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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).) and trypanothione reductase (TR). Among
other redox partners, T(SH). 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), 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), 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).-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)..

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 || ilj. University of Wiirzburg, 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 A und 1,8 A) 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 Ko
of 5.7 uM for the dissociation of the dimer complex was determined by dilution isothermal titration
calorimetry (ITC). Inter- and intramolecular interactions of the Tpx,-CFT,-complex were identified in
the crystal structures and by molecular dynamics (MD) simulations (in collaboration with |||}
University of Wiirzburg). 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, 1°F is an interesting nucleus for NMR-spectroscopic investigations. In
a systematic study of the °F 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 || ill LMU Munich). This demonstrated the ability of
computational approaches to qualitatively predict the binding modes of fluorinated molecules to
proteins based on the observed '°F 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),, which is both concentration- and time-
dependent.
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Zusammenfassung

Trypanosoma brucei sind parasitare Protozoen und die Erreger der afrikanischen Schlafkrankheit im
Menschen und der Tierseuche Nagana. Trypanosomen haben einen ungewdhnlichen Thiol-basierte
Redox-Stoffwechsel, der auf Trypanothion (T(SH);) und der Trypanothion-Reduktase (TR) basiert.
Neben anderen Redox-Partnern tibertragt T(SH), Elektronen auf die essenzielle Oxidoreduktase
Tryparedoxin (Tpx). Tpx reduziert dann z. B. Peroxidasen zur Entgiftung von Peroxiden und spielt
damit eine Schliisselrolle 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 verfiigbaren
Kristallstrukturen von Tpx zeigte die Kernspinresonanz- (NMR-) Spektroskopie, dass die Anderung
des Redox-Zustands von Tpx eine strukturelle Verdnderung iiber 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 ausschliefSlich im
aktiven Zentrum verdndert. Des Weiteren deuten NMR-spektroskopische Untersuchungen der Tpx-
T(SH),-Interaktion auf ein kovalentes und nicht-kovalentes Bindeereignis hin, wobei letzteres
konzentrationsabhéngig ist. Basierend auf den Veranderungen der chemischen Verschiebung wurden
die Aminosauren identifiziert, die vermutlich an einer initialen Bindung und der Komplexformation
von Tpx und T(SH). beteiligt sind. Dariiber hinaus konnte eine unerwartet lange Halbwertszeit von
~4,8 h fiir den isolierten Tpx-T(SH),-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 fiir die
Struktur und Interaktion von Tpx mit T(SH) hin.

Der zweite Teil dieser Arbeit beschéftigt 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 fiir die Inhibition und die Protein-
Inhibitor-Wechselwirkung essenziell ist. In Zusammenarbeit mit || lj. Universitat Wiirzburg,
wurde die erste Kristallstruktur von Tpx im Komplex mit einem Inhibitor, CFT, in hoher Auflosung
1,6 Aund 1,8 A) bestimmt. Der Tpx-CFT-Komplex liegt unerwarteterweise als Dimer vor. Analytische
Groflenausschlusschromatographie (SEC), Rontgenkleinwinkelstreuung (SAXS),
Grofenausschlusschromatographie gekoppelt mit Weitwinkel-Lichtstreuung (SEC-MALS) und NMR-
Messungen demonstrieren die Tpx-CFT-Dimerbildung auch in Losung. Mittels isothermer
Verdiinnungs-Titrationskalorimetrie (ITC) wurde ein Ko von 57 uM fiir die Dissoziation des
Dimerkomplexes bestimmt. Inter- und intramolekulare Interaktionen des Tpx,-CFT,-Komplexes
wurden in den Kristallstrukturen und durch Molekulardynamik- (MD-) Simulationen identifiziert (in
Zusammenarbeit mit -, Universitat Wiirzburg). 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 fiir die
Dimerformation sind und die intermolekularen Protein-Protein-Interaktionen den Dimerkomplex
stabilisieren. CFT ist ein fluorinierter Inhibitor. Aufgrund des hohen gyromagnetischen Verhiltnisses
und der daraus resultierenden hohen Empfindlichkeit des -1/2 Spins ist 1°F ein interessanter Nukleus
fiir NMR-spektroskopische Untersuchungen. In einer systematischen Untersuchung der ?F-Resonanz
von CFT in Losung und gebunden an monomeres oder dimeres Tpx wurden experimentelle
Ergebnisse mit quantenmechanischen/molekularmechanischen- (QM/MM-) Berechnungen verbunden
(in Zusammenarbeit mit |||l LMU Miinchen). Dies demonstriert die Fihigkeit von
computergestiitzten Ansdtzen zur qualitativen Vorhersage der Bindungsmodi von fluorierten
Molekiilen an Proteine auf Grundlage der beobachteten 1°F-Resonanzen.

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

1 Einleitung
1.1 Die Afrikanische Schlafkrankheit

Trypanosomatide l6sen weltweit verheerende Seuchen aus, die eine Gefahr fiir die Gesundheit und
das soziale Leben der Menschen darstellen und die Wirtschaft schddigen. Zu den Trypanosomatiden
zahlen die amerikanischen Trypanosomen (Trypanosoma cruzi), welche die Chagas-Krankheit auslésen
und Leishmanien, welche die weltweit auftretende Leishmaniasis verursachen (Leishmania ssp.).
Afrikanische Trypanosomen sind die Ausloser 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 {ibertragen. Die Verbreitung der
HAT beschrankt sich daher auf den Lebensraum der Tsetse-Fliege, den , Tsetse-Glirtel”, welcher eine
Flache von 8 Mio. km? zwischen dem 14. siidlichen und 22. nordlichen Breitengrad auf dem
afrikanischen Kontinent umfasst.l! HAT ist in 36 Landern der Subsahara endemisch und 60 Mio.
Menschen leben mit dem Risiko sich zu infizieren.l?l 98% aller der Weltgesundheitsorganisation (engl.
World Health Organisation, WHO) gemeldeten HAT-Falle wurden durch T. brucei gambiense ausgelost.!?!
Die Zahl der Infektionen durch T. b. gambiense sanken in den letzten 19 Jahren um 96%, von
26.550 Fallen (2000) auf 864 Falle (2019).551 Des Weiteren hat Togo als erstes afrikanisches Land die HAT
als Problem der offentlichen Gesundheit fiir beendet erklart, da in den letzten 10 Jahren keine

Infektionen gemeldet wurden.!!

Nach dem Stich einer infizierten Tsetse-Fliege kann es beim Wirt zu einer primdren Hautldsion
kommen, dem Schanker. Die afrikanische Schlafkrankheit verlauft anschlieflend in zwei Stadien.[®! In
der ersten, himolymphatischen 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.l! Die Symptome dieser Phase, die Kopfschmerzen, Miidigkeit, periodisch
wiederkehrendes Fieber und Gewichtsverlust umfassen, sind eher unspezifisch. Die HAT wird daher
meist nicht diagnostiziert und behandelt.[5¢l 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 Schlafstorung dieser Phase, bestehend aus Miidigkeit
tagsiiber und Schlaflosigkeit in der Nacht, gab der Krankheit ihren Namen.’! Weitere Symptome
dieser Phase sind motorische und mentale Koordinationsschwierigkeiten sowie Demenz und
Krampfanfalle in der terminalen Phase der Krankheit.l*” Unbehandelt fithrt die Erkrankung zum Tod.
T. b. rhodesiense 10st eine akute und aggressivere Infektion als T. b. gambiense aus.?! Die zweite Phase
der T. b. rhodesiense-Erkrankung wird schon nach wenigen Wochen erreicht und der Tod erfolgt in
weniger als sechs Monaten.’l Das Erreichen des meningoenzephalitischen Stadiums kann im Falle
einer T. b. gambiense Infektion iiber mehrere Monate hinziehen, weshalb diese Infektionsform auch als

chronisch bezeichnet wird.[26]

