggacgaagacgattactcctgctcagtttatacc 

 L  F  L  K  G  Y  S  G  T  D  E  D  D  Y  S  C  S  V  Y  T  

caggaagatgcgtacgaaagtattttctttgccatcaaccagtatcatcaactgaaagac 

 Q  E  D  A  Y  E  S  I  F  F  A  I  N  Q  Y  H  Q  L  K  D  

attaccctgggcacgctgggctacggtgaaaacgaagataatcgtatcggcctgaaagtt 

 I  T  L  G  T  L  G  Y  G  E  N  E  D  N  R  I  G  L  K  V  

tgcaaacaacactataagaaaggcaccatgttcccgtccaacgaaacgctgaacattgat 

 C  K  Q  H  Y  K  K  G  T  M  F  P  S  N  E  T  L  N  I  D  

aatgacgtggaactggactgtgttcagctggatctgcaagacctgagcaaaaaaccgccg 

 N  D  V  E  L  D  C  V  Q  L  D  L  Q  D  L  S  K  K  P  P  

gattggaaaaatagcagctttttccgtctggaattttaccgcctgctgcaggtcgaaatc 

 D  W  K  N  S  S  F  F  R  L  E  F  Y  R  L  L  Q  V  E  I  

tcattccatctgaaaggcattgatctgcaaaccatccactcgcgcgaactgccggactgc 

 S  F  H  L  K  G  I  D  L  Q  T  I  H  S  R  E  L  P  D  C  

tatgtgttccagaacacgatcatcttcgataacaaagcacatagtggtaaaatcaaaatc 

 Y  V  F  Q  N  T  I  I  F  D  N  K  A  H  S  G  K  I  K  I  

tacttcgattccgacgctaaaatcgaagaatgtaaagatctgaacatcttcggcagcacg 

 Y  F  D  S  D  A  K  I  E  E  C  K  D  L  N  I  F  G  S  T  

cagaaataa 

 Q  K  - 

 

hsTRPML2 ELDA92-K285 

gcgtttaaagaagacaatacggtcgcatttaaacacctgttcctgaaaggctactcgggc 

 A  F  K  E  D  N  T  V  A  F  K  H  L  F  L  K  G  Y  S  G  

acggacgaagacgattactcctgctcagtttatacccaggaagatgcgtacgaaagtatt 

 T  D  E  D  D  Y  S  C  S  V  Y  T  Q  E  D  A  Y  E  S  I  

ttctttgccatcaaccagtatcatcaactgaaagacattaccctgggcacgctgggctac 

 F  F  A  I  N  Q  Y  H  Q  L  K  D  I  T  L  G  T  L  G  Y  

ggtgaaaacgaagataatcgtatcggcctgaaagtttgcaaacaacactataagaaaggc 

 G  E  N  E  D  N  R  I  G  L  K  V  C  K  Q  H  Y  K  K  G  

accatgttcccgtccaacgaaacgctgaacattgataatgacgtggaactggactgtgtt 

 T  M  F  P  S  N  E  T  L  N  I  D  N  D  V  E  L  D  C  V  

cagctggatctgcaagacctgagcaaaaaaccgccggattggaaaaatagcagctttttc 

 Q  L  D  L  Q  D  L  S  K  K  P  P  D  W  K  N  S  S  F  F  

cgtctggaattttaccgcctgctgcaggtcgaaatctcattccatctgaaaggcattgat 

 R  L  E  F  Y  R  L  L  Q  V  E  I  S  F  H  L  K  G  I  D  

ctgcaaaccatccactcgcgcgaactgccggactgctatgtgttccagaacacgatcatc 

 L  Q  T  I  H  S  R  E  L  P  D  C  Y  V  F  Q  N  T  I  I  

ttcgataacaaagcacatagtggtaaaatcaaaatctacttcgattccgacgctaaaatc 

 F  D  N  K  A  H  S  G  K  I  K  I  Y  F  D  S  D  A  K  I  

gaagaatgtaaagatctgaacatcttcggcagcacgcagaaataa 

 E  E  C  K  D  L  N  I  F  G  S  T  Q  K  - 
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