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1. Gegenw�rtige Chemotherapie von Trypanosomen-
erkrankungen

Trypanosomatiden sind parasitische Protozoen innerhalb
der Ordnung Kinetoplastida, zu denen die Erreger der
Afrikanischen Schlafkrankheit (Trypanosoma brucei gambi-
ense und T. b. rhodesiense ; siehe http://www.who.int/tdr/di-
seases/tryp), der S�damerikanischen Chagas-Krankheit (T.
cruzi, siehe http://www.who.int/health-topics/chagas),[1] der
Viehseuche Nagana (T. congolense und T. b. brucei) und die
diversen Formen der Leishmanien-Erkrankungen beim Men-
schen (Leishmania donovani, L. major und L. tropica)
geh�ren.

Bei allen Formen der Trypanosomiasis und Leishmanio-
sen sind die M�glichkeiten der Chemotherapie sehr begrenzt
und �ußerst unbefriedigend (Tabelle 1).[2] Die Behandlung
der Afrikanischen Schlafkrankheit st�tzt sich auf insgesamt
vier Medikamente, von denen zwei – Suramin und Pentami-
din – nur gegen das erste Stadium der Krankheit wirksam
sind, solange sich die Parasiten auf das Blut- und Lymphsys-
tem beschr�nken. Die Arsenverbindung Melarsoprol wird
gegen das Sp�tstadium der Schlafkrankheit eingesetzt, wenn
die Parasiten auch das zentrale Nervensystem befallen haben.
Eflornithin (DFMO), der zweite Wirkstoff, der die Blut-Hirn-
Schranke �berwinden kann, ist gegen das Sp�tstadium der
Westafrikanischen Schlafkrankheit (T. brucei gambiense)
wirksam, nicht aber gegen das Sp�tstadium der Ostafrikani-
schen Schlafkrankheit (T. brucei rhodesiense). Die einzigen
klinisch verf�gbaren Medikamente gegen die Chagas-Krank-
heit sind Nifurtimox und Benznidazol. Sie sind gegen die

akute Phase aktiv, in der latenten und sp�ten chronischen
Phase der Infektion hingegen ist ihre Wirksamkeit fraglich.
Außerdem haben beide Verbindungen schwere Nebenwir-
kungen.

F�r keines der verf�gbaren Medikamente – außer f�r
Eflornithin – ist der Wirkmechanismus vollst�ndig gekl�rt, da
die Molek�le multiple Targets zu haben scheinen. Arsenver-
bindungen waren die allerersten Pharmazeutika gegen die
Schlafkrankheit, und Melarsoprol (MelB) ist heute noch das
einzig wirksame Medikament gegen die Sp�tphase der Ost-
afrikanischen Schlafkrankheit. Es ist �ußerst toxisch, und
etwa 5% der Patienten sterben an einer durch das Medika-
ment ausgel�sten reaktiven Enzephalopathie.[19] Melarsen-
oxid (MelOx), eine weitere Melaminophenylarsenverbin-
dung, wird in T. brucei �ber den P2-Adenosin/Adenin-Trans-
porter aufgenommen,[9] der h�chstwahrscheinlich mit dem
TbAT1-Transporter identisch ist.[20] Die Mechanismen f�r die
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Parasit�re Erkrankungen wie Schlafkrankheit, Chagas-Krankheit
oder Malaria geh�ren zu den Hauptursachen weltweiter Armut.
Dringend ben�tigt werden antiparasit�re Medikamente, die nicht
nur wirksam, sondern f�r die Betroffenen auch erschwinglich und
verf�gbar sind. Ein Ansatz bei der Suche nach neuen Wirkstoffen
(und der Wiederentdeckung alter) basiert auf dem Einsatz von
Enzyminhibitoren, die die antioxidativen Systeme in den Patho-
genen blockieren. F�r Parasiten sind die antioxidativen Netzwerke
essentiell, da sie vom menschlichen Wirt durch starke Oxidantien
wie Peroxynitrit, Hypochlorit und Wasserstoffperoxid bek�mpft
werden. Das pathogeneigene Schutzsystem besteht aus etwa
zwanzig Thiol- und Dithiolproteinen, die das intrazellul�re Re-
doxmilieu bei einem Potential von etwa �250 mV puffern. Im
Zentrum dieses Redoxgef�ges steht bei Trypanosomen und
Leishmanien das parasitenspezifische Dithiol Trypanothion
(N1,N8-Bis(glutathionyl)spermidin). Malariaparasiten hingegen
besitzen ein konservativeres System, das auf Glutathion und
Thioredoxin basiert. Inhibitoren von antioxidativen Enzymen wie
der Trypanothionreduktase sind per se parasitizid, dar�ber hinaus
k�nnen sie aber auch die Entwicklung von Resistenz gegen andere
antiparasit�re Wirkstoffe verz�gern.
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Aufnahme der Arsenverbindungen in Parasiten und ihre
Permeation durch die Blut-Hirn-Schranke wurden k�rzlich in
einem �bersichtsartikel beschrieben.[3] Trypanosomen, die

Arsenverbindungen exponiert werden, lysieren sehr rasch;
der zugrundeliegende molekulare Mechanismus ist jedoch
nicht bekannt.
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penleiterin am neu gegr�ndeten Biochemie-
Zentrum der Universit�t Heidelberg (BZH).
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die Enzyme des parasitenspezifischen Trypa-

nothion-Metabolismus als Zielmolek�le f�r die Struktur- und Mechanis-
mus-gest�tzte Wirkstoffentwicklung.
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Tabelle 1: Gegenw�rtig eingesetzte Wirkstoffe gegen Afrikanische Trypanosomiasis und Chagas-Krankheit.

Wirkstoff Struktur Aufnahme Wirkmechanismus

gegen Afrikanische Try-
panosomiasis

Suramin (eingef�hrt
1922)

rezeptorvermittelte
Endocytose, z.B. im
Komplex mit
LDL;[a],[3, 4] siehe aber
auch Lit. [5]

unbekannt; das sulfonierte
Naphthylamin interagiert
elektrostatisch mit zahlrei-
chen Enzymen[6, 7]

Pentamidin (1937)

mehrere Transportpro-
teine,[3, 8, 9] z. B. der P2-
Adenin/Adenosin-
Transporter

wird in den Parasiten in
millimolaren Konzentratio-
nen angereichert; bei diesen
Wirkstoffspiegeln gibt es
zahlreiche Targets (Protei-
ne, Lipide, kleine Furche der
DNA u.a.)[10–12]

Melarsoprol (MelB)
(1949)

P2(TbAT1)-Adenin/
Adenosin-Transpor-
ter[3, 9]

unbekannt; bildet Komplexe
mit Thiolen und Protein-
thiolen[13]

Eflornithin (1990) (a-
Difluormethylornithin)

wahrscheinlich Kom-
bination von passiver
und unterst�tzter Dif-
fusion[3]

Suizidinhibitor der Orni-
thindecarboxylase[14]

gegen Chagas-Krank-
heit

Nifurtimox (Lampit)
(1970)

passive Diffusion

induziert erh�hten Sauer-
stoffverbrauch und f�hrt zur
Bildung von Wasserstoff-
peroxid[15, 16]

Benznidazol (Radanil)
(1966)

nicht untersucht
Benznidazol-Metaboliten
binden kovalent an Makro-
molek�le[17, 18]

[a] LDL= Lipoprotein mit niedriger Dichte („low-density lipoprotein“).
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Verbindungen des dreiwertigen Arsens bilden mit zahl-
reichen Proteinthiolen und anderen (Di)thiolen stabile Kom-
plexe. In T. brucei ergeben beispielsweise Trypanothion,
Dihydrolipons�ure und Dihydroliponamid Addukte mit Mel-
arsenoxid.[21] Neben vielen anderen Enzymen inhibiert Mel-
arsenoxid Trypanothionreduktase und Liponamiddehydroge-
nase irreversibel durch Wechselwirkung mit den vicinalen
Cysteinen im aktiven Zentrum. Affinit�tschromatographie an
einem Melarsoprol-Analog ergab, dass aus einem T.-brucei-
Extrakt das Glycolyseenzym Glycerin-3-phosphatdehydroge-
nase spezifisch an die S�ule bindet.[13]

Eflornithin (DFMO, Tabelle 1), urspr�nglich als Krebs-
medikament entwickelt, ist der einzige aktuelle Wirkstoff
gegen die Westafrikanische Schlafkrankheit. Es ist ein Sui-
zidinhibitor der Ornithindecarboxylase, die in den meisten
Organismen den geschwindigkeitsbestimmenden Schritt der
Polyamin-Biosynthese katalysiert. Interessanterweise resul-
tiert die Spezifit�t von DFMO gegen T. brucei gambiense
ausschließlich aus der unterschiedlichen In-vivo-Halbwerts-
zeit des Wirts- und Parasitenproteins.[14,22] W�hrend das
S�ugerenzym in Minuten umgesetzt wird, hat Ornithinde-
carboxylase aus T. brucei gambiense eine Halbwertszeit von
�ber 18 h. Das Versagen von DFMO bei der Behandlung der
Ostafrikanischen Schlafkrankheit ist auf die k�rzere Halb-
wertszeit des Enzyms aus T. brucei rhodesiense und dessen
h�here Basalaktivit�t im Vergleich zu T. b. gambiense zu-
r�ckzuf�hren.[23] Obwohl das Prim�rtarget klar definiert ist,
ist die Kette zellpathologischer Ereignisse, die letztendlich
zum cytostatischen Effekt von DFMO f�hrt, noch nicht
vollst�ndig bekannt. Behandlung von T. brucei mit DFMO
erh�ht die intrazellul�ren Spiegel an Ornithin, S-Adeno-
sylmethionin und decarboxyliertem S-Adenosylmethionin,[24]

w�hrend die Konzentrationen an Putrescin, Spermidin und
schließlich auch an Trypanothion, dem parasitenspezifischen
Bis(glutathionyl)spermidin, sinken (Abbildung 1a).[25,26]

Ferner bewirkt DFMO eine Arretierung des Zellzyklus.[27]

Die beiden Medikamente gegen die Chagas-Krankheit
sind die Nitroaromaten Nifurtimox und Benznidazol (siehe
die �bersicht in Lit. [28]). In T. cruzi verursacht Nifurtimox
einen erh�hten O2-Verbrauch und die Freisetzung von Was-
serstoffperoxid in das Kulturmedium.[15] Die Reaktionsse-
quenz beginnt mit einer Einelektronenreduktion der Nitro-
gruppe durch ein Flavoenzym unter Bildung des Radikalan-
ions (nachgewiesen durch Elektronenspinresonanz, ESR).[16]

Die nachfolgende Reaktion mit molekularem Sauerstoff
f�hrt zu Superoxid-Anionen, die unter Dismutation Wasser-
stoffperoxid produzieren. Benznidazol in Konzentrationen,
die das Wachstum von T. cruzi hemmen, erzeugt hingegen
kein Superoxid und Wasserstoffperoxid,[29] sondern wird zu
Metaboliten biotransformiert, die kovalent an DNA, Lipide
und Proteine des Parasiten binden.[17,18]