Vorteilhaft fiir eine erfolgreiche Therapie ist eine frithe Diagnose und Behandlung des Patienten vor
dem Erreichen der zweiten Krankheitsphase. Die Therapieform ist abhdngig von der Infektionsform
und dem Stadium der Erkrankung. Die meisten der verfiigbaren Medikamente gegen die afrikanische
Schlafkrankheit wurden allerdings bereits vor mehr als 50 Jahren entwickelt und haben zum Teil
schwere Nebenwirkungen. Suramin, ein symmetrischer Polysulfonatnaphtylharnstoff,!®! wurde 1916
zur Behandlung der Infektion mit T. b. rhodesiense eingefithrt. Da Suramin hydrophil ist, wird es

intravends verabreicht und kann die BBB nicht passieren (Abbildung 1-1a).’! Daher kommt es nur
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wéhrend der ersten Phase der Erkrankung zum Einsatz. Suramin inhibiert verschiedene Enzyme im
Parasiten, z. B. die in Glykosomen lokalisierten Glykolyseenzyme.l'l Allerdings ist der genaue
Mechanismus von Suramin bis heute nicht aufgeklart.’) 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 intramuskulér
oder intravends verabreicht werden.l! Der Wirkmechanismus von Pentamidin ist ebenfalls nicht
vollstandig aufgekldrt. Pentamidin lagert sich an negativ-geladenen Zellkompartimente, wie
Phospholipide und Nukleinsduren an und zerstort die Struktur der mitochondrialen DNA vermutlich
durch die Inhibition der Topoisomerase IL.°11 Das Medikament wird vermutlich durch den P1/P2
Aminopurin-Transporter® und Aquaporin 2012 aufgenommen und ein Funktionsverlust der
Transporter fithrt zu einer Resistenz des Parasiten gegen Pentamidin.[31 1949 wurde Melarsoprol, eine
trivalente Arsenverbindung (Abbildung 1-1d),!¥! gegen das meningoenzephalitische Stadium von T. b.
gambiense und rhodesiense Infektionen eingefiihrt.”! Es wird intravends verabreicht und ist eine
schmerzhafte sowie in 5-9% der Fallen todliche Therapie.l¥! Melarsoprol wird im Menschen zu
Melarsenoxid metabolisiert und iiber den P2 Purintransporter und Aquaporin2 des Parasiten
aufgenommen. Melarsenoxid bindet an Trypanothion, dem essenziellen leichten Thiol des Redox-
Metabolismus des Parasiten und inhibiert so die Trypanothion-Reduktase.l! Trypanothion und
Trypanothion-Reduktase werden in Kapitel 1.4 genauer eingefithrt. Des Weiteren inhibiert
Melarsoprol verschiedene wichtige Stoffwechsel- und Transportfunktionen, was zu einer raschen
Zelllyse und dem damit verbundenen Zelltod fiihrt.”! 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.! Gegen das zweite
Stadium der T. b. gambiense-Infektion wird in erster Linie eine Kombinationstherapie aus Eflornithin

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

Abbildung 1-1 Verfiigbare Chemotherapeutika gegen die afrikanische Schlafkrankheit. Es sind die
Molekiilstrukturen von (a) Suramin und (b) Pentamidin gezeigt, welche gegen das hamolymphatische 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.'>] Eflornithin kann auch als Einzeltherapie
verwendet werden. Die Einzeltherapie ist jedoch giftiger und weniger vertraglich als NECT, da eine
hohere Dosis Eflornithin verwendet wird.[5¢1 Nifurtimox, ein Nitrofuran (Abbildung 1-1f), wird durch
die Nitroreduktase 1 im Parasiten zu reaktiven und giftigen Aminen reduziert.'s!”] Fexinidazol
Winthrop, kurz Fexinidazol, ein 5-Nitroimidazol-Derivat (Abbildung 1-1c), steht seit 2018 kurz vor
der Zulassung fiir die Therapie gegen T. b. gambiense und kann im Gegensatz zu den bisherigen
Therapieformen oral verabreicht werden.'819 Fexinidazol aktiviert analog zu Nifurtimox
voraussichtlich Nitroreduktase-Enzyme im Parasiten, welche reaktive Amine herstellen und somit
indirekt giftige und mutagene Auswirkungen haben.?! Das Medikament ist eine ,, Pro-Drug”, welche
durch verschiedene Cytochrom P450-Enzyme zu Sulfoxid oder Sulfon metabolisiert wird. Diese
Metaboliten sowie Fexinidazol selbst kénnen die Blut-Hirn-Schranke passieren und sind daher
wirksam gegen beide Stadien der Erkrankung.'®! Die Rate erfolgreich therapierter Patienten, 18
Monate nach dem Ende der Therapie mit Fexinidazol, liegt bei 91,2%. NECT hat eine 6,42% hohere
Erfolgsquote als Fexinidazol,!?! allerdings ist die orale Gabe mit Fexinidazol, ohne den bei NECT

erforderlichen Krankenhausaufenthalt vor allem in ldndlichen Regionen, ein grofier Vorteil.

Obwohl die Mafinahmen der WHO zur Einddimmung der afrikanischen Schlafkrankheit erfolgreich
sind und die gemeldeten Infektionszahlen sinken, besteht ein grofier Bedarf an neuen Arzneistoffen
gegen die afrikanische Schlafkrankheit, da die verfiigbaren Chemotherapeutika teilweise massive bis
todliche Nebenwirkungen aufweisen und die Resistenzen in den Trypanosomen gegen die
Arzneistoffe zunehmen. Die Entwicklung neuer Arzneistoffe griindet 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

Tryparedoxinl?!l oder die Cystein-Protease Rhodesain.[2223]

1.2 Zelluldre Besonderheiten von Trypanosoma brucei

Trypanosomen sind flagellierte Protozoen. Die einzelligen Parasiten gehoren 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
auflergewohnliches Zellkompartiment, den Kinetoplasten, zuriickzufiihren. Der Kinetoplast ist Teil
des Mitochondriums und befindet sich am Basalkorper 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, umschlief3t.??! Die Maxi-Kreise codieren fiir 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 fiihren. Die editierte
mRNA wird anschliefend translatiert.?¢! T. brucei haben im Zellkern ein diploides Genom, welches
aus elf Chromosomen und zusatzlich ~100 Mini-Chromosomen besteht.?”l Die Genexpression verlauft
polycystronisch durch die RNA-Polymerase II und fiihrt zu Transkriptions-Einheiten die iiber 100 kb

lang sein konnen. Die mRNA wird durch trans-Splicing und Polyadenylierung prozessiert.128!

Der Geiflelursprung des Flagellums bildet eine Einstiilpung der Zellmembran, die Flagellartasche
(Abbildung 1-2). Diese liegt am posterioren Ende des Parasiten, wahrend das Flagellum anterior

freibeweglich iiber den Zellkorper hinausragt und die Bewegungsrichtung angibt. In der
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Flagellartasche sind alle endozytotischen Prozesse lokalisiert. Der spindelférmige Zellkdrper wird
durch ein Zytoskelett aus Mikrotubuli gesttitzt.>”]

Flagellum

Endosomen Mitochondrium Bewegungsrichtung
_— -
Kinetoplast

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.?

Trypanosomen vom Typ T. brucei sind im Saugetier-Wirt vollstandig von einer dichten Proteinhiille
aus Glykoproteinen (engl. variant surface glycoprotein, VSG) auf ihrer Zelloberfliche umgeben. Diese
sind mit einem Glycosylphosphatidylinositol- (GPI-) Anker in der Zellmembran verankert. Sie
schirmen die Oberfliche des Parasiten vor dem Immunsystem des Wirts ab und verhindern so die
Produktion von Antikorpern gegen andere Oberfldchenproteine von T. brucei.l® VSGs haben eine
immunogene Wirkung auf den Wirt. Der Parasit besitzt bis zu 2000 VSG-Gene und Genfragmente,
welche ihm eine hohe Antigenvariation ermoglichen.l®!l 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 moglicherweise gebundenen Antikdrpern
endozytiert werden.l®?l Durch den periodischen Wechsel des VSG-Typs kann der Parasit dem
adaptiven Immunsystem des Wirts entgehen. Aufgrund dessen schldgt die Entwicklung von
Impfstoffen gegen T. brucei fehl. In der Tsetse-Fliege wechseln die Trypanosomen ihre VSG-Hiille
gegen Procycline, eine andere Art GPI-verankerter Proteine. In der Tsetse-Fliege werden die
Procycline nicht zum Schutz des Parasiten vor dem Immunsystem bendtigt, sondern um die
Oberflache des Parasiten vor Abbauenzymen im Darm der Fliege zu schiitzen.[**/Die Zellhiille 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.[3334

Im Gegensatz zu anderen eukaryotischen Zellen ist ein GrofSteil der Glykolyse-Enzyme in Organellen,
den Glykosomen lokalisiert.[?635 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 Néahrstoffangebot im Wirt an (siehe Kapitel 1.3). Je nach
Stoffwechsel verandert 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 vollstandig ausgebildet und das Mitochondrium ist raumerfiillend

und Cristae-reich.[26:37]
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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 Saugetier-Wirt extrazellular leben. Der Lebenszyklus von T. brucei ist sehr komplex
und verlangt eine grofse Anpassungsfahigkeit, um auf die verschiedenen Bedingungen in der Tsetse-
Fliege und dem Wirbeltier-Wirt zu reagieren. Der Parasit durchlduft verschiedene Stadien, deren
Einteilung auf der Morphologie des Parasiten, insbesondere auf der Lage des Geifselursprung des
Flagellum zum Nukleus, beruht (Abbildung 1-3).1%]