Wahrscheinlich ist gerade der Mangel an Spezifit�t bei
den alten Trypanosomen-Medikamenten der Hauptgrund f�r
ihre lang andauernde Zuverl�ssigkeit und die relativ langsa-
me Resistenzentwicklung. Dennoch sind heute bis zu 20%
der behandelten Patienten resistent gegen Melarsoprol.[19]

2. Neue Strategien zur Entwicklung
antitrypanosomaler Wirkstoffe

Derzeit befinden sich nur sehr wenige Wirkstoffe gegen
Trypanosomenerkrankungen in der klinischen Testung. Einer
davon ist Megazol, ein 5-Nitroimidazol, das bereits 1968
synthetisiert, aber aufgrund eines positiven Ames-Tests zu-
n�chst verworfen wurde. Wenn man bedenkt, dass viele
Krebsmedikamente trotz hoher Toxizit�t und Mutagenit�t
zugelassen werden, erscheinen die Auflagen f�r Megazol
bizarr; die medizinisch-ethischen Kriterien, die f�r eine
arsenrefrakt�re Schlafkrankheit gelten, sind denen einer
schwer behandelbaren Krebserkrankung gleichzusetzen.[19]

Seit sich die pharmazeutische Industrie de facto von allen
Aktivit�ten zur Entwicklung von Wirkstoffen gegen Tropen-
krankheiten zur�ckgezogen hat, beschr�nken sich fast alle
Anstrengungen auf den �ffentlichen Sektor. Ein Weg zu
neuen antiparasit�ren Medikamenten ist nach wie vor die
Aufkl�rung der Wirkprinzipien von Pflanzen, die traditionell
gegen Parasiteninfektionen verwendet werden (siehe �ber-
sicht in Lit. [30]). Ein weiterer Ansatz betrifft Medikamente,
die bereits zur Behandlung anderer Erkrankungen zugelassen
sind. Diese haben den Vorteil, dass sie schon einen großen
Teil der sehr teuren klinischen Pr�fungen hinter sich haben,
die zur Markteinf�hrung eines neuen Wirkstoffs zwingend
sind. Als aktuelle Beispiele seien Aminobisphosphonate
genannt, die zur Behandlung von Osteoporose und anderen
Knochenerkrankungen eingesetzt werden,[31, 32] sowie Imid-
azol- und Triazol-Derivate, die als Antimykotika Verwen-
dung finden.[33,34]

Trypanosomen zweigten sehr fr�h vom gemeinsamen
Stammbaum der Eukaryoten ab, sodass sich ihr zellbiologi-
sches Repertoire in vielerlei Hinsicht von dem der S�ugetiere
unterscheidet. Folglich k�nnen parasitenspezifische Prozesse
selektive Ziele f�r das Wirkstoffdesign bieten. Die Genom-
projekte werden in naher Zukunft eine Vielzahl spezieseige-
ner Stoffwechselwege er�ffnen, wie das Beispiel von P.
falciparum eindrucksvoll zeigt.[35] Die entsprechenden Ge-
samtgenomsequenzen von Trypanosoma brucei und Leish-
mania major sollen 2005 vorliegen.

Ein einfacher Unterschied zwischen Wirt und Parasit ist
jedoch nicht ausreichend, um ein Enzym als Zielmolek�l zu
definieren. Ein wichtiger Schritt auf dem Wege der rationalen
Entwicklung von Chemotherapeutika ist die Validierung der
Zielstruktur. Die �lteste Methode, um zu ermitteln, ob ein

Prof. Dr. R. Heiner Schirmer studierte Medi-
zin und Philosophie in Heidelberg und Basel
und erhielt 1966 den medizinischen Doktor-
grad. Nach klinischer T�tigkeit in Stuttgart
und Karlsruhe und einem Postdoc-Aufenthalt
an der Dartmouth Medical School, New
Hampshire, wurde er 1969 Gruppenleiter in
der Abteilung Biophysik des Max-Planck-In-
stituts f�r Medizinische Forschung. Er habili-
tierte 1975 und wurde 1980 als Professor f�r
Biochemie an die Universit�t Heidelberg be-
rufen. Seit 1976 ist er Bicentennial Lecturer
in Boston und Philadelphia. Im Jahre 2002

erhielt er den Dream Action Award des Niederl�ndischen Chemiekonzerns
DSM f�r seine Studien zur Biochemie und Chemotherapie der Malaria.

Antiparasit�re Wirkstoffe
Angewandte

Chemie

701Angew. Chem. 2005, 117, 698 – 724 www.angewandte.de � 2005 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

http://www.angewandte.de


Enzym essentiell f�r einen Organismus ist, basiert auf dem
Einsatz hochspezifischer Inhibitoren. Solche Wirkstoffe sind
allerdings selten verf�gbar, weshalb in der Regel gentechni-
sche Methoden wie Gendeletion oder der spezifische Abbau
einer bestimmten mRNA (durch RNA-Interferenz) zum
Einsatz kommen.[36,37] Selbst wenn f�r ein Enzym gezeigt

wurde, dass es f�r den Parasiten essentiell
ist, kann es nicht notwendigerweise als ge-
eignetes Targetmolek�l betrachtet werden.
Im Falle eines hoch exprimierten Proteins ist
es beispielsweise schwierig, die erforderli-
chen hohen Wirkstoffkonzentrationen eines
reversiblen Inhibitors in der Zelle zu errei-
chen und aufrechtzuerhalten. Ein anderer
wichtiger Aspekt ist die Halbwertszeit des
Zielenzyms, da die rasche De-novo-Synthe-
se des Targetproteins den Effekt eines irre-
versiblen Inhibitors aufheben w�rde.

3. Der thiolabh�ngige Redoxstoff-
wechsel von Trypanosomen

3.1. Vorkommen und Biosynthese des
Trypanothions

Trypanosomatiden unterscheiden sich
von nahezu allen anderen Eukaryoten und
Prokaryoten durch ihren spezifischen Re-
doxstoffwechsel, der auf dem Thiol-Poly-
amin-Konjugat Trypanothion und dem
Flavoenzym Trypanothionreduktase basiert
(Abbildung 1 und 2).[38] Das Trypanothion-
System [Gl. (1)] ersetzt in diesen Parasiten
nicht nur das Glutathion/Glutathionreduk-
tase-Paar [Gl. (2)], sondern wahrscheinlich
auch die Funktion der Thioredoxinredukta-
se (Abbildung 2 b).[39]

TS2 þNADPHþHþ ! TðSHÞ2 þNADP ð1Þ

GSSGþNADPHþHþ ! 2GSHþNADP ð2Þ

Nicht zu den Kinetoplastida geh�rende
Organismen, die �ber einen Trypanothion-
Stoffwechsel verf�gen, sind Entamoeba his-
tolytica, der Erreger der Am�ben-Ruhr
(GenBank acc. AF503571),[40] und Euglena
gracilis, dem offenbar sowohl Trypanothion-
reduktase als auch Glutathionreduktase zur
Verf�gung stehen.[41]

Trypanothion wird durch Konjugation
des Polyamins Spermidin mit dem Tripeptid
Glutathion synthetisiert (Abbildung 1a).
Der erste Schritt der Glutathion-Biosynthe-
se wird durch g-Glutamylcystein-Synthetase
katalysiert, ein f�r T. brucei essentielles
Enzym.[42] Das entstandene g-Glutamylcys-
tein wird dann mit Glycin zu Glutathion

verkn�pft. Die hierf�r ben�tigte Glutathion-Synthetase ist bis
jetzt bei noch keinem Trypanosomatiden charakterisiert
worden, es findet sich aber ein mutmaßliches Gen auf
Chromosom 14 bei L. major (Acc. AL356246). F�r Spermidin
gibt es bei Trypanosomatiden keinen einheitlichen Synthese-
weg. Epimastigote T.-cruzi-Zellen sind unf�hig, Putrescin de

Abbildung 1. Trypanothion-Stoffwechsel der Trypanosomatiden. a) Spermidin und Glutathion (fett),
die beiden Bestandteile des Trypanothions (T(SH)2), werden getrennt synthetisiert und dann zum
Bis(glutathionyl)spermidin Trypanothion kondensiert. b) Trypanothion wird durch NADPH und das
Flavoenzym Trypanothionreduktase in reduziertem Zustand gehalten. c) Trypanothion kann spontan
Dehydroascorbat sowie die Disulfide von Glutathion, Ovothiol A und parasit�rem Thioredoxin redu-
zieren. Es ist an der Synthese von DNA-Bausteinen beteiligt sowie an der Entgiftung von Metallen
und Wirkstoffen, Hydroperoxiden, Peroxynitrit und Ketoaldehyden. Die Reaktionsfolge
T(SH)2 +ONOO�!TS2 + NO2

�+H2O verl�uft analog zur Reduktion von Hydroperoxid. NDP= Nu-
cleosiddiphosphat, dNDP= Desoxynucleosiddiphosphat, RiboR =Ribonucleotidreduktase.
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novo zu bilden, sie nehmen Polyamine aus dem Medium auf
und k�nnen diese zu Spermidin umwandeln.[43,44] Es darf als
sehr wahrscheinlich angenommen werden, dass dies auch f�r
die S�uger-Stadien des Parasiten zutrifft. Die intrazellul�ren
Amastigoten von T. cruzi vermehren sich im Cytosol der
Wirtszelle und sollten somit unmittelbaren Zugriff auf Poly-
amine haben. Im Unterschied dazu synthetisieren die extra-
zellul�r lebenden Afrikanischen Trypanosomen das Spermi-
din endogen aus Ornithin (Abbildung 1a).