Durch den Stich einer infizierten Tsetse-Fliege
gelangen  die  Trypanosomen in  der
metazyklischen Form in einen Saugetier-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).381  Die
Trypanosomen vermehren sich durch die
ungeschlechtliche Zweiteilung (binare
Fission).??l Die Hauptnahrstoffquelle stellt in
diesem Stadium Glukose dar, welche durch
Glykolyse zu Pyruvat metabolisiert wird.l*! 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
Abbildung 1-3 Der Lebenszyklus von T. brucei. Der

stagnierende Stadium eingeleitet, das sich durch
Trypanosomatid wird durch den Stich einer infizierten

eine kurze gedrungene (engl. short stumpy)
Morphologie auszeichnet (Abbildung 1-3C).140-+2

Nach der Aufnahme des Blutes eines infizierten

Tsetse-Fliege auf den Menschen iibertragen. Im Wirt
durchlauft der Parasit mehrere Lebenszyklusstadien, die
nach der Morphologie eingeteilt werden kénnen: (A) die

Saugetiers erreichen die Trypanosomen in der gy tejlende long slender-Form; (B) eine Zwischenstufe

short stumpy-Form den Mitteldarm der Tsetse- (intermediate-Form) und (C) die short stumpy-Form.
Fliege und entwickeln sich weiter zur Innerhalb des Vektors durchlduft der Parasit ebenfalls
prozyklischen Form (Abbildung 1-3D). unterschiedliche Stadien: (D) die sich teilende
Parasiten, die im long slender- Pprozyklische Form; (E) die epimastigote und (F) die

Entwicklungsstadium den Darm der Fliege metazyklische Form. Schwarze Pfeile kennzeichnen

Stadien, in denen sich der Parasit teilt. Modifiziert nach

passieren, sterben.[*] In der prozyklischen Form
Brun et al., 2010.14%

ersetzt der Parasit seine Hiille aus VSG gegen

Procycline.*l 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 Verfiigbarkeit von Glukose in der Fliege
bezieht der Parasit vorrangig Energie aus dem Metabolisieren von Prolin zu Alanin und der oxidativen
Phosphorylierung.l?6®! 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).[#’] Diese Zellform unterscheidet sich drastisch von den
anderen Stadien. Das lange Flagellum ist nicht an die Zelle angelegt und der Geifielursprung liegt

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

5
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Speicheldriise der Fliege am Epithelium an.*! Aus diesem Stadium entwickelt sich die metazyklische
T. brucei-Form, welche infektigs fiir einen Sdugetier-Wirt ist.[5] Reife metazyklische Zellen haben eine
ausgebildete VSG-Hiille und liegen frei in der Speicheldriise des Vektors vor (Abbildung 1-3F).14I In
diesem Stadium teilt sich T. brucei nicht und gelangt beim nédchsten Stich der Fliege in einen Wirbeltier-
Wirt.

1.4 Der Trypanothion-basierte Redox-Metabolismus in T. brucei

Trypanosomatide leben wie Sdugetier- und Hefe-Zellen in einer aeroben Umgebung. Durch zellulédre
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, schadigen
ROS unterschiedliche Zellkompartimente und koénnen zum Zelltod fiithren. 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).[4743]

a) Saugetier b) Séaugetier c) Trypanosomatid

NADP* NADPH + H*
S S s S S S

o ~ = — L o
CGR GR_| TrxR TrxR_ | TR TR |
N sH 8 S sH g N sH s

2 GSH GSSG T(SH), TS,
_~S-SG P /S 5 S o S
Grx Grx er Trx Trx_ | Tpx Tpx_ |
N sH S sH N SH ~s S SH S
_~SH

P-S-SG P-SH p” P

“\s N sH

Abbildung 1-4 Vergleich der Thiol-basierten Redox-Kaskaden in Saugetieren und Trypanosomatiden.
Saugetiere nutzen (a) Glutathion (GSH)/Glutathion-Reduktase (GR) wund (b) Thioredoxin
(Trx)/Thioredoxin-Reduktase ~ (TrxR) = wéhrend in  Trypanosomatiden (c)  Trypanothion
(T(SH).)/Trypanothion-Reduktase (TR) Systeme vorkommen. In allen gezeigten System ist NADPH der
Elektronendonor. (a) Die NADPH-abhéngige 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) iibertragt
Reduktionsdquivalente auf Thioredoxin (Trx). Dithiol-Trx reduziert im finalen Schritt Disulfid-Proteine (P).
(c) Der Elektronenfluss in der parasitaren Kaskade erfolgt von NADPH auf die Trypanothion-Reduktase
(TR), weiter zum Trypanothion (T(SH),), welches Tryparedoxin (Tpx) reduziert. Reduziertes Tpx tibertragt
Elektronen auf die Disulfidbindung von verschiedenen Zielproteinen (P). Inspiriert von Hanschmann et
al., 2013.1701
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Das GSH/GR-System basiert auf zwei Enzymen sowie einem niedermolekularen Thiol (Abbildung
1-4a): Das NADPH-abhingige Flavoprotein GR iibertragt Elektronen auf das Tripeptid GSH, L-y-
glutamyl-L-cysteinylglycin. GSH reduziert die Oxidoreduktase Glutaredoxin (Grx). Reduziertes Grx
ist verantwortlich fiir die Deglutathionylierung von Proteinen und die Reduktion von
Disulfidbindungen.*! Das Thioredoxin (Trx)/Thioredoxin-Reduktase (TrxR) System besteht aus dem
Flavoenzym TrxR, welches die Elektronen von NADPH auf die Oxidoreduktase Trx iibertragt
(Abbildung 1-4b). Trx reduziert Disulfidbriicken von zahlreichen Zielproteinen.[® Trypanosomatiden
fehlen die Gene sowohl fiir GR als auch fiir TrxR.5U Sie haben einen einzigartigen Redox-
Metabolismus, der auf Trypanothion (N?,N8-bis(glutathionyl)spermidin; T(SH),, sieche Abbildung 1-5
oben) und der Trypanothion-Reduktase (TR) (Abbildung 1-4c) basiert:[5>->4

Die Synthese von T(SH), wird durch die Trypanothion-Synthetase aus zwei Molekiilen GSH und
Spermidin katalysiert.l%! T. brucei Zellen synthetisieren GSH de novo aus L-Glutamat, L-Cystein und L-
Glycin, sowie Spermidin aus Ornithin.5! T(SH), und GSH haben dhnliche Standardredoxpotentiale
(Tabelle 1-1), allerdings ist die T(SH).-Oxidation kinetisch giinstiger als die GSH-Oxidation, da ein
intra- und kein intermolekulares Disulfid gebildet werden muss.*”! Der makroskopische pK-Wert von
T(SH). betragt 7,4.171 Er ist dhnlich dem cytosolischen pH-Wert des Parasiten (PC-Zellen pH = 7,22 und
BS-Zellen pH = 7,40)%% und fordert den Thiol-Disulfid-Austausch. T(SH), ist das vorherrschende
niedermolekulare Thiol in T. brucei, welches sich in einer drei- bis vierfach hoheren Konzentration

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

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

T(SH), GSH
Standardredoxpotential E° -242 mVi#7 -230 mV#7
pK-Wert 7,4157) 8,71571
Konzentration an freiem

521 pMieo] 134 pMisol
Thiol in PC-Zellen
Konzentration an freiem

350 pMtel] 100 pMist]
Thiol in BS-Zellen

T(SH), wird durch das Flavoprotein TR, einem Homolog der GR und TrxR, in der reduzierten Form
gehalten (Abbildung 1-5).147621 Die Reduktionsaquivalente hierfiir stellt NADPH bereit. T(SH), kann in
einer spontanen Reaktion GSH, Trxl®¥, Grxl®, Tryparedoxin (Tpx)®! sowie Dehydroascorbatitl

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, Glutaredoxinl (Grx1) und Glutaredoxin 2 (Grx2), katalysieren die Deglutathionylierung von
Proteinen. Grx2 ist essenziell fiir das Zellwachstum in PC-Zellen.!*l Monothiole 1-Cys-Grx Enzyme
sind an der Koordinierung von Schwefel-Eisen-Clustern sowie der Aufrechterhaltung des Thiol-
basierten Redox-Haushalts beteiligt.l¢¢8] Proteine aufier Grx, welche durch T(SH), 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.[¢%l Die Depletion von Trx2 hingegen
fithrt sowohl in BS- als auch in PC-Zellen zu einem Defekt des Zellwachstums. Trx2 hat vermutlich
eine Chaperon-Funktion.l®l Die Funktionen der Trx- und Grx-Proteine sind grofstenteils noch nicht

charakterisiert. In Saugetierzellen iibertragt sowohl Trx1 als auch Trx2 Elektronen auf eine Vielzahl
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von Proteinen, wie z. B. auf die Ribonukleotid-Reduktase fiir die DNA-Synthesel”! oder die Methionin-
Sulfoxid-Reduktase!”!l. Diese Funktion wird in T. brucei von der essenziellen Oxidoreduktase Tpx
iibernommen. Auf die Unterschiede zwischen den Oxidoreduktasen Grx, Trx und Tpx und Tpx im
Allgemeinen wird in Kapitel 1.5 ndher eingegangen. Tpx und T(SH), bilden ein hoch effizientes Redox-
Paar (Abbildung 1-5). Tpx und T(SH), haben dhnliche pK- und E°-Werte (Tpx pK =7,2; E? = -249 mV),
der Elektronenfluss wird durch das Konzentrationsgefélle von T(SH), zu Tpx getrieben. Die Reduktion
von Tpx durch T(SH), ist der geschwindigkeitsbestimmende Schritt der Kaskade.[”273 Auf der anderen
Seite hat Trypanothion-Disulfid (TS;) eine inhibitorische Wirkung auf Tpx.’4

i ",
NH; W @ i NH; b ° @
S A G e
o] o] = o Trypanothion-Reduktase 0 0 = o
T(SH), M < T s
2 SH > £ s HN
i 2 i ()
J\/\/\ N\)I\N Ho)l\(\/\u N\)I\N
H H H H H
NH, NH;
k ...... !
Glutathion Trypanothion I;_r
OH
& Ascorbat
Glutathiondisulfid Thioredoxin Tryparedoxin ‘ ‘ Glutaredoxin ‘

Dehydroascorbat
Gpx-artige

Met-Sulfoxid- ; ; Ribonukleotid-
l:-\l Reduktase | IPeromredoxmel Peroxidasen Reduktase I/—_;
/_ \ /‘\ / P O Base
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Abbildung 1-5 Schematische Darstellung der T(SH),/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

Tpx ist eine ,Mehrzweck”-Oxidoreduktase, die Reduktionsdquivalente auf eine Vielzahl von
Proteinen iibertragt (Abbildung 1-5): i) Peroxiredoxine (Prx) und Gpx-artige Peroxidasen (Px), welche
Hydroperoxide, Lipidperoxide und Peroxynitrite entgiften;i6575-78 ii) Ribonukleotid-Reduktase (RR),
welche Desoxyribonukleotide fiir die DNA-Synthese liefert;™l iii) Methionin-Sulfoxid-Reduktase
(MSR), die Methioninsulfoxid zu Methionin reduziert?80. Die Reduktion der Ribonukleotid-

Reduktase kann auch in geringerem Mafs durch Trx1 iibernommen werden. 1

Die Entgiftung von Wasserstoffperoxiden und anderen Peroxiden in Trypanosomen unterscheidet
sich ebenfalls von anderen eukaryotischen Zellen. Diese erfolgt in Sdugetierzellen durch Katalase und
klassische selenocysteinhaltige Glutathion-Peroxidasen (Gpx). Die Gene fiir diese Proteine fehlen in
Trypanosomatiden.i82 Die Entgiftung von Peroxiden wird in T. brucei von zwei 2-Cys-
Peroxiredoxinen (Prx) und drei Gpx-artigen Enzymen (PxI-III) iibernommen (Abbildung 1-5).124 Diese

werden durch Tpx reduziert und werden daher unter dem Sammelbegriff Tryparedoxin-abhédngige
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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
mogliche glykosomale Lokalisationssequenz am C-Terminus tragt.”s! PxI-II sind essenziell in BS-
Zellen.®84 In PC-Zellen ist eine der Gpx-artigen Peroxidasen ausreichend fiir das Uberleben des
Parasiten. Fehlen jedoch die Gensequenzen fiir alle drei Peroxidasen, so sterben die PC-Zellen.[$5! In
Anwesenheit eines Eisen-Komplexbildners wie Deferoxamin oder Trolox, einem Vitamin E-Derivat,
ist es moglich PxI-1I defiziente BS-Zellen und PxI-1II defiziente PC-Zellen zu erhalten. [83-851

Die Substratspezifitat von PxIIIl wurde durch eine kinetische Analyse der Reduktion unterschiedlicher
Hydroperoxide bestimmt. Die Analyse erfolgte mittels eines gekoppelten Aktivitdtsassays, welcher
alle Komponenten der parasitaren Entgiftungskaskade sowie rekombinante PxIII enthielt. Diese
reduziert  bevorzugt  Lipidhydroperoxide, wie  Arachidonsdurehydroperoxide  oder
Linolsaurehydroperoxide. Sie katalysiert allerdings auch effizient die Reduktion von
Wasserstoffperoxid zu Wasser.[l Neben den Gpx-artigen Peroxidasen gehtren auch Peroxiredoxine
(Prx) zu den Tryparedoxin-abhingigen Peroxidasen. Das Genom des Parasiten codiert fiir drei Prx-
Gene, zwei identische zytosolische Prx (cPrx) und eine mitochondriale Variante (mPrx).15
Zytosolisches Prx ist in BS-Zellen essenziell im Gegensatz zu mitochondrialem Prx.5! In PC-Zellen
hingegen sind beide Prx-Varianten essenziell.l8! Kinetische Analysen der zytosolischen Prx im
gekoppelten Aktivititsassay ergaben, dass cPrx Wasserstoffperoxid sowie strukturell vielfaltige

Hydroperoxide reduziert, jedoch rasch von Lipidhydroperoxiden inaktiviert wird.[5+86

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

Tryparedoxin- L Relevanz in BS- Relevanz in PC-
L . Lokalisation Substrat
abhingige Peroxidasen Zellen Zellen
PxI zytosolischl”l ) Eines der drei Px- | unbekannt
- essenzielll&384 )
. PxII zytosolisch!”8l Enzyme ist unbekannt
Gpx-artige . ..
) ausreichend fiir Bevorzugt
Peroxidasen .
PxIII mitochondrial”®! | nicht-essenziell®3! | das Uberleben des | Lipidhydroperoxide
Parasitenl(®3] [84]
cPrx zytosolischl®! essenzielll®”] essenzielll®] unbekannt
H202/
Peroxi- Hydroperoxide des
redoxine mPrx | mitochondrial® | nicht-essenziell®] | essenziellss] Cumols, Thymin

und tertidrem
Buty1[84,86,89]

Die parasitdre Thiol-basierte Redox-Kaskade ist aufgrund ihres komplexen Aufbaus die Achilles-Ferse
des Parasiten und macht ihn sensitiver gegeniiber Peroxiden als Saugetierzellen. Dies zeigt sich auch
in der Wirksamkeit der Arzneistoffe Nifurtimox und Fexinidazol gegen T. brucei (siehe Kapitel 1.1),
welche vermutlich fiir die Bildung von ROS verantwortlich sind. Die parasitare Thiol-basierte Redox-
Kaskade bietet daher einen ausgezeichneten Ansatzpunkt fiir neue Arzneistoffe. Verschiedene Studien
zur Entwicklung von Inhibitoren gegen TRI9U, Tpx?l und Enzyme der T(SH),-Biosynthesel®2%]

wurden bereits durchgefiihrt.
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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.”71 1998 bestétigten Liidemann et al. die Existenz von
Tpx in T. brucei und Tpx wurde der Thioredoxin-Familie zugeordnet.l! 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)4,
Leishmania ~ major  (TriTrypDB  LMJLV39_290018000)I,  Leishmania ~ mexicana  (TriTrypDB
LmxM.08_29.1160), Leptomonas seymouri (TriTypDB Lsey_0083_0180) oder Trypanosoma cruzi
(TriTrypDB TcBrA4_0128650)¢.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde Tpx aus T. brucei untersucht. Die kodierenden Gensequenzen fiir 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 fiir zytosolisches Tpx (T. b. brucei:
TriTrypDB Tb927.3.3780, Tb927.3.3760; T. b. gambiense: Tbg972.3.4110, Tbg972.3.4070)1%] und eine
Genkopie fiir ein mitochondriales Tpx (T. b. brucei: TriTrypDB Tb927.3.5090; T. b. gambiense:
Tbg972.3.5720).511 Die Gensequenz des mitochondrialen Tpx beinhaltet keine Zielsequenz fiir das
Mitochondrium, allerdings eine mutmaflliche Transmembrandomdne am C-Terminus.
Expressionsstudien lassen vermuten, dass das Protein {iiber diese Doméne in der
Mitochondrienmembran verankert ist.”! Nachfolgend wird in dieser Arbeit ausschliefllich das

zytosolische Tpx betrachtet.