Die Biosynthese des Trypanothions beginnt mit der
Bildung von Monoglutathionylspermidin, das anschließend
mit einem zweiten Glutathionmolek�l zu Trypanothion rea-
giert. Wie in Abbildung 1a dargestellt, werden im Insekten-
parasiten Crithidia fasciculata die beiden aufeinander folgen-
den Schritte durch unterschiedliche Synthetasen kataly-

siert.[45] In T. brucei und in T. cruzi ist hingegen
ein einziges Polypeptid f�r beide ATP-abh�ngigen
Reaktionen zust�ndig.[46, 47] Die T.-cruzi-Syntheta-
se akzeptiert auch andere Polyamine als Substrate,
was unter Bedingungen einer limitierenden Ver-
sorgung mit Spermidin von Bedeutung sein
kann.[47,48]

3.2. Vergleich von Trypanothion und Glutathion

Trypanothion ist auch in Abwesenheit von
Enzymkatalysatoren ein effizientes Reduktions-
mittel f�r Dehydroascorbat, Glutathiondisulfid
und die Disulfidform von Ovothiol A (Abbil-
dung 1c). (Dieses Mercaptohistidin, das bei ver-
schiedenen Trypanosomatiden vorkommt,[49–51] ist
ein effektiver Radikalf�nger und katalysiert
zudem den Abbau von cytotoxischen Nitrosothio-
len wie Nitrosoglutathion (GSNO) und Bis(nitro-
so)trypanothion ([T(SNO)2])).[52] Das Redoxpo-
tential von Trypanothion (�242 mV)[53] ist dem
von Glutathion �hnlich und kommt demnach nicht
als Ursache f�r die h�here Reaktivit�t von Try-
panothion infrage. Ein wesentlicher Unterschied
ist hingegen, dass Trypanothion ein Dithiol ist und
daher als Reduktionspartner von Disulfiden kine-
tisch bevorzugt ist.[54] Ein weiterer Unterschied
betrifft die pKS-Werte. Die Thiolgruppen des
Trypanothions haben niedrige pKS-Werte von
7.4,[55] was offensichtlich der positiv geladenen
Aminogruppe in der Spermidinbr�cke zuzuschrei-
ben ist. Hingegen liegt der pKS-Wert des Gluta-
thions im Bereich von 8.7 bis 9.2. Der f�r Trypa-
nothion bestimmte pKS-Wert f�llt mit dem intra-
zellul�ren pH-Wert der Parasiten zusammen.[56]

Dies tr�gt mit Sicherheit zur Reaktivit�t bei, da
die Geschwindigkeitskonstanten 2. Ordnung f�r
Dithiol-Disulfid-Austausche ein Optimum errei-
chen, wenn der pKS-Wert der beteiligten Thiole
dem pH-Wert der umgebenden L�sung ent-
spricht.[54]

Trypanothionabh�ngige Reduktionen werden
in Gegenwart von Tryparedoxin, einem kleinen

parasitenspezifischen Dithiolprotein, stark beschleunigt. Das
Trypanothion/Tryparedoxin-Paar spielt eine zentrale Rolle in
den parasitenspezifischen Kaskaden, die die Reduktion von
Hydroperoxiden[57–59] und Ribonucleotiden[60] katalysieren
(Abbildung 2a). Dar�ber hinaus ist Trypanothion wahrschein-
lich das physiologische Reduktionsmittel des Thioredoxindi-
sulfids. Eine spezifische Thioredoxinreduktase, wie sie bei allen
anderen bekannten Organismen vorkommt (Abbildung 1c),
wurde bei Kinetoplastida bisher nicht nachgewiesen.[39]

3.3. Trypanothion und Medikamentenresistenz

Das Ausschleusen oder die Sequestrierung von Wirkstoff-
Thiol-Konjugaten ist ein wichtiger Mechanismus der Medi-

Abbildung 2. Dithiolgest�tzte Redoxsysteme in Trypanosomen und Plasmodien.
a) In Trypanosomen �bertr�gt eine Kaskade aus Trypanothionreduktase (TR), Trypa-
nothion (T(SH)2) und Tryparedoxin (Tpx) Elektronen vom NADPH auf Ribonucleotid-
reduktase (RiboR), die die Reduktion von Nucleosiddiphosphaten (NDP) zu Desoxy-
nucleosiddiphosphaten (dNDP) katalysiert, sowie auf Tryparedoxinperoxidasen
(TpxPx), die Hydroperoxide entgiften. b) In P. falciparum kommen zwei Systeme vor:
Das Glutathion-System, bestehend aus Glutathionreduktase (GR), Glutathion (GSH)
und Glutaredoxin (Grx), �bertr�gt Elektronen auf die Ribonucleotidreduktase entwe-
der auf direktem Weg oder mithilfe von Plasmoredoxin (Plrx). Glutaredoxin kann
auch durch Liponamid (Lip) reduziert werden. Das zweite System setzt sich aus
Thioredoxinreduktase (TrxR) und Thioredoxin (Trx) zusammen. Es liefert Reduktions-
�quivalente f�r die Synthese von DNA-Bausteinen und ist Elektronendonor f�r Trx-
abh�ngige Peroxidasen (TrxPx). Die beiden Systeme sind in Kontakt, da Glut-
athiondisulfid (GSSG) durch Thioredoxin reduziert werden kann (gestrichelte Linie).
Alle drei Dithiolproteine (Glutaredoxin, Plasmoredoxin und Thioredoxin) k�nnen als
Thioltransferasen fungieren, die Proteine vom oxidierten in den reduzierten Zustand
�berf�hren. Das tiefgestellte „Ox“ kennzeichnet die Disulfidform, das tiefgestellte
„Red“ die Dithiolform eines Proteins.
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kamentenresistenz. So ist bei Leishmanien, die gegen Ver-
bindungen mit dreiwertigem Arsen oder Antimon resistent
sind, h�ufig das PGPA-Gen (P-Glycoprotein-�hnliches Pro-
tein A) amplifiziert.[61,62] Dieser ATP-abh�ngige Transporter
(ABC, „ATP-binding cassette“) kann bei anderen Organis-
men Arsenit-Glutathion-Konjugate durch die Zellmembran
translozieren.[63] Da Trypanothion in L. tarentolae Addukte
mit Arsenit und Antimonit bildet,[64, 65] gilt es als wahrschein-
lich, dass diese Addukte durch PGPA transportiert werden.
In den Blutstromformen von T. brucei f�hrt die �berexpres-
sion eines Transporters („multidrug resistance-associated
protein A“), der zum PGPA aus L. tarentolae eng verwandt
ist, zu einem 10fachen Anstieg des IC50-Wertes f�r Melar-
soprol.[66]

3.4. Trypanothionabh�ngige Entgiftung von Hydroperoxiden

Trypanosomen tolerieren nur niedrige Hydroperoxidspie-
gel,[67] wahrscheinlich, weil sie ohne die Enzyme Katalase und
Selenocystein-haltige Glutathionperoxidase auskommen
m�ssen. Bislang wurden drei Klassen von Peroxidasen in
Trypanosomatiden charakterisiert, und in jedem Fall ist
Trypanothion das elektronenliefernde Substrat f�r die Per-
oxidreduktion. Vertreter der ersten Klasse ist ein 2-Cys-
Peroxiredoxin-�hnliches Enzym (Abbildung 2a).[57, 59,68] Die
Mitglieder der zweiten Klasse sind strukturell den Gluta-
thionperoxidasen verwandt, enthalten jedoch anstelle des
Selenocysteins ein katalytisches Cystein.[69,70] Sie zeigen sehr
geringe Aktivit�t mit Glutathion als reduzierendem Substrat,
hingegen hohe Aktivit�t mit dem Trypanothion/Tryparedo-
xin-System.[70] Beide Peroxidasetypen – das cytosolische
Peroxiredoxin-�hnliche Enzym und die mit Glutathionper-
oxidase verwandten Enzyme – scheinen f�r das �berleben
von T. brucei essentiell zu sein.[71] Eine dritte Klasse von
Peroxidasen bildet ein von Ascorbat abh�ngiges H�m-Prote-
in, das sich im endoplasmatischen Reticulum von T. cruzi
findet und das in �hnlicher Form auch in Pflanzen vor-
kommt.[72] Das bei der Reaktion gebildete Dehydroascorbat
wird anschließend durch Trypanothion reduziert (Abbil-
dung 1c). Keine der beschriebenen trypanosomalen Peroxi-
dasen reicht im Hinblick auf katalytische Effizienz an die
klassischen Selenocystein-haltigen Glutathionperoxidasen
heran. Dieses Defizit wird zumindest zum Teil durch die
hohe zellul�re Konzentration dieser Enzyme kompensiert.[59]

Eine Erkl�rung f�r die geringe katalytische Wirkung gegen
das Substrat H2O2 k�nnte sein, dass die Enzyme zus�tzliche
physiologische Funktionen haben und deshalb nicht als
Peroxidasen perfektioniert sind.[73]

3.5. Trypanothionabh�ngige Reduktionen von Peroxynitrit

Peroxynitrit (ONOO�), das Reaktionsprodukt aus dem
Superoxidradikal und Stickstoffmonoxid, ist nicht nur ein
Tyrosin nitrierendes Agens, sondern auch ein starkes Oxida-
tionsmittel, das maßgeblich zur Kompetenz humaner Makro-
phagen und anderer Zellen des Immunsystems gegen Patho-
gene beitr�gt. Behandlung von T.-cruzi-Zellen mit Peroxyni-

trit f�hrt zu einer raschen Oxidation von Trypanothion zu
Trypanothiondisulfid.[74] Im Unterschied dazu bildet Gluta-
thion, das in T. cruzi in weit niedrigerer Konzentration als
Trypanothion vorliegt, bei Peroxynitrit-Exposition bevorzugt
gemischte Disulfide mit proteineigenen Cysteinen.

Peroxynitrit kann T(SH)2 direkt oxidieren, T(SH)2 kann
aber auch sekund�r in Reaktionen zwischen Peroxynitrit mit
Tryparedoxinperoxidase und Tryparedoxin verbraucht
werden (Abbildungen 1c und 2a). Ferner k�nnen durch
Peroxynitrit generierte Carbonat- und Stickstoffdioxidradi-
kale Einelektronenoxidationen vermitteln. Im Falle von
T(SH)2 wird das Thiylradikal zu einem intermedi�ren Disul-
fidradikal und letztendlich zum Disulfid oxidiert. Im Falle von
Glutathion kann das Thiylradikal entweder mit Proteinthio-
len (PSH) gemischte Disulfide (PSSG) bilden (siehe Tabelle 3
in Abschnitt 6), oder es reagiert mit molekularem Sauerstoff
und geht dabei in h�here Oxidationsstufen des Schwefels
�ber. Diese Befunde untermauern, dass T(SH)2 und trypa-
nothionabh�ngige antioxidative Systeme eine Schl�sselrolle
bei der Entgiftung von Peroxynitrit innehaben und so das
�berleben der Trypanosomen in dem von Makrophagen
generierten oxidierenden Mikromilieu erleichtern.[74]

3.6. Entgiftung von Ketoaldehyden

Das ubiquit�re Glyoxalase-System mit den Enzymen
Glyoxalase I und II katalysiert die glutathionabh�ngige Dis-
mutation von a-Ketoaldehyden zu den entsprechenden a-
Hydroxys�uren. Das wichtigste physiologische Substrat ist
Methylglyoxal, das als unvermeidliches Nebenprodukt der
Glycolyse gebildet wird. T. brucei enth�lt eine Glyoxalase II,
die eine hohe Pr�ferenz f�r Trypanothionthioester gegen�ber
Glutathionthioestern als Substraten zeigt (Abbildung 1c).[75]

Folglich wird bei Trypanosomatiden Glutathion auch beim
Glyoxalase-System durch Trypanothion ersetzt.

4. Enzyme des Trypanothion-Metabolismus als
potenzielle Zielmolek�le

Die Empfindlichkeit von Trypanosomatiden gegen oxi-
dativen Stress sowie das Fehlen von Trypanothion im S�u-
gerwirt machen die Enzyme des Trypanothion-Metabolismus
zu attraktiven Zielmolek�len f�r das Wirkstoffdesign.[2,76–79]

Der erste Hinweis, dass St�rungen des Redoxmetabolismus in
Trypanosomen f�r die Medikamentenentwicklung genutzt
werden k�nnen, ergab sich aus Untersuchungen mit Buthio-
ninsulfoximin (BSO), einem Inhibitor der g-Glutamylcystein-
Synthetase (Abbildung 1 a). BSO heilt mit T. brucei infizierte
M�use[80] und verringert die Infektiosit�t von L.-donovani-
Amastigoten.[81] Wie bereits beschrieben, ist Difluormethyl-
ornithin (DFMO, Tabelle 1) ein Suizidinhibitor der Ornithin-
decarboxylase und senkt die zellul�re Konzentration von
Trypanothion.

Von den an der Trypanothionsynthese beteiligten Enzy-
men k�nnten sich Glutathionylspermidin-Synthetase und
Trypanothion-Synthetase als attraktive Zielmolek�le der
Wirkstoffentwicklung erweisen, da sie beim Menschen und
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anderen S�ugern nicht vorkommen. Wie oben beschrieben
(Abbildung 1a), katalysiert in T. cruzi und T. brucei ein
einzelnes Polypeptid beide Syntheseschritte.[46,47, 82] Bisher
wurden f�r Inhibitorstudien die Glutathionylspermidin-Syn-
thetasen (GspS) von E. coli und C. fasciculata herangezogen.
Ein Phosphinat-Substratanalog erwies sich als effizienter,
extrem langsam abdissoziierender Inhibitor des E.-coli-
Enzyms mit einem Ki-Wert von 3.2 mm und einem Ki*-Wert
von 7.8 nm.[83] Derivate des Peptids g-Glu-Leu-X (mit X als
nucleophiler Gruppe) sind Mischtyp-Inhibitoren der Gluta-
thionylspermidin-Synthetase von C. fasciculata, wobei die
effizientesten Verbindungen Ki- und Ki’-Werte im unteren
mikromolaren Bereich haben.[84] Der Umstand, dass die
Synthese von Trypanothion bei Trypanosomen und C. fas-
ciculata nicht identisch ist, wirft jedoch die Frage auf, ob die
Crithidien-Enzyme geeignete Modelle f�r das Wirkstoffde-
sign sind.

4.1. Inhibitoren der Trypanothionreduktase

Trypanothionreduktase ist das am intensivsten untersuch-
te Enzym des Trypanothion-Redoxmetabolismus. Es ist das
Schl�sselenzym in der antioxidativen Abwehr der Parasiten,

es kommt im S�ugerwirt nicht vor, und es ist f�r alle bislang
charakterisierten Trypanosomatiden essentiell (zur �bersicht
siehe Lit. [85]). Trypanothionreduktase geh�rt zur Familie
der FAD-abh�ngigen Disulfidreduktasen, die u.a. Gluta-
thionreduktase, Liponamiddehydrogenase und Thioredoxin-
reduktase einschließt (Abbildung 3).[86] Der katalytische Me-
chanismus der Trypanothionreduktase entspricht in fast allen
Teilschritten dem der Glutathionreduktase (Abbildung 2 und
3 sowie Abschnitt 7.3).[87,88] Der Hauptunterschied zwischen
den beiden Disulfidreduktasen besteht in ihrer Spezifit�t f�r
ihr jeweiliges Disulfid-Substrat. Dar�ber hinaus ist die Disul-
fid-Bindungsstelle der Trypanothionreduktase mit Abmes-
sungen von 22 � 20 � 28 �3 wesentlich ger�umiger als die der
Glutathionreduktase. Die dreidimensionale Struktur der Try-
panothionreduktase ist in freier Form[92–94] sowie als bin�rer
Komplex mit NADPH,[94] Glutathionylspermidin,[95] Trypa-
nothion[96] und dem kompetitiven Inhibitor Mepacrin[91] be-
kannt (Abbildung 4, Tabelle 2).

W�hrend der letzten 15 Jahre hatten zahlreiche Studien
zum Ziel, Inhibitoren der Trypanothionreduktase als Leit-
strukturen f�r antiparasit�re Wirkstoffe zu entwickeln (�ber-
sichten in Lit. [76,85,116–118]). Die meisten Ans�tze kon-
zentrierten sich dabei auf Verbindungen, die das Parasiten-
enzym hemmen, nicht aber die Human-Glutathionreduktase

Abbildung 3. Schematische Darstellung der Trypanothionreduktase aus T. cruzi sowie der Glutathionreduktase und Thioredoxinreduktase aus P.
falciparum. Jedes dieser homodimeren Enzyme hat zwei identische aktive Zentren. Die Kontaktfl�che zwischen den beiden Monomeren ist als dia-
gonale Linie mit einem ausgef�llten Kreis im Zentrum dargestellt, der die zweiz�hlige Symmetrieachse kennzeichnet. In einer der beiden Unterein-
heiten sind die Reste mit gestrichenen Ziffern nummeriert. a) In Trypanothionreduktase fließen die Elektronen vom NADPH �ber den Flavinring
zum redoxaktiven Disulfid Cys57/Cys52. In der gebildeten Dithiolform interagiert das Thiolat 57 mit dem Flavin; Cys52 hingegen greift die Disul-
fidbr�cke des Trypanothiondisulfids unter Bildung eines gemischten Disulfids zwischen Enzym und Substrat an. Dieses wird dann von Cys57 atta-
ckiert, und unter Wiederherstellung der intramolekularen Disulfidbr�cke wird das Produkt, reduziertes Trypanothion, freigesetzt. Trypanothionre-
duktase akzeptiert nur positiv geladene Glutathionylspermidin-Konjugate als Substrate, wogegen Glutathionreduktasen f�r Glutathiondisulfid spe-
zifisch sind, dessen Nettoladung �2 betr�gt. Diese Spezifit�t ist haupts�chlich dem Austausch von f�nf Resten zuzuschreiben, die das aktive Zen-
trum des Trypanosomenenzyms im Vergleich zur GSSG-Bindungsstelle in der Glutathionreduktase hydrophober und zugleich negativ geladen
machen (Abbildung 3a,b und 4).[90] Außerdem ist das aktive Zentrum der Trypanothionreduktase ger�umiger als das der Glutathionreduktase.
Weder Trypanothionreduktase in T. cruzi noch Glutathionreduktase in P. falciparum haben ein weiteres C-terminales Redoxzentrum, wie es bei
Thioredoxinreduktase in P. falciparum der Fall ist (Abbildung 3c). Vielmehr werden ihre Disulfidsubstrate an einer Position gebunden, die der Sub-
region um Cys535’ und Cys540’ bei Thioredoxinreduktase entspricht. b) In Glutathionreduktase fließen die Elektronen vom NADPH zum Flavin
und von dort zur Disulfidbr�cke zwischen Cys44 und Cys39. Das entstehende Dithiol besteht aus dem mit dem Flavin interagierenden Thiolat44
und dem Austausch-Thiol39, das das Substrat GSSG angreift. Dies f�hrt zur Freisetzung eines GSH-Molek�ls, w�hrend das zweite Glutathion als
gemischtes Disulfid an Cys39 gebunden bleibt. Dieses Intermediat, das glutathionylierte Enzym, ist hier dargestellt. Im abschließenden Schritt
des katalytischen Zyklus wird die Disulfidbr�cke des aktiven Zentrums (Cys39/Cys44) wieder geschlossen und das zweite GSH freigesetzt. c) In
der Thioredoxinreduktase liegen im Ausgangszustand die vier katalytisch aktiven Cysteine in Form von zwei Disulfiden vor. Nach Bindung von
NADPH fließen Elektronen �ber das Flavin zum Disulfid Cys93/Cys88. Die dabei entstehenden Thiole reduzieren das Disulfid zwischen Cys535’
und Cys540’, und von dort gelangen die Reduktions�quivalente zur Disulfidbr�cke des Substrats Thioredoxin. Die Abbildung zeigt das gemischte
Disulfid zwischen Enzym und Substrat. In diesem Stadium kann ein zweites NADPH das Disulfid Cys93/Cys88 reduzieren. Ein nucleophiler An-
griff von Cys535’ auf das gemischte Disulfid f�hrt zur Freisetzung des Produkts Trx(SH)2 und zur Wiederherstellung der Disulfidbr�cke zwischen
den C-terminalen Cysteinen 535’ und 540’. In allen nachfolgenden katalytischen Zyklen wird nur noch ein NADPH oxidiert.[89, 152]
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als das n�chstverwandte Wirtsenzym. Begrenzender Faktor
beim Hochdurchsatz-Screening nach m�glichen Inhibitoren
der Trypanothionreduktase war bisher der hohe Preis des
Trypanothiondisulfids. Ein vor kurzem entwickelter Assay,
der DTNB (5,5’-Dithiobis(2-nitrobenzoes�ure) zur Aufrecht-
erhaltung einer konstanten Disulfid-Substratkonzentration
enth�lt, sollte nunmehr kinetische Studien bei Trypanothion-
Konzentrationen um 1 mm erm�glichen.[119]

4.1.1. Polyamine als Inhibitoren

Die meisten der bisher untersuchten Hemmstoffe der
Trypanothionreduktase sind reversible Liganden (Tabelle 2).
Kukoamin A, ein nat�rlich vorkommendes Sperminderivat
aus der Wurzelrinde von Lycium chinensea, ist ein Mischtyp-
Inhibitor des Parasitenenzyms.[97] Mehrere von Spermin und
Spermidin abgeleitete Verbindungen wurden synthetisiert. In
vielen F�lle waren die Sperminderivate signifikant wirksamer
als die entsprechenden Spermidine, dabei erhielt man hoch-
affine Liganden mit Ki-Werten im submikromolaren Be-
reich.[105] Das Screening einer Bibliothek von Spermidin-
Peptid-Konjugaten lieferte einige hoch wirksame nichtkom-
petitive Inhibitoren. Struktur-Aktivit�ts-Untersuchungen von
N-(3-Phenylpropyl)-substituierten Sperminen und Spermidi-
nen lieferten N1,N1,N4,N8,N12-Penta(3-phenylpropyl)spermin
(Tabelle 2) als den effektivsten kompetitiven Inhibitor der
Trypanothionreduktase aus T. cruzi.[99] Die Verbindungen

dieser Serie waren stark trypanozid, ließen aber keine klare
Korrelation zwischen Enzyminhibition und antiparasit�rer
Aktivit�t erkennen.