Die Konzentrationen von Tpx betragen 7 — 34 pM in PC-Zellen und 50 uM in der frithen bis 100 uM in
der mittleren exponentiellen Wachstumsphase in BS-Zellen.[®! In C. fasciculata erreicht die zellulédre
Tpx-Konzentration 3 - 5% des loslichen Gesamtproteins.l”7l Tpx ist in T. brucei essenziell und eine
Depletion durch RNA-Interferenz in BS-Zellen fiihrt zu einem Wachstumsdefekt der Zellen sowie
einer erhohten Sensitivitit gegeniiber H,O,.1%! Die Effekte des Tpx-Defizits sind auf die fehlende
Reduktion der RR, Teil der DNA-Biosynthese, und der Px/Prx, welche verantwortlich fiir die Peroxid-
Entgiftung sind, zuriickzufiihren (Abbildung 1-5). Des Weiteren sind in Tpx-defizienten Zellen die
GSH, T(SH). und Glutathionylspermidin- (Gsp-) Konzentrationen signifikant erhoht. Die Zelle
versucht durch die erhohten Level an leichten Mono- und Dithiolen das Tpx-Defizit auszugleichen.l*l
Wie oben aufgefiihrt haben Tpx und T(SH), dhnliche Standardredoxpotentiale sowie pK-Werte. So
kann beispielsweise RR auch direkt durch T(SH), reduziert werden (Km 2,1+0,4mM; Vmax
9,6 nmol min mg™), allerdings ist die durch Tpx katalysierte Reduktion effizienter (Km 3,7 + 0,5 uM;

Vmax 24 nmol min! mg™ fiir Tpx).™
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Th_Tpx MSGLAKYLPGATNLLSKSGEVSLGSLVGKTVFLYFSASWEPPBRGFTPVLAEF YEKHHVA 60
HS Grx =  ————— e MAQEFVNCKIQPGKVVVFIKPTEPYERRAQEILSQLP IKQGLL 43
Hs_Trx ~——-MVKQIESKTA-—--—-FQEALDAAGDKLVVVDF SATWEGPEKMIKPFFHSLSEKY SNV 52
. . . * * * . . . *
Tb_Tpx KNFEVVLISWDENESDFHDYYGKMPWL-——-ALPFDQRSTVSELGKTFGVESIPTLITINA 117
Hs_Grx EFVDITATN-——HTNEIQDYLQQLTGARTVPRVF IGKDCIGGCSDLVSLQQSGELLTRLK 100
Hs_Trx IFLEVDVDDCQDVASECE--VKCMPTF-—-—QF -FKKGQK-—-VGEF SGANKEKLEATIN— 102
.. - . * . *
Th_Tpx DTGAIIGTQARTRVIEDPDGANFPWPN 144
Hs_Grx QIGALQ —_ -———— 106

Hs_Trx ——ELV - - 105

Abbildung 1-6 Sequenzalignment von Tryparedoxin aus T. brucei, humanem Thioredoxin und humanem
Glutaredoxin durchgefiihrt mit Clustal Omega. Tb_Tpx: T. brucei Tryparedoxin (UniProt: O77404); Hs_Trx: Homo
sapiens Thioredoxinl (TXN1) (UniProt: P10599); Hs_Grx: Homo sapiens Glutaredoxinl (GLRX1) (UniProt: P35754);
Stern: iiber alle Alignments konservierte Aminosaure; Doppelpunkt: Aminosduren mit dhnlichen Eigenschaften;
Punkt: Aminosduren mit schwach dhnlichen Eigenschaften. (rot: Cysteinreste des aktiven Zentrums)

Tpx ist ein Dithiol-Protein mit einem Molekulargewicht von 16 kDa, dessen Primérstruktur in T. brucei
144 Aminoséduren umfasst. Es ist somit deutlich groBer als das klassische 12 kDa-Trx. Das CXXC-Motiv
des aktiven Zentrums von Tpx (WC#PPC#)(6572] ist in vielen Thiol-Disulfid-Oxidoreduktasen, wie in
Trx (CGPC)%1% und in Grx (CPYC)1101122 zy finden.1%%] Tpx weist eine Ahnlichkeit der Proteinsequenz
von 29,1% zu humanem Trxl und 27,2% zu humanem Grxl auf (siehe Abbildung 1-6). Die
Reaktivititen von Oxidoreduktasen der Trx-Familie werden durch den pK-Wert des ersten
Cysteinrests des CXXC-Motivs und das Redoxpotential bestimmt (Abbildung 1-8). Dieser erste
katalytische Cysteinrest hat einen niedrigen pK-Wert, da es am Ende einer a-Helix positioniert ist und
die positive Teilladung des Helix-Dipols das Thiolat-Anion stabilisiert.'®l Dies trifft auch auf Cys40
in Tpx zu, wo das rechtshandige redox-aktive

Disulfid am N-Terminus der al-Helix lokalisiert HS N

ist (pK-Wert 7,2).161  Cys40 ist dem o s—s A

Losungsmittel ausgesetzt, wahrend das zweite P SH
Cystein des aktiven Zentrums, Cys43, im Protein S,
verborgen ist.['%] Es erscheint, dass Sy von Cys43 T(SH)

in einem Netzwerk von Wasserstoffbriicken
gebildet aus Tyr34, Ser36, Thr47 und Tyr80 ® Tox_

eingebettet ist.106107] Cys40 ist daher der

katalytische Rest, welcher mit T(SH),["7l sowie z. P

B. Pxil interagiert. Tpx nimmt in der o HS\ s
T(SH),/TR-Kaskade = vier = Zustinde an _s—s Py

(Abbildung 1-7): 1) Tpx ist oxidiert und die Px__

intramolekulare Disulfidbriicke zwischen Cys40 SH

und Cys43 ist ausgebildet; 2) T(SH), interagiert
. . . Kaskade. Zur Beschreibung siehe Haupttext. P

mit Tpx und Tpx liegt im T(SH).-gebundenen

Zustand vor; 3) die Cysteinreste liegen als freie TS, = Trypanothiondisulfid.

Thiolgruppen vor; 4) Cys40 in Tpx bildet eine

intermolekulare Disulfidbindung mit einem

Zielprotein.

11

Abbildung 1-7 Kreislauf der Tpx-Formen in der T(SH)>/TR

Zielprotein; Tpx = Tryparedoxin; T(SH), = Trypanothion;



1 Einleitung

a) C Tpx

l' :

pK-Wert 7.2 (T. brucei) 6,7-7,4 (E. coli) 3,5 (Hefe)

°.Redoxpotential | -249 mV (T. brucei) -270 mV (E. coli) -233 mV (E. coli)

Abbildung 1-8 Ubersicht der Kristallstrukturen und katalytischen Eigenschaften von (a) T. brucei Tryparedoxin
(Tpx, PDB 1073), (b) E. coli Thioredoxin (Trx, PDB 1xob) und (c) E. coli Glutaredoxin (Grx, PDB 1grx). Die
katalytischen Eigenschaften von Tpx, wie pK-Wert und E°-Redoxpotential, liegen zwischen den ermittelten
Werten fiir Trx und Grx.['™ 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 Stabchen hervorgehoben. Es

sind die Sekundérstruktur-Elemente angegeben.

Es sind fiinfzehn 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),-Derivat verfiigbar (Tabelle
1-3). Es wurde eine Uberlagerung jeder verfiigbaren Tpx-Struktur mit der Tpx-Struktur aus T. brucei
(PDB 1073) durchgefithrt und RMSD-Werte von 0,412 A bis 1,324 A erhalten (Tabelle 1-3). Die
geringen Unterschiede zwischen der TbTpx-Struktur und den Strukturen aus C. fasciculata und L.
major, verdeutlicht durch die Uberlagerungen der Tpx-Strukturen in Abbildung 1-9, zeigen eine
speziesiibergreifende grofle strukturelle Ahnlichkeit. Die Struktur von Tpx ist der Trx-Faltung
zuzuordnen (Abbildung 1-8). Die Grundstruktur besteht aus einem gedrehten fiinf-strangigem {3-
Faltblatt, das von vier a-Helices umgeben ist.'%5107] 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 (3-Strange 35, p4, 33, p6 und 37 von Tpxl entsprechen der Ausrichtung von 1, 33,
B2, p4 und B5 in Trx.15 Ebenfalls ist eine Uberlagerung der al-Helix in TpxI mit der a2-Helix in
humanem Trx {iber die gesamte Lange von fiinf Windungen moglich. Dies trifft auch auf die C-
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terminale Windung der a3-Helix beider Proteine zu.l'% Allerdings kommt die a2-Helix in Tpx nicht
in Trx vor. Die a2-Helix in Tpx besteht aus vielen sauren Aminosduren ("'DENESD”¢ in T. brucei Tpx),
und grenzt an den , Tryptophan-Deckel”, gebildet aus Trp39 und Trp70 (Abbildung 4-8).11051% Die
beiden Tryptophane bilden eine flache Abdeckung iiber 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 tiber dem aktiven Zentrum orientiert, sondern dem Protein
abgewandt und bildet einen Kristallkontakt zur nédchsten Kette (Abbildung 1-10a). Alphey et al.
postulierten, dass es sich um eine mogliche Konformation zur Interaktion mit Zielproteinen
handelt.'%! Da diese Orientierung der Trp39-Seitenkette in keiner weiteren Kristallstruktur sowie der
in Losung aufgenommen NMR-Struktur zu finden ist, handelt es sich allerdings vermutlich um ein

Kristallisationsartefakt.