4.1.2. Tricyclische Verbindungen

Das Acridinderivat Mepacrin (Chinacrin) (Tabelle 2 und
Abbildung 4) wirkt stark trypanozid gegen T. cruzi und kann
z. B. die �bertragung der Chagas-Krankheit durch Bluttrans-
fusionen verhindern.[120] Mepacrin war die erste tricyclische
Verbindung, die als kompetitiver Inhibitor der Trypanothion-
reduktase in T. cruzi identifiziert wurde, die Human-Glu-
tathionreduktase aber nicht hemmt.[100] Der Acridinring wird
im aktiven Zentrum nahe der aus Trp21 und Met113
gebildeten hydrophoben Wand gebunden, wobei die Alkyl-
amino-Seitenkette in Richtung von Glu18 zeigt. Spezifische
Wechselwirkungen zwischen funktionellen Gruppen des
Wirkstoffs und dem Enzym betreffen jene Aminos�uren,
die in humaner Glutathionreduktase nicht konserviert sind
(Abbildung 4).[91] Detaillierte kinetische Analysen ergaben,
dass Trypanothionreduktase mehr als ein Molek�l des kom-
petitiv inhibierenden 9-Aminoacridins gleichzeitig binden
kann. Im Unterschied dazu wirken strukturell verwandte 9-
Thioacridine als Mischtyp-Inhibitoren.[100] Sulfonamid- und
Harnstoffderivate des Mepacrins mit einer aromatischen
Gruppe in der N9-Seitenkette hemmen das Enzym mit
10fach niedrigeren IC50-Werten als Mepacrin und sind
gegen Zellkulturen von L. donovani und T. brucei aktiv.[121]

Phenothiazine, Imipramin und andere tricyclische Anti-
depressiva sind ebenfalls kompetitive Inhibitoren der Try-
panothionreduktase mit Hemmkonstanten im niedrigen mi-
kromolaren Bereich.[101] Die Verbindungen wurden in das
aktive Zentrum der Trypanothionreduktase modelliert, wobei
sich der Ring an die hydrophobe Wand aus Trp 21 und
Met113 schmiegt und die Aminopropylkette in Richtung von
Glu465’ und Glu466’ zeigt, die von der anderen Untereinheit
des Proteins beigesteuert werden. Eine zweite hydrophobe
Region, die von Phe 395’, Pro397’ und Leu398’ gebildet wird
und Z-Zentrum genannt wird, soll ebenfalls in der Lage sein,
hydrophobe Liganden zu binden.[102, 122] Die auff�lligste Dis-
krepanz zwischen den theoretischen Bindungsstudien („do-
cking studies“) mit tricyclischen Antidepressiva und der
kristallographischen Analyse des Trypanothionreduktase-
Mepacrin-Konjugats betrifft die Bindungsart der Aminoal-
kyl-Seitenkette der Inhibitoren. Nur der „Rigid-Body-Do-
cking“-Ansatz von Horvath (1997)[123] beinhaltet eine m�gli-
che Wechselwirkung mit Glu18, wie sie im Komplex der
Trypanothionreduktase mit Mepacrin beobachtet wurde. Da
Glu465’ und Glu466’ – anders als Glu18 – in der Glutathion-
reduktase des Wirts konserviert sind, ist es nicht klar, wie eine
Wechselwirkung mit diesen Resten zur selektiven Bindung
der negativ geladenen Liganden beim Parasitenenzym bei-
tr�gt. Die Entdeckung, dass 9-Aminoacridine kompetitive
Hemmstoffe sind, bei denen mehr als ein Inhibitormolek�l
gleichzeitig an das Enzym binden kann, l�sst den Schluss zu,
dass beide Bindungszentren besetzt sein k�nnten.[100] Eine
andere M�glichkeit ist, dass als zweite Bindungsstelle die
H�hle an der zweiz�hligen Achse des homodimeren Proteins
fungiert. Die Bindung von Dinitrophenylglutathion in Gluta-

Abbildung 4. Bindung des Inhibitors Mepacrin im aktiven Zentrum der
Trypanothionreduktase in T. cruzi. Der Flavinring des FAD bildet den
Mittelpunkt des aktiven Zentrums. Die gestrichelte Linie markiert das
redoxaktive Dithiol/Disulfid. Die Reste His460’ und Glu465’ werden
von der zweiten Untereinheit des homodimeren Enzyms beigesteuert.
Mepacrin (fette Linien) bindet mit seinem Acridinring dicht an die von
Trp 21 und Met113 gebildete hydrophobe Wand, w�hrend die Alkylami-
nokette, vermittelt �ber ein Wassermolek�l W2, an Glu18 fixiert ist.
Die f�nf Aminos�urereste der Trypanothion-Bindungsstelle, die sich in
Trypanothionreduktase und Glutathionreduktase unterscheiden, sind
Glu18 (Ala34 in Human-Glutathionreduktase), Trp21 (Arg37), Ser109
(Ile113), Met113 (Asn117) und Ala342 (Arg347).[91]
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Tabelle 2: Inhibitoren der Trypanothionreduktase als Leitstrukturen f�r die Entwicklung antiparasit�rer Wirkstoffe.

Inhibitortyp Beispiele Wirkmechanismus

reversible Inhi-
bitoren

kompetitive, nichtkompetitive, unkompetitive und Mischtyp-Inhi-
bition

Polyamine Mischtyp, Ki = 1.8 mm, Ki’= 13 mm
[97]

H-Trp-Arg-Spermidin-Arg(Pmc)-Trp-H nichtkompetitiv, Ki = 100 nm
[98]

kompetitiv, Ki = 151 nm
[99]

tricyclische
Verbindungen

Mepacrin und andere 9-Aminoacridine wirken kompetitiv (Ki = 5–
45 mm), wobei mehr als ein Inhibitormolek�l gleichzeitig binden
kann; 9-Thioacridine sind Mischtyp-Inhibitoren, Ki = 21–37 mm,
Ki’= 67–83 mm

[91,100]

kompetitiv, Ki = 120 nm ;[101,102] andere Phenothiazine sind kompe-
titive Inhibitoren mit Ki-Werten im unteren mikromolaren Be-
reich[101,102]

Mischtyp, IC50 = 200 nm ;[103,104] andere Aminodiphenylsulfide
(offene Phenothiazine) sind Mischtyp- oder kompetitive Inhibito-
ren (IC50 = 0.3–3 mm)[103–105]

Mischtyp, Ki = 7.6 mm, Ki’= 51.6 mm
[30]
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thionreduktase-Kristallen dient hierf�r als Beispiel. Das
Substratanalogon mit einer den 9-Aminoacridinen sehr �hn-
lichen Inhibitionskinetik verursacht eine Zunahme der Elek-
tronendichte an der GSSG-Bindungsstelle, aber auch einen
gewissen Elektronendichteanstieg an der zweiz�hligen
Achse.[124]

Substituierte Benzyl[3-(2-chlorphenothiazin-10-yl)pro-
pyl]dimethylammoniumsalze (Tabelle 2) wurden syntheti-
siert, um eine permanente positive Ladung in Inhibitormo-
lek�le einzuf�hren. Die quatern�ren Arylalkylammonium-

chlorpromazine waren kompetitive Inhibitoren gegen Trypa-
nothiondisulfid. Der st�rkste Hemmstoff dieser Serie hatte
einen Ki-Wert von 120 nm, was 100fach niedriger ist als der
von Chlorpromazin.[102]

4.1.3. Aminodiphenylsulfide

Durch �ffnung des zentralen Ringes von Phenothiazinen
wurden 2-Aminodiphenylsulfide erhalten, die beinahe ge-
nauso wirksame Inhibitoren wie ihre konformativ fixierten

Tabelle 2: (Fortsetzung)

Inhibitortyp Beispiele Wirkmechanismus

irreversible
Inhibitoren

zeitabh�ngige Inaktivierung des reduzierten Enzyms

Carbamoylierung von Cys52[106, 107]

Modifikation von Cys52[108]

wahrscheinlich Bindung an Cys52 nach Austausch des vierten
Liganden[109]

Ki = 144 mm ; kinact = 0.116 min�1 [96, 110]

subversive
Substrate
(„Turncoat-
Inhibitoren“)

inhibieren die physiologische Reduktion des Trypanothiondisulfids
und fungieren selbst als Substrat, das NADPH-abh�ngig reduziert
wird

nichtkompetitiv, Ki = 4.5 mm ; kcat = 3 s�1; kcat/
Km = 3.2 � 104

m
�1 s�1;[111] Nitrofurane werden durch das Enzym

zum Nitroanionradikal reduziert, das mit molekularem Sauerstoff
unter Superoxid-Bildung reagiert, wobei das Nitrofuran regeneriert
wird[111–114]

IC50 = 450 nm, Km = 28 mm,
kcat/Km = 1.1 � 105

m
�1 s�1;[115] Naphthochinone werden zum Semi-

chinonradikal reduziert, das mit O2 unter R�ckbildung des Chi-
nons Superoxid-Radikale erzeugt[112,113, 115]
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Ausgangsverbindungen sind. Die Verbr�ckung zweier 2-
Aminodiphenylsulfide mit einer Spermin-Br�cke f�hrte zu
einem kompetitiven Inhibitor mit einem Ki-Wert von
400 nm.[105] Bei Bis(2-aminodiphenylsulfiden) mit einer se-
kund�ren Aminogruppe in der Br�cke konnte eine dritte
ausladende Seitenkette eingef�hrt werden.[104] Das wirksams-
te Derivat hatte einen IC50-Wert von 200 nm in Gegenwart
von 57 mm Trypanothiondisulfid (Tabelle 2). Die weitere
Zunahme der Bindungsst�rke macht deutlich, dass das
aktive Zentrum von Trypanothionreduktase auch extrem
sperrige Liganden m�helos aufnehmen kann.

4.1.4. Irreversible Inhibitoren

Kovalente Inhibitoren haben den Vorteil, dass Substrat-
akkumulation die Hemmung nicht aufheben kann. Das
Nitrosoharnstoff-Medikament Carmustin (BCNU, Tabelle 2)
ist ein irreversibler Hemmstoff der Trypanothionreduktase,
inaktiviert aber auch die menschliche Glutathionreduktase.
BCNU wirkt synkatalytisch, indem es im aktiven Zentrum
beider Enzyme das Flavin-ferne Cystein carbamoyliert, das
erst nach Reduktion durch NADPH zug�nglich wird.[106,125]

Ajoen (4,5,9-Trithiadodeca-1,6,11-trien-9-oxid, Tabelle 2), ein
spontanes Abbauprodukt von Allicin, der Hauptschwefel-
komponente des Knoblauchs, ist f�r seine fungizide, antivi-
rale, antitrypanosomale und antiplasmodiale Aktivit�t be-
kannt. Ajoen ist ein subversives Substrat und kovalenter
Inhibitor beider Reduktasen; zudem zeigen die modifizierten
Enzyme eine erh�hte NADPH-Oxidaseaktivit�t.[108]

(2,2’:6’,2’’-Terpyridin)platin(ii)-Komplexe (Tabelle 2) sind ir-
reversible Liganden der Trypanothionreduktase von T. cruzi,
nicht aber der Human-Glutathionreduktase.[109] Die Organo-
metallkomplexe werden wahrscheinlich im aktiven Zentrum
durch Koordination des Platins an Cys 52 gebunden, nachdem
der vierte Ligand ersetzt wurde. Auch in diesem Falle ist die
Inaktivierung des Enzyms von einer Zunahme der NADPH-
Oxidaseaktivit�t begleitet. Die Blockierung dieses redoxak-
tiven Cysteinrestes, der unter physiologischen Bedingungen
mit dem Disulfid-Substrat interagiert, verschiebt offensicht-
lich die Elektronendichte im reduzierten Enzym zum Flavin
und verst�rkt dadurch die direkte Reduktion von molekula-
rem Sauerstoff durch den Isoalloxazin-Ring. Unerwarteter-
weise behalten Chim�renliganden bestehend aus (2,2’:6’,2’’-
Terpyridin)platin(ii)-Komplexen und 9-Aminoacridinen nicht
den irreversiblen Hemmtyp bei, sondern wirken als effektive
Mischtyp-Inhibitoren.[126] Diese Befunde unterstreichen
einmal mehr die Schwierigkeiten von Struktur-Aktivit�ts-
Voraussagen bei Inhibitoren der Trypanothionreduktase: Das
ger�umige aktive Zentrum l�sst offenbar viele Bindungsm�g-
lichkeiten zu.