Abbildung 1-9 Uberlagerung der verfiigbaren Tpx-Strukturen aus C. fasciculata (PDB
1gk8, 107u, 1085, 108x, 108w, lezk, lewx, 1oc9, 106j, 1081, 1oc8, 1fga, 1i5g), L. major
(3s9f) und T. brucei (PDB 1073). Es sind die in Tabelle 1-3 aufgelisteten Strukturen,
ausgenommen PDB lokd, zur T. brucei Tpx-Struktur (PDB 1073) koordiniert. Die
Ausrichtung entspricht der Orientierung von Tpx in Abbildung 1-8a.

Fiir die strukturelle Aufklarung 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).'”1 Ein Unterschied
zwischen den Ketten ist die Vergrofierung des Abstands der Sy zwischen Cys41 und Cys44 (entspricht
Cys40 und Cys43 in ThTpx) von 2,5 A in der oxidierten Kette zu 3,9 A in der reduzierten Kette. Des
Weiteren verringert sich der Abstand zwischen Cys44 und Ser37 um 0,4 A. Weitere Veranderungen
wie die Torsionswinkel des Proteinriickgrats von Cys41 und der Seitenkette von Cys44 sowie Trp40
sind vernachldssigbar.l'”l Die geringen Veranderungen und die heterogene Einzelzelle fithren jedoch
zu der Frage, ob der reduzierte Zustand der Kette B im Kristall den realen reduzierten Zustand von
Tpx in Losung widerspiegelt. Ein weiteres Vorgehen zur strukturellen Aufkldarung des reduzierten
Zustands von Tpx stellte die strahlungsinduzierte Reduktion der Disulfidbindung dar.['%1%1 Der
Unterschied zwischen der oxidierten Struktur und strahlungsinduziert-reduzierten Strukturen
beschrénkt sich allerdings auf das Fehlen der Disulfidbindung. Der Abstand zwischen Sy von Cys40
und Cys43 vergroBert sich von 2,1 A auf 2,8 A.

13
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90°

Abbildung 1-10 Strukturelle Besonderheiten einzelner Tpx-Kristallstrukturen. (a) Die Uberlagerung der Struktur
von Tpx aus T. brucei (PDB 1073; hellgrau) und TpxI aus C. fasciculata (PDB lezk; 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) iiber dem aktiven Zentrum
orientiert. Die Orientierung der Trp39-Seitenkette in CfTpx (PDB 1lezk) ist reprasentativ fiir alle verfiigbaren Tpx-
Strukturen. Cys40 und Cys43 sind als rote Stibchen dargestellt. (b) Uberlagerung 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 grofieren Abstand zwischen Sy 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 Tryparedoxinll-Cys44Ser-Mutante im Komplex mit N!-Glutathionylspermidin
(N'-Gsp; PDB 1i5g). Als Stdbchen sind Aminosduren hervorgehoben, die Kontaktpunkte mit N*-Gsp (cyan)
darstellen, Ille110, Pro111 und Arg129 in hellblau sowie Cys41 in rot. Wasserstoffbriickenbindungen sind als gelb
gestrichelte Linien dargestellt und die Abstinde sind in A 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 fiir die Reaktion der Elektroneniibertragung von
GSH auf Tpx im gekoppelten Aktivitidtsassay drei Grofsenordnungen langsamer ist als die dquivalente
Reaktion von T(SH), mit Tpx."2 Aufgrund der dhnlichen pK-Werte und Standardredoxpotentiale E°
von GSH und T(SH), (siehe Tabelle 1-1) ist die Begriindung fiir diesen enormen Unterschied der
Geschwindigkeitskonstanten nicht auf die katalytischen Eigenschaften der leichten Thiole
zuriickzufiihren. Der bevorzugte Elektronentransfer von T(SH). auf Tpx konnte strukturelle Griinde
haben. Eine Kristallstruktur von Tpx im Komplex mit T(SH), zu erhalten war bislang nicht moglich.
Es gelang allerdings eine Kristallstruktur einer Tpx-Cys44Ser-Mutante (TpxIl) aus C. fasciculata im
Komplex mit einem Dead-End-Derivat von T(SH),, dem N!-Glutathionylspermidin (N'-Gsp), welches
auch ein Zwischenprodukt der Trypanothion-Synthese ist, zu 16sen (Abbildung 1-10c und d).l"”l Es
wurden die folgenden Interaktionspunkte zwischen Tpx und N'-Gsp identifiziert (Abbildung 1-10d):
i) die Cysteylseitenkette von N'-Gsp bildet eine Disulfidbriicke mit Cys41; ii) Argl29 und die
Carboxylgruppe des Glutathionarms von N'-Gsp bilden Wasserstoffbriickenbindungen; iii) weitere
Wasserstoffbriickenbindungen bestehen zwischen dem Amid und Carbonylsauerstoff der Ile110-
Prol111-Peptidbindung und dem Amid und Carbonylsauerstoff des Cysteylrestes des
Glutathionylarms. Aufgrund des fehlenden N8-gebundenen Glutathionarm basieren weitere mogliche
Interaktionspunkte wie die Seitenkette von Glu73 mit dem Spermidinlinker und der Arg45-Seitenkette
mit der Carboxylgruppe des N8-gebundenen Glutathionarm auf einem Modell.['7] Weiterfiihrende
NMR-spektroskopische Untersuchungen von CfIpx mit einem Redox-inaktiven T(SH),-Derivat, dem
N1,N8-bis(y-Glu-Ala-Gly)spermidin, Kristallstruktur

Interaktionspunkte von Tpx mit N'-Gsp sowie die postulierten Interaktionspunkte des Modells.['1% Ein

bestdtigten die in der identifizierten
Schwachpunkt dieser kristallographischen und NMR-spektroskopischen Untersuchungen ist die

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

Die Abwesenheit der erwarteten Konformationsinderungen in den reduzierten und

strahlungsinduziert-reduzierten Kristallstrukturen von Tpx sowie die N!-Gsp-gebundene
Kristallstruktur zeigen die Schwierigkeiten auf, den reduzierten Zustand und die Interaktion von Tpx
mit T(SH), kristallographisch abzubilden. Eine weitere Herangehensweise an die strukturelle
NMR-spektroskopische

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

Aufklarung des katalytischen Mechanismus von Tpx konnte die

die Proteine in Losung vorliegen und deshalb moglicherweise physiologisch relevantere Zustande

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

Tabelle 1-3 Aufstellung in der PDB verfiigbarer Tryparedoxin-Strukturen sortiert nach dem Organismus (Stand
Dez. 2020). Es ist die Kennziffer des PDB-Eintrags (Auflosung der Struktur in A), die Proteinform, die verwendete
Methode zum Losen der Struktur und der mittels PyMOL bestimmte RMSD der Uberlagerung der aufgelisteten
Tpx-Struktur zur T. brucei Tpx-Struktur (PDB 1073) angegeben.