4.1.5. Subversive Substrate

Ein subversives Agens – auch als subversives Substrat,
subversiver Inhibitor oder Turncoat-Inhibitor bezeichnet – ist
ein Molek�l, das eine antioxidative Disulfidreduktase zu
einem prooxidativen Enzym umfunktioniert.

Nitrofurane und Naphthochinone wirken als subversive
Substrate der Trypanothionreduktase und anderer Flavoen-

zyme.[111–115] Ein typisches subversives Substrat (X) wird durch
das Enzym in einem Einelektronenschritt zum entsprechen-
den Radikal reduziert [Gl. (3)], das dann spontan mit mole-
kularem Sauerstoff unter Bildung des Superoxidradikals
reagiert [Gl. (4)]:

NADPHþ 2 X! NADPþ 2 XC� þHþ ð3Þ

2 XC� þ 2 O2 ! 2 Xþ 2 O2
C� ð4Þ

Im Falle der Trypanothionreduktase verursacht dieser
Prozess eine eingeschr�nkte Reduktion des Trypanothiondi-
sulfids, die Verschwendung von NADPH und O2 sowie ein
niedrigeres zellul�res Thiol/Disulfid-Verh�ltnis. Da die Re-
aktion der radikalischen Zwischenstufe mit molekularem
Sauerstoff das subversive Substrat regeneriert, wirken die
Verbindungen als Katalysatoren von oxidativem Stress. Aus
diesem Grunde ist von diesen Substanzen ein starker Einfluss
auf den Redoxstoffwechsel des Parasiten zu erwarten.[107] In
einer vergleichenden Studie wurden antimikrobielle Nitro-
furane auf ihre F�higkeit hin untersucht, einerseits Trypa-
nothionreduktase und Liponamiddehydrogenase aus T. cruzi
sowie Glutathionreduktase und Liponamiddehydrogenase
aus S�ugern zu inhibieren und/oder andererseits als subver-
sive Substrate zu fungieren.[114] Die Verbindungen waren
m�ßig gute Inhibitoren der humanen Glutathionreduktase
und der Trypanothionreduktase aus T. cruzi, nicht aber der
Liponamiddehydrogenasen. Demgegen�ber zeigte die Lipon-
amiddehydrogenase aus dem Parasiten die h�chsten Aktivi-
t�ten bei der Reduktion von Nitrofuranen. Chinifur, ein
Nitrofuranderivat mit Aminoalkyl-Seitenkette (Tabelle 2), ist
Inhibitor und subversives Substrat der Trypanothionredukta-
se,[111] interagiert aber nur sehr schwach mit Liponamiddehy-
drogenase.[114] Trypanothionreduktase scheint nicht an der
Nifurtimox-Resistenz beteiligt zu sein, da sensitive und
resistente T.-cruzi-St�mme identische mRNA-Spiegel f�r
Trypanothionreduktase zeigen.[127] Im Unterschied zu Nitro-
furanen wirken 5-Nitroimidazole wie Megazol (das zurzeit als
Wirkstoff gegen die Chagas-Krankheit reevaluiert wird) nicht
als subversive Redoxpendler; sie verursachen vielmehr eine
Verarmung an Trypanothion und st�ren so den Thiolstoff-
wechsel des Parasiten.[128]

Naphthochinone wie Menadion, Plumbagin und Lapachol
zeigen signifikante trypanozide Aktivit�ten und wechselwir-
ken mit Trypanothionreduktase, Liponamiddehydrogenase
und humaner Glutathionreduktase. Bei der Trypanothionre-
duktase fungieren Menadion, Plumbagin und andere 1,4-
Naphthochinone sowohl als Inhibitoren wie auch als (subver-
sive) Substrate.[112–115] Schon seit langem ist bekannt, dass
Liponamiddehydrogenase Chinone zu reduzieren vermag. In
der Tat wurde das Enzym aus Hefe urspr�nglich als Mena-
dionreduktase beschrieben. Bei der Liponamiddehydrogena-
se aus Mycobacterium tuberculosis wird die Reduktion von
Chinon durch das vierelektronenreduzierte Enzym (EH4)
katalysiert, bei dem sowohl der Flavinring als auch die
redoxaktiven Cysteine in reduziertem Zustand vorliegen.
EH2, das das Flavin in oxidierter Form enth�lt, ist hingegen
das katalytische Intermediat f�r die Reduktion des Disulfids,
bei der Reduktion von Chinon ist es aber unwirksam.[129] F�r
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die Human-Glutathionreduktase sind 1,4-Naphthochinone
haupts�chlich reversible Inhibitoren[112–114] und schwache
subversive Substrate.[130] Um trypanozide 1,4-Naphthochino-
ne mit Spezifit�t f�r Trypanothionreduktase aus T. cruzi zu
erhalten, wurden Serien von Menadion-, Plumbagin- und
Juglon-Derivaten synthetisiert. Die wirksamsten Derivate
enthielten zwei 1,4-Naphthochinon-Einheiten, die durch eine
Polyamin-Br�cke verkn�pft sind (Tabelle 2). Insgesamt
zeigen die Daten, dass f�r eine starke trypanozide Wirkung
die Hemmung der Trypanothionreduktase nicht ausreicht,
sondern dass die Kombination der Eigenschaften subversiver
Redoxpendler und Inhibitoren der TS2-Reduktion entschei-
dend ist.[115]

Ein Warburg-Ferment (Altes gelbes Ferment, „old yellow
enzyme“) aus T. cruzi, eine weitere flavinabh�ngige Oxido-
reduktase, katalysiert ebenfalls Einelektronenreduktionen
von Naphthochinonen zum Semichinonradikal.[131] Ihm wird
eine Schl�sselrolle bei der Aktivierung von Chinon-Wirk-
stoffen unter anaeroben Bedingungen zugesprochen. Bis jetzt
ist f�r keines der Flavoenzyme das Bindungszentrum eines
subversiven Inhibitors strukturell bekannt. Die Kristallstruk-
tur der Human-Glutathionreduktase mit gebundenem Me-
nadion, einem unkompetitiven Inhibitor[132] und (schwachen)
subversiven Substrat,[115] zeigte die h�chste Elektronendichte
an der zweiz�hligen Achse und zus�tzlich schwache Belegun-
gen an den Bindungszentren f�r NADPH und Glutathiondi-
sulfid.[133] Nach diesem Befund darf man vermuten, dass es
sich bei einer der Bindungsstellen f�r Naphthochinone um die
H�hle an der zweiz�hligen Achse der Trypanothionreduktase
handelt. Modellierungsstudien deuten an, dass diese Stelle im
Parasitenenzym eine Pr�ferenz f�r positiv geladene Liganden
hat.[115] Chim�ren-Verbindungen bestehend aus einem Naph-
thochinon und einem Dimerisierungsinhibitor sind von zu-
k�nftigem Interesse. Agentien, die gegen das dimerisierende
Helixpaar an der zweiz�hligen Molek�lachse gerichtet sind
und zur Denaturierung des Enzyms f�hren (siehe Tabelle 6),
werden in Abschnitt 7.3.3 diskutiert.

5. Behandlung und Prophylaxe der Malaria –
aktuelle Probleme

Malaria ist eine der gr�ßten Bedrohungen f�r die Ge-
sundheit, aber auch f�r die wirtschaftliche und gesellschaft-
liche Entwicklung der Menschheit. Etwa 40% der Weltbe-
v�lkerung ist durch Malaria gef�hrdet, und j�hrlich werden
300–500 Millionen Krankheitsf�lle registriert. Alle 15 Sekun-
den stirbt ein Kind in Afrika an Malaria oder tr�gt dauerhafte
neurologische Sch�den davon.[134] Malariaerreger wie Plas-
modium falciparum durchlaufen verkettete Fortpflanzungs-
zyklen in Menschen und blutsaugenden Anophelesm�cken.
Zur eigentlichen Erkrankung beim Menschen kommt es,
wenn sich die Erreger in den Erythrocyten, den roten
Blutzellen, vermehren (siehe http://sites.huji.ac.il/malaria).
Deshalb sind die meisten Medikamente gegen dieses Parasi-
tenstadium gerichtet.[107,135] Die Erfolge der Vergangenheit
und neuere Entwicklungen bei der Suche nach Antimalaria-
Wirkstoffen wurden vor kurzem von Ridley und Wiesner
zusammenfassend behandelt.[136,137] Was dringend ben�tigt

wird, sind preiswerte Pharmaka gegen die unkomplizierte
Malaria bei Kindern. In vielen afrikanischen L�ndern und
auch in zahlreichen anderen Regionen rund um den Globus
haben die 10-Cent-Medikamente Chloroquin und Sulfadoxin/
Pyrimethamin ihre Wirksamkeit verloren, da sich Resisten-
zen gegen diese Wirkstoffe rapide ausbreiten. Es gibt bislang
keine Antwort darauf, wie die Standardtherapie gegen Ma-
laria in ein paar Jahren aussehen k�nnte.[138] Standardtherapie
impliziert, dass die Medikation zur Verf�gung steht und f�r
die Betroffenen, in der Regel sehr arme Menschen, er-
schwinglich ist.

6. Das thiolabh�ngige Redoxnetzwerk bei
Plasmodium falciparum

Parasitierte rote Blutk�rperchen sind hohen Fl�ssen
reaktiver Sauerstoffspezies ausgesetzt, und zus�tzliche Pro-
Oxidantien oder Anti-Antioxidantien hemmen effektiv das
Parasitenwachstum.[77,139–143] �hnlich wie in Trypanosomen
kommen die klassischen antioxidativen Enzyme Katalase und
Selenocystein-haltige Glutathionperoxidase in P. falciparum
nicht vor, was die Plasmodien besonders anf�llig gegen
oxidativen Stress macht. Der Thiol-Redoxstoffwechsel ist an
der Pathogenese der Malaria beteiligt und spielt auch eine
große Rolle bei der Medikamentenresistenz des Parasiten.
Folglich ist das Netzwerk von Thiolen und Thiolproteinen
(Abbildung 2b) ein vielversprechendes Angriffsziel f�r die
Wirkstoffentwicklung gegen Malaria.[77, 107,144, 145] Die Schl�s-
selenzyme, die die Reduktions�quivalente des NADPH in das
antioxidative Netzwerk einspeisen, sind Thioredoxinreduk-
tase und Glutathionreduktase (Abbildung 3). Wie durch
biochemische Untersuchungen und Genomanalyse nachge-
wiesen wurde, kommen Trypanothionreduktase und ihr Sub-
strat Trypanothion (Abbildung 1a und 3a) in Plasmodium
falciparum und seinen Wirten nicht vor.[35] Die parasit�re
Thioredoxinreduktase zeigt eine breite Substratspezifit�t, die
allerdings Glutathiondisulfid (GSSG) nicht mit ein-
schließt.[146] Das Hauptsubstrat ist die Disulfidform des 12-
kDa-Proteins Thioredoxin (TrxS2) [Gl. (5)]:

NADPHþ TrxS2 þHþ ! NADPþ TrxðSHÞ2 ð5Þ

Zellbiologische Reaktionen, die auf Thioredoxin oder
Glutathion basieren, sind in Abbildung 2b bzw. Tabelle 3
aufgef�hrt. Das Thioredoxinsystem[149–151] umfasst Thioredo-
xinreduktase, Thioredoxin[146,152–154] und thioredoxinabh�ngi-
ge Peroxidasen.[155–157] Zum Glutathionsystem geh�ren zwei
Synthetasen, die das Tripeptid Glutathion aus den einzelnen
Aminos�uren aufbauen,[158, 159] weiterhin Glutathionredukta-
se,[160, 161] Glutathion selbst, Glutathion-S-Transferase[162,163]

und Glutaredoxine.[164,165] Das k�rzlich entdeckte Redoxpro-
tein Plasmoredoxin ist eines der Bindeglieder zwischen dem
Glutathion- und Thioredoxinsystem.[141]

Die meisten thioredoxin- und glutathionabh�ngigen Pro-
zesse k�nnen als Abwehrreaktionen gegen reaktive Sauer-
stoffspezies und andere Formen von chemischem Stress
zusammengefasst werden (Tabellen 3 und 4). Aus zellpatho-
logischer Sicht ist es nicht gerechtfertigt, nur das direkte
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Abfangen einer sch�dlichen Verbindung als Abwehrreaktion
zu bezeichnen. Tabelle 3 umfasst deshalb auch Verbindungen
und Reaktionen, die Abwehrmobilisierung, Verh�tung wei-
teren Schadens und Reparaturprozesse repr�sentieren.[147]

Die meisten dieser spontanen oder enzymkatalysierten Re-
aktionen stellen keine chemischen Gleichgewichte dar, d.h.,
Hin- und R�ckreaktion k�nnen in Raum und Zeit getrennt
sein. Wenn beispielsweise der Parasit einer Anflutung von
Oxidantien ausgesetzt ist, bilden sich Disulfide zwischen
Proteinsulfenaten und Glutathion [Gl. (6)].

ProteinSOHþGSH! ProteinSSGþH2O ð6Þ

Dadurch werden die Cysteinreste vor einer in vivo
irreversiblen Oxidation zum Sulfinat gesch�tzt. Außerdem
verhindert diese Reaktion einen Glutathionverlust der Zelle
in Form von GSSG. Ist die oxidative Stresssituation vorbei,
m�ssen die gemischten Disulfide wieder reduziert werden,
um die funktionellen Thiol-Proteine zu rekonstituieren
[Gl. (7)]:

ProteinSSGþGSH! ProteinSHþGSSG ð7Þ

Das Stress-Relikt Glutathiondisulfid wird letzten Endes
durch Glutathionreduktase reduziert [Gl. (2)].

6.1. Glutathionspezies in Plasmodium falciparum

Die meisten biochemisch-pharmakologischen Untersu-
chungen an Malaria-Parasiten wurden am Trophozoiten-
Stadium in menschlichen Erythrozyten durchgef�hrt. Als
relevante Glutathionspezies[148] des Parasiten fanden sich das
Thiol GSH (etwa 2 mm), das Thiolat-Ion GS� (etwa 30 mm,
wenn ein pKS-Wert von 9.2 f�r die Thiolgruppe unter
physiologischen Bedingungen angenommen wird) und Glu-
tathiondisulfid (etwa 10 mm). Ein hohes GSH/GSSG-Verh�lt-
nis ist essentiell f�r die intrazellul�re Redoxhom�ostase
(siehe Anhang und Lit. [167]). S-Glutathionylierte Proteine
(ProteinSSG, auch als gemischte Disulfide bezeichnet)
k�nnen in einer Gesamtkonzentration von 100 mm bis 1 mm

vorkommen (Tabelle 3). Das Thiylradikal GSC und das Glu-
tathiondisulfidradikal GSSGC� sind Intermediate in Reakti-
onsfolgen, die zum Abbruch radikalischer Kettenreaktionen
f�hren.[168,169]

6.2. Wechselwirkungen zwischen Glutathion- und
Thioredoxinsystem

Intrazellul�res GSSG wird enzymatisch durch die Glu-
tathionreduktase [Gl. (2)] und nichtenzymatisch durch Thio-
redoxin reduziert [Gl. (8)]:[146,148]

TrxðSHÞ2 þGSSG! TrxS2 þ 2 GSH ð8Þ

Tabelle 3: Thiolabh�ngige Abwehrreaktionen in Plasmodium falciparum gegen chemischen Stress.

Abwehrkategorie[a] Reaktion(en)[b] beteiligte Enzyme[148]

AM TrxS2 +H+ + NADPH!Trx(SH)2 +NADP Thioredoxinreduktase
AM Glu +Cys +Gly +2ATP!GSH +2AMP+ 4Pi g-Glutamylcystein-Synthetase plus Glutathion-Synthetase plus

Pyrophosphatase
AM GSSG+H+ + NADPH!2GSH + NADP Glutathionreduktase
P ProteinSH+GSSG!ProteinSSG+ GSH 1-Cysteinglutaredoxin
P Protein(SH)2 + GSSG!ProteinS2 +2GSH Glutaredoxin
P ProteinSOH +GSH!ProteinSSG+ H2O
P CoenzymA-SOH+GSH!CoenzymA-SSG+ H2O
I Trx(SH)2 +ROOH!TrxS2 +ROH +H2O Peroxiredoxine, Glutathionperoxidase-�hnliche Thioredoxin-

peroxidasen
I GSH + 2-Ketoaldehyd!GSH +2-Hydroxys�ure Glyoxalase I und Glyoxalase II
I GSH + Wirkstoff!Wirkstoffkonjugat mit Glutathion Glutathion-S-Transferase
I GSH + rns!GSNO
I GSNO +RC!RSG+ NO
I RC+2GSH + 1=2O2!RH+ GSSG+ 1=2H2O2

als Summe der folgenden Reaktionssequenz:
RC+GSH!RH +GSC
GSC+GS�!GSSGC�

GSSGC�+O2!GSSG+O2C�

O2C�+H+!1=2H2O2 + 1=2O2

Superoxiddismutase sowie Glutathionreduktase und Thiore-
doxinperoxidase zur Reduktion von GSSG und H2O2

I GSSG-Transport aus dem Parasiten heraus als weiterer Mecha-
nismus, das GSH/GSSG-Verh�ltnis hoch zu halten

Transportsysteme in den Membranen

R ProteinSSG+GSH!ProteinSH+ GSSG 1-Cysteinglutaredoxin
R ProteinS2 + 2GSH!Protein(SH)2 +GSSG Glutaredoxin
R ProteinS2 + Trx(SH)2!Protein(SH)2 + TrxS2

[a] Klassifizierung nach biologischen Aspekten: AM, Abwehr-Mobilisierung im Parasiten; P, Pr�vention von Prim�r- und Sekund�rsch�den f�r den
Parasiten; I, Intervention, d.h. Abfangen toxischer Verbindungen; R, Reparaturprozesse.[147] [b] Eine nicht aufgef�hrte Reaktion, die f�r die Entgiftung
von Peroxynitrit wahrscheinlich wesentlich ist (GSH+ProteinSH+ ONOO�!ProteinSSG+ NO2

�+ H2O),[74] muss f�r P. falciparum noch verifiziert
werden. Viele der aufgef�hrten Reaktionen f�hren zu Signalen, die zellbiologische Antworten wie die Synthese spezifischer Proteine oder
Membranlipide im Parasiten ausl�sen k�nnen. RC kennzeichnet ein Radikal in einem (Makro)molek�l; rns, reaktive Stickstoffspezies; ROOH,
organisches Hydroperoxid oder H2O2.
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Eine hohe station�re Konzentration an Trx(SH)2 und
somit ein hohes Trx(SH)2/TrxS2-Verh�ltnis wird durch die
Thioredoxinreduktase aufrechterhalten [Gl. (5)]. Die Ge-
schwindigkeitskonstante 2. Ordnung der Reaktion (8) betr�gt
650m�1 s�1, was Reaktionsgeschwindigkeiten erlaubt, die den
metabolischen Anforderungen gerecht werden. Die R�ckre-
aktion kann unter In-vivo-Bedingungen wahrscheinlich ver-
nachl�ssigt werden.

Es sei erw�hnt, dass bei schnell steigenden GSSG-Kon-
zentrationen die chemische Reaktion [Gl. (8)] anpassungsf�-
higer ist als die enzymkatalysierte [Gl. (2)]: Bei Konzentra-
tionen von 250 mm GSSG kann Glutathionreduktase die
Geschwindigkeit der GSSG-Reduktion nur noch um 25%
erh�hen, da das Enzym bereits weitgehend mit Substrat
ges�ttigt ist. Im Unterschied dazu bleibt die Trx(SH)2-ver-
mittelte Reaktion proportional zur GSSG-Konzentration, die
unter extremen oxidativen Bedingungen 3 mm erreichen
kann. Dies ist nicht nur bei Parasiten, sondern auch bei
Hefe-Mutanten und Lymphozyten von AIDS-Patienten be-
obachtet worden (siehe dazu Lit. [146]).

Die Reduktion von GSSG durch Trx(SH)2 ist wahrschein-
lich besonders wichtig f�r Stadien von P. falciparum, die – wie
die Merozoiten – zwar Glutathion, aber praktisch keine
Glutathionreduktase enthalten.[170] Chemische und funktio-
nelle Interaktionen zwischen dem Glutathion- und dem
Thioredoxinsystem finden auch auf der Ebene der Glutared-
oxine und Thioredoxine statt (Abbildung 2b).[164] Da die

GSSG-Reduktion durch das Thioredoxinsystem bei mehre-
ren physiologischen, pharmakologischen und pathologischen
Zust�nden eine Rolle spielt, w�re es von Interesse, einen
pharmazeutischen Wirkstoff zu entwickeln, der sowohl Thio-
redoxinreduktase als auch Glutathionreduktase hemmt.
Diese mechanistisch und strukturell eng verwandten
Enzyme werden in Abschnitt 7 als Zielmolek�le diskutiert.