Organismus | PDB-Eintrag | Form Methode RMSD
TpxI | C. fasciculata | 1qk8 (1,4 A) | oxidiert X-ray 0,596 A
TpxI | C. fasciculata | 1o7u (1,5 A) | oxidiert - strahlungsinduziert X-ray 0,616 A
TpxI | C. fasciculata | 1085 (1,5 A) | reduziert - strahlungsinduziert | X-ray 0,645 A
TpxI | C. fasciculata | 108x (1,3 A) | Punktmutation Cys43Ala X-ray 0,612 A
TpxI | C. fasciculata | 108w (1,7 A) | reduziert - strahlungsinduziert | X-ray 0,582 A
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TpxI | C. fasciculata | 1okd oxidiert NMR 1,324 A
TpxI | C. fasciculata | lezk (19 A) | oxidiert X-ray 0,763 A
TpxI | C. fasciculata | lewx (1,7 A) | oxidiert X-ray 0,633 A
TpxII | C. fasciculata | 1oc9 (2,35 A) | reduziert - strahlungsinduziert | X-ray 0,412 A
TpxIl | C. fasciculata | 106 (2,35 A) | reduziert - strahlungsinduziert | X-ray 0,416 A
TpxIl | C. fasciculata | 1081 (1,5 A) | oxidiert X-ray 0,476 A
TpxIl | C. fasciculata | 1oc8 (1,5 A) | oxidiert X-ray 0,475 A
. o heterogene Einzelzelle — Kette A o
TpxIl | C. fasciculata | 1fg4 (1,9 A) . ) X-ray 0,545 A
oxidiert, Kette B reduziert
N-Glutathionylspermidin
TpxII | C. fasciculata | 1i5g (1,4 A) kovalent an Cys41 gebunden, X-ray 0,686 A
Punktmutation Cys44Ser
TpxI | L. major 3s9f (1,8 A) | oxidiert X-ray 0,702 A
Tpx | T. brucei 1073 (2,28 A) | oxidiert X-ray -

1.6 Tryparedoxin als Zielprotein fiir die Wirkstoffentwicklung

Wie in Kapitel 1.4 angefiihrt ist die T(SH)./TR-
Kaskade ein ausgezeichneter Ansatzpunkt fiir
die Entwicklung neuer Arzneistoffe. Fiiller et
al. (Arbeitsgruppe Prof. Dr. Krauth-Siegel,
Universitat Heidelberg) testeten fast 80.000
Molekiile
Entgiftungskaskade und

gegen die Peroxid-

Abbildung 1-11 Molekiilstrukturen von (a) CFT und (b)
Compound 3.1

fanden zwolf
zeitabhéngige Inhibitoren gegen Tpx.[?!l Diese
Inhibitoren reagieren unter Abspaltung einer
Abgangsgruppe in einer kovalenten Reaktion mit dem katalytischen Cys40 der Oxidoreduktase. Die
zwOlf identifizierten Inhibitoren besafSen eine antitrypanosomale Aktivitdt gegen lebende T. b. brucei
BS-Zellen im niedrigen mikromolaren Bereich, vereinzelt sogar mit ECso-Werten von unter 1 M.l
Zwei dieser Inhibitoren stachen aufgrund eines hohen Selektivitdtsindex zwischen den ECso-Werten
in T. b. brucei BS-Zellen und HeLa-Zellen (ECsp-Wert fiir HelLLa Zellen nach 72 h Inkubationszeit:
>50 uM) 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).211 Allerdings
zeigten weiterfiihrende Untersuchungen der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. |||l nach der
Veroffentlichung von Fiiller et al., dass die inhibitorische Wirkung von Compound 3 gegen Tpx
vermutlich durch eine Verunreinigung der Substanz, moglicherweise durch den Hersteller,
hervorgerufen wurde. Eine neuere Charge von Compound 3 wies keinerlei antitrypanosomale
Aktivitdt auf und bewirkte keine Inhibition von Tpx (personliches Gesprach mit Prof. Dr. -
- Die Interaktion von CFT und Compound 3 mit T. brucei Tpx wurde im Rahmen dieser Arbeit
mittels NMR Spektroskopie iiberpriift und es konnte in Ubereinstimmung mit den Daten der AG
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B kcinc Interaktion mit Compound 3 beobachtet werden (Daten nicht gezeigt). Im
Weiteren beschiftigte sich diese Arbeit also nur noch mit der Aufklarung 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 ausfiihrlich untersucht
worden. Allerdings scheint die weitere Aufkldarung 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
Aufklarung der strukturellen Veranderungen von Tpx zwischen oxidiertem und reduziertem Zustand
sowie der Interaktion zwischen Tpx und Trypanothion (TS2/T(SH).) mit Hilfe der NMR-Spektroskopie.
Diesbeziiglich wurde insbesondere die Funktion von vier hochkonservierten Tryptophanresten in Tpx

fur die Struktur und die Aktivitat des Proteins untersucht.
Teil 2:

Fiiller et al.l?!l prasentierten 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 Aufklarung des molekularen Bindemechanismus von Tpx und dem kovalenten
Inhibitor 2-(Chlormethyl)-5-(4-fluorphenyl)-thieno[2,3-d]pyrimidin-4(3H)-on (CFT). Dafiir wurde im
ersten Schritt die Rolle der kovalenten Bindung fiir 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
Tpx,-CFT2-Dimerkomplexes sollte iiberpriift werden, ob dieser auch in Losung gebildet wird.
Auflerdem wurde die Rolle der beobachteten Protein-Protein-, Inhibitor-Inhibitor und Protein-
Inhibitor-Wechselwirkungen in der Tpx-CFT-Kristallstruktur fiir die Dimerbildung untersucht.
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2 Material und Methoden

2.1 Materialien
2.1.1 Chemikalien

Chemikalie [ArtikelInummer]

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., fiir Entfarbezwecke [5963.3]

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe

L-Alanin [3076.1]

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe

Ameisensaure [4724.2]

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe

Ammoniumacetat [7869.2]

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe

Ammoniumchlorid NHsClI > 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 CaCl,*2 H,O [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 Na,HPO, [P030.3]

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe

1,4-Dithiothreitol (DTT) [6908.2]

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe

Eisen(III)-chlorid FeCl; [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-tetraessigsaure Dikaliumsalz Dihydrat
[1408.3]

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe
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Ethylendiamin-tetraessigsdure Dinatriumsalz Dihydrat
[X986.1]

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe

Fetal Bovine Serum, qualified, Brazil [10270106]

Gibco™, Life Technologies, Carlsbad,
CA, USA

Formaldehyde solution 37 wt.% in H,O [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-Glutaminsaure, 98,5 %, Ph.Eur., fiir 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® 299 %, p.a. [3908.3]

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe

Guanidin Hydrochlorid 298 %, 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, Miillheim

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-Losung [1287.1]

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe

Hypoxanthine [H9636-5G]

Sigma-Aldrich, Darmstadt

Imidazol PUFFERAN® >99%, p.a., Ultra Qualitat

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe

[X998.4]
IMDM Iscove’s Modified Dulbecco’s Medium Thermo Fisher Scientific, Waltham,
[42200030] MA, USA

IPTG [CN08.4]

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe

L-Isoleucin [1698.1]

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe

Kaliumdihydrogenphosphat KH,PO, [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 MgCly*6 H,O [HN03.2]

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe

Magnesiumsulfat Heptahydrat MgSO,*7 H,O [T888.1]

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe

mal-PEG-COOH [PEG1060.0500]

Iris Biotech GmbH, Marktredwitz

Mangan(II)-sulfat Monohydrat MnSO,*H,O [4487.1]

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe

[B-Mercaptoethanol [63689-25ML-F]

Sigma-Aldrich, Darmstadt

Methanol, 299.9% [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 298 %, p.a.,
ACS [K300.3]

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe

Natriumhydroxid NaOH [P031.1]

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe

Nicotinsaure [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 Protein™ Dual Color Standards [1610374]

Bio-Rad Laboratories GmbH,
Feldkirchen

L-Prolin [T205.1]

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe

Propan-2-ol, 299.8% [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 %, fiir die Biochemie [CN30.3]

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe

L-Serin [4682.1]

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe

SIGMA Fast™ 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),

Hergestellt von ||| | I BZH

Universitdt Heidelberg

21



2 Material und Methoden

Trypanothiondisulfid, TS,

Hergestellt von ||| | | | I BZH

Universitdt 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 ZnSO,*7 H,O [K301.1]

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe

2.1.2 Isotope fiir die NMR-Spektroskopie

Isotope [Artikelnummer]

Anbieter

Ammonium chloride (**N, 99%) [NLM-467-10]

Eurisotop, Cambridge Isotope Laboratories, Inc.,
Andover, MA, USA

L-Arginine:HCI (*N4, 98%) [NLM-396-0.1]

Cambridge Isotope Laboratories, Inc., Andover,
MA, USA

L-Cysteine-13Cs, 1®N [658057-100MG]

Sigma-Aldrich, Darmstadt

D-Glucose (U-13Cs, 99%) [CLM-1396-10]

Cambridge Isotope Laboratories, Inc., Andover,
MA, USA

L-Lysine:2HCI (Alpha-15N, 95-99%)
[NLM-143-1]

Cambridge Isotope Laboratories, Inc., Andover,
MA, USA

L-Proline-13Cs, 15N [608114-100MG]

Sigma-Aldrich, Darmstadt

L-Tryptophan (**N,, 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. il an der JGU Mainz gemaf Wagner et al., 20191111 synthetisiert.(1!1]

Tabelle 2-1 Aufstellung der untersuchten Tpx-Inhibitoren mit Molekiilstruktur, Namen, [UPAC-Bezeichnung,

Summenformel und Molekulargewicht (MW) in g/mol.

MW
Struktur Name | IUPAC-Bezeichnung Summenformel
[g/mol]
2-(Chlormethyl)-5-(4-fluorphenyl)-
CFT , Lo C13HsCIFN,OS 294,73
thieno[2,3-d]pyrimidin-4(3H)-on
2-Methyl-5-(4-
MFT fluorphenyl)thieno[2,3-d]pyrimidin- | CisHoFN,OS 260,29
4(3H)-on
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214 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, Diiren

2.1.5 Verbrauchsmaterialien

Verbrauchsmaterialien [Artikelnummer]

Anbieter

10 pL Graduated Tip [S1111-3000]

200 puL Yellow, Bevelled Tip [S1111-1006]

1000 pL Blue, Graduated Tip [S1111-6001]

STARLAB INTERNATIONAL GmbH,
Hamburg

10 pL XL Filter Tips, Graduated, Racked, PP,
Natural, Sterile [771 261]

20 uL Filter Tips, Graduated, Racked, PP,
Natural, Sterile [773 261]

300 pL Filter Tips, Graduated, Racked, PP,
Natural, Sterile [738 261]

1250 pL Filter Tips, Graduated, Racked, PP,
Natural, Sterile [750 261]

Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen

Blotting Papier [FT-2-518-580600 N]

Sartorius AG, Gottingen

CampingazTM C206 GLS durchstechbare
Kartusche

Fisher Scientific GmbH, Schwerte

Cryo.sTM [126263]

Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen

Deckglaser 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 Ig.

[1-6152]

neoLab Migge GmbH, Heidelberg

Reaction Tubes, 1.5 mL, PP, graduated [616 201]

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

Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen

Rohrchen 15 mL, konischer Boden [188271]

Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen

Rohrchen 50 mL, konischer Boden [227261]

Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen

Rohrchen 50 mL, konischer Boden, Stehrand
[210261]

Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen

Rohre 3,5 mL, 55x12mm, PP [55.535]

SARSTEDT AG & CO. KG, Niimbrecht
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Rotilabo®-Sicherheitsreaktionsgefafie, 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 um
PVDF, 500 ml [S2GVUO5RE]

Stericup® Receiver Flask 500 ml [S200B05RE]

Stericup® Receiver Flask 1000 ml [S200B10RE]

Merck KGaA, Darmstadt

Sterile Kulturrdhrchen, 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]

Zellkulturflasche, 250 mL [658175]

Zellkulturflasche, 550 mL [660160]

Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen

ZelluTrans Dialyseschlauch aus regenerierter
Zellulose Norminal MWCQO:3,500 [E659.1]

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe

2.1.6 Gerite

Laborgerit Typ Anbieter
KERN & SOHN GmbH,
ACJ/ACS .
Analytische Waage Balingen-Frommern
AE 100 Mettler-Toledo GmbH, Giefien
5L,2L, 1L, 600 mL, 500 mL,
Becherglaser 250 mL, 150 mL, 100 mL, SCHOTT AG, Mainz
50 mL
. Elysia-raytest GmbH,
Imaging System Stella 3200
Straubenhardt
) Fisher Scientific GmbH,
Bunsenbrenner CampingazTM Labogaz 206
Schwerte
JASCO Deutschland GmbH,
CD Spektrometer J-815
Pfungstadt
EnrichTM SEC 70 High-

Chromatographie Saulen

Resolution Size Exclusion

Column

Bio-Rad Laboratories GmbH,
Feldkirchen

SuperdexTM 75 Increase
10/300 GL

HiLoadTM 16/600
SuperdexTM 75 pg

HiLoadTM 16/600
SuperdexTM 200 pg

GE Healthcare GmbH,

Solingen
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Chromatographie System

NGC QuestTM 10 Plus Chrom
System

Bio-Rad Laboratories GmbH,
Feldkirchen

Fa. BINDER GmbH,

CO; Inkubator CB 210 ]
Tuttlingen
Elektroporator NucleofectorTM 2b Lonza Cologne GmbH, Koln
2L,1L, 500 mL, 250 mL,
Glasflaschen SCHOTT AG, Mainz
100 mL, 50 mL
. ) SEIKO Epson Corporation,
Gelscanner ViewPix700
Meerbusch
Gelschiittler RS-DS 5 Phoenix Instrument, Garbsen

Gelelektrophorese System

Mini-PROTEAN® Tetra Cell

Mini-PROTEAN® short plates
[1653308]

Mini-PROTEAN® glass plates
1.0 mm gap [1653311]

Tetra Blotting Module

Bio-Rad Laboratories GmbH,
Feldkirchen

PerfectBlueTM Gelsystem
Mini S [40-0708]

PerfectBlueTM Gelsystem
Mini M [40-0911]

PerfectBlueTM Gelsystem
Mini L [40-1214]

PEQLAB/VWR International
GmbH, Darmstadt

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 Magnetriihrer

ROTILABO® MH 15

Carl Roth GmbH + Co. KG,
Karlsruhe

Inkubator

INCU-Line® IL-10

VWR International GmbH,
Darmstadt

Malvern Panalytical Ltd,

ITC Instrument MicroCal iTCzw
Malvern, UK

Kamera fiir Ethidiumbromid- QUANTUM-ST4 1100/26MX PEQLAB/VWR International
gefdarbte Gele Serial N GmbH, Darmstadt
Kamera fiir Ethidiumbromid- P95 Mitsubishi Electric Europe
gefiarbte Gele — Drucker B.V., Ratingen
Laborhebebiihne Swiss Boy 110 Sigma-Aldrich, Darmstadt
Durchlichtmikroskop Wilovert S Helmut Hund GmbH, Wetzlar

) . ) Carl Zeiss Microscopy GmbH,
Mikroskop Axiovert 200 M Mikroskop

Jena

Neubauer Zihlkammer

improved Linien dunkel
[T729.1]

Carl Roth GmbH + Co. KG,
Karlsruhe
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600 MHz Bruker Avance III
HD

700 MHz Bruker Avance III

NMR Spektrometer HD Bruker, Karlsruhe
800 MHz Bruker Avance III
HD
Multipipette® M4
Research® plus, Einkanal
0,1 -2,5 uL, hellgrau
Research® plus, Einkanal
0,5 -10 pL, hellgrau
Research® plus, Einkanal
2-20 uL, gelb Eppendorf AG, Hamburg
Pipette Research® plus, Einkanal
20 -200 pL, gelb
Research® plus, Einkanal
100 — 1000 pL, blau
Xplorer®, 12-Kanal, 5 - 100 pL,
gelb
) neoLab Migge GmbH,
Pipette Controller D-6017 )
Heidelberg
Infinite® M200 Pro plate Tecan Group Ltd., Médnnedorf,
Plattenleser .
reader Schweiz
PEQLAB/VWR International
peqPower 300
GmbH, Darmstadt
PowerPacTM Basic Power
Power Supply . .
Supply Bio-Rad Laboratories GmbH,
PowerPacTM HC High- Feldkirchen
Current Power Supply
A27-8x50 Fisher Scientific GmbH,
F9-6x1000 LEX Schwerte
Rotoren JA-25.50 Beckman Coulter Life
LITE TLA.8.1000 Sciences, Indianapolis, IN,
JUTEJLASS. USA
Saul Econo-Column® Bio-Rad Laboratories GmbH,
dulen
Chromatography Columns Feldkirchen
. ) Infors HAT, Schweiz,
Schiittler Multitron ]
Bottmingen
i ) 52020 1.2, EN12469: 2000, Fisher Scientific GmbH,
Sicherheitswerkbank
Class II, Safety Cabinet Schwerte
Hitachi High-Technologies,
U-5100
Krefeld
Spektrophotometer - —
peqlab, Fisher Scientific
Nanodrop 2000c

GmbH, Schwerte
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Thermocycler Biometra T Gradient 95 Analytik Jena AG, Jena
. BANDELIN electronic GmbH
Ultraschall-Homogenisator SONOPULS HD 2200 )
& Co. KG, Berlin
UV/VIS Spektrometer Lambda35 PerkinElmer, Rodgau
VAKUUMBRAND GmbH +
Vakuumpumpe Membran-Vakuumpumpe .
CO, Wertheim
Vortexer RS-VA10 Phoenix Instrument, Garbsen
KERN & SOHN GmbH,
PLJ 600-2GM .
Waage Balingen-Frommern
PM2000 Mettl