6.3. Thioredoxinabh�ngige Hydroperoxid-Entgiftung

H2O2 ist das Hauptoxidans, dem Blutparasiten ausgesetzt
sind. In P. falciparum wird das H2O2 haupts�chlich durch
Thioredoxin reduziert [Gl. (9)]:

TrxðSHÞ2 þH2O2 ! TrxS2 þ 2 H2O ð9Þ

Diese Reaktion wird in P. falciparum durch ein ganzes
Arsenal von Thioredoxinperoxidasen katalysiert. Im Unter-
schied zu S�ugerzellen hat der Parasit n�mlich eine nur sehr
geringe Glutathionperoxidase-Aktivit�t. Wie Floh	 und Mit-
arbeiter berichteten, zeigt ein Enzym, das strukturell den
S�uger-Glutathionperoxidasen �hnelt, eine 1000fach h�here
katalytische Kompetenz mit Trx(SH)2 als mit GSH.[148,171] Ein
wichtiger Aspekt ist, dass die meisten Thioredoxinperoxi-
dasen durch hohe Peroxidkonzentrationen oder -fl�sse[150,156]

inaktiviert werden und auf diese Weise als Schleusentor f�r
H2O2 fungieren.[172]

Unter Ber�cksichtigung dieses Umstands schlagen wir
folgendes Funktionsmodell f�r die beiden antioxidativen
Systeme in P. falciparum vor: Der basale Peroxid-Fluss wird
durch das Thioredoxinsystem kontrolliert. Unter diesen Be-
dingungen sollte die GSSG-Konzentration nicht ansteigen. In
Situationen vor�bergehender Peroxid-Exposition, z. B. bei
einer pl�tzlichen Attacke menschlicher Abwehrzellen mit
Oxidantien auf den parasitierten Erythrozyten, f�llt das
Thioredoxinsystem aus, das Glutathionsystem springt ein
und bildet GSSG, das durch Glutathionylierung von SH-
Gruppen in Coenzymen und Proteinen wichtige Funktions-
tr�ger der Zelle vor irreversiblen Oxidationen sch�tzt (Ta-
belle 3). Auch der Wirtserythrozyt tr�gt wahrscheinlich we-
sentlich zur Entgiftung der im Parasiten entstehenden Oxi-
dantien bei.[148] H2O2 diffundiert leicht durch biologische
Membranen, und die Erythrozyten sind mit H2O2-abbauen-
den Enzymen wie Katalase und Glutathionperoxidase exzel-
lent ausgestattet. Nach Ginsburg und Atamna kann der
Parasit den Erythrozyten sogar mit zus�tzlichem Glutathion
versorgen, um die Wirtszelle gegen oxidative Angriffe zu
stabilisieren. Die quantitativen Aspekte dieses Vorgangs
m�ssen aber noch best�tigt werden.[167]

6.4. Folgen einer partiellen Inhibition von Thioredoxinreduktase
in vivo

Wie im Folgenden erl�utert, kann die partielle Hemmung
eines Enzyms die zellbiochemische Integrit�t auch dadurch
zerst�ren, dass die station�re Konzentration des Substrats auf
toxische Spiegel ansteigt, w�hrend das Enzym noch immer

Tabelle 4: Chemischer Stress gegen die Parasitenzelle.[a]

zellsch�digende Prozesse Anmerkung

ProteinSH+ ONOOH +O2!
ProteinSO2H + HNO2 +H2O

Bildung von ProteinSO2H ist im
Parasiten und Wirt irreversibel

ProteinSH+ ros!
ProteinSOH + H2O

reversible Bildung von Sulfens�ure

Protein(SH)2 + ros!ProteinS2 reversible Bildung von Disulfid

ProteinSOH + ros!
ProteinSO2H + H2O

irreversible Bildung von Sulfins�ure

Protein-SCH3 + ros!
Protein-SOCH3

Bildung von Methioninsulfoxid (und
Methioninsulfon)

ProteinSH+ rns!
ProteinSNO + H2O

Nitrosylierung von Thiol

Protein + rns!nitriertes Protein irreversible Bildung von Nitrotyrosin

Membranlipid + ros!
Membranlipid-Peroxide

(=ROOH in Tabelle 3)

DNA+ Methylglyoxal!
Basen-Mutationen in der DNA

DNA+ RC!Strangbr�che, Basen-
Mutationen in der DNA

[a] Zu den Verbindungen, die den Parasiten in vivo unter Stress setzen,
geh�ren reaktive Sauerstoffspezies (ros) wie H2O2, reaktive Stickstoff-
spezies (rns) wie Stickstoffmonoxid oder Peroxynitrit, heteroaromatische
Verbindungen, Methylglyoxal als Nebenprodukt der Glycolyse[166] sowie
organische Radikale aus eisenkatalysierten Reaktionen.
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seine metabolische Funktion zu erf�llen
scheint. Der grunds�tzliche Punkt ist, dass
der Substratumsatz durch ein Enzym in vivo
oft extern bestimmt wird, n�mlich durch die
Geschwindigkeit, mit der dieses Substrat me-
tabolisch generiert wird. Nehmen wir die
Thioredoxinreduktase aus P. falciparum als
Beispiel: Die zellul�re H2O2-Produktion, und
somit der H2O2-Fluss, liegt in den meisten
Zellen in der Gr�ßenordnung von
50 mmmin�1.[54] Dies f�hrt zur Bildung von
50 mm oxidiertem Thioredoxin pro Minute,
das anschließend durch Thioredoxinreduktase
reduziert werden muss [Gl. (5)]. Die entschei-
dende Frage ist nun, bei welchem Substrat-
spiegel [S] das Enzym die Reduktion einer
bestimmten Menge an Thioredoxin pro Zeit-
einheit bew�ltigt. Zur Beantwortung dieser
Frage ziehen wir die Michaelis-Menten-Glei-
chung heran. Aufl�sen nach der Substratkon-
zentration ergibt Gleichung (10):

½S� ¼ KMðVmax=v�1Þ�1 ¼ KMðkcat ½Et�=v�1Þ�1 ð10Þ

Zur Berechung von [S] = 2.0 mm wurden
die folgenden Werte eingesetzt: Km = 10.4 mm

und kcat = 3100 min�1, TrxS2-Fluss = v =

50 mmmin�1 und Thioredoxinreduktase-Kon-
zentration [Et] = 0.1 mm.[146] Wird das Enzym
nun durch Wirkstoffe wie Carmustin oder
CDE4 (Tabelle 5) kovalent inaktiviert, f�llt
die Konzentration an funktionellem Enzym
unter 0.02 mm. Setzen wir diesen Wert in Glei-
chung (10) ein, steigt der Wert f�r [S] = [TrxS2]
auf > 40 mm, da sich der H2O2-Fluss ja nicht
�ndert. Nahezu das gesamte Thioredoxin liegt
also in oxidierter Form vor, und andere
Trx(SH)2-abh�ngige Prozesse k�nnen nicht
mehr stattfinden. Dar�ber hinaus w�rden die
hohen TrxS2-Konzentrationen zur nichtphysio-
logischen Oxidation von Protein- und Coen-
zymthiolen durch Dithiol/Disulfid-Austausch-
reaktionen f�hren.

Der Effekt, dass die Substratkonzentration
toxische Werte erreicht, obwohl das partiell
inhibierte Enzym noch seiner zellbiologischen
Funktion nachkommt, wurde auch f�r die
Glutathionreduktase beschrieben.[54,181]

7. Enzyme des Thiolstoffwechsels der
Plasmodien als Targets (Angriffsziele)

7.1. Thioredoxinreduktase als validiertes
Zielmolek�l

Die dimere Thioredoxinreduktase (Abbildung 3 c und
Gleichung (5)) ist ein beispielhaftes Zielmolek�l f�r die
moderne Wirkstoffentwicklung gegen Malaria. Das Gen

wurde im Genom von P. falciparum identifiziert, kloniert
und als rekombinantes aktives Flavoenzym expri-
miert.[152,182–184]

Tabelle 5: Inhibitoren der Disulfidreduktasen von P. falciparum als Leitstrukturen.

Verbindungen Strukturformel Wirkmechanismus[a]

CDE4, eine unge-
s�ttigte Mannich-
Base

irreversible Inhibition der Thioredoxinre-
duktase durch kovalente Bindung an das
C-terminale Redoxzentrum[173]

Divicin (aus Vicia
faba), ein Redox-
pendler

das Addukt mit Glutathion ist ein Substrat
und kompetitiver Inhibitor der Human-
GR[174]

Isoalloxazine
nichtkompetitive Inhibition der GR;
Ki = 1.9 mm f�r X = Pentafluorphenyl und
R = Methyl[161, 175]

JD145, ein Naph-
thazarin-Derivat

kompetitive Inhibition der TrxR
(Ki = 0.5 mm); das Human-Ortholog wird
mit einem Ki von 5 nm inhibiert[144]

Peptid K16 Sequenz CDEMLQGFAVAVKMGA Dimerisierungs- und Faltungsinhibitor der
GR und der Human-GR
(IC50 = 100 nm)[161]

M5, ein saures
Menadion-Derivat

reversible Inhibition von GR[176]

M5Q-Ester, ein
doppelk�pfiges
Prodrug

das Prodrug-Hybrid wird in vivo hydroly-
siert und setzt M5 als GR-Inhibitor sowie
ein parasitotoxisches 4-Anilinchinolin-De-
rivat frei[176]

Menadion

reversibler Inhibitor und subversives
Substrat von TrxR und GR (Eubel, Merkle
und Schirmer, unver�ffentlicht); unkom-
petitiver Inhibitor der Human-GR[114, 132]

Methylenblau
nichtkompetitiver Inhibitor und subversi-
ves Substrat von GR und TrxR[160,161, 177, 178]

Nitrosoharnstoffe,
z.B. Carmustin

irreversible Inaktivierung der Disulfidre-
duktasen; Carmustin wirkt synkatalytisch
durch Carbamoylierung eines Cysteinrests
im aktiven Zentrum der NADPH-redu-
zierten Enzyme[106,125]

Peroxynitrit ONOO� inaktivierende Nitrierung von Tyr86 und
Tyr 94 im aktiven Zentrum der GR; dar�ber
hinaus ist ONOO� Substrat f�r GR und
Bisnitro-GR[179]

pyrogene Verbin-
dungen oder
Fieber

Destabilisierung der NADPH-reduzier-
ten GR[180]

[a] TrxR und GR bezeichnen hier die Thioredoxinreduktase und Glutathionreduktase des Erregers.
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Anschließend bewiesen M�ller und Mitarbeiter durch
Genablation und Gensubstitution, dass Thioredoxinredukta-
se f�r die Blutstadien von P. falciparum ein �berlebenswich-
tiges Enzym ist,[153,154] und validierten Thioredoxinreduktase
somit als Target. Der katalytische Mechanismus des Enzyms
wurde von Williams und Mitarbeitern durch Single-Turnover-
Kinetik und Flavin-Absorptionsspektroskopie aufgekl�rt.[152]

Die Katalyse der Thioredoxinreduktase aus P. falciparum
schließt neben dem Flavin zwei weitere redoxaktive Dithiole
ein: Eines wird von Cys88, dem Austausch-Thiol, und Cys93,
dem mit dem Flavinring interagierenden Thiol, gebildet. Das
zweite Dithiol, nahe am C-Terminus der anderen Unterein-
heit gelegen, besteht aus Cys535’ und Cys 540’ (Abbil-
dung 3c). Die beiden Cystein-Paare sind �ber einen Redox-
prozess miteinander verbunden. Ein Schl�ssel-Intermediat
der Katalyse ist ein Charge-Transfer-Komplex (bestehend aus
dem Thiolat von Cys 93 als Donor und dem Flavin als
Acceptor), der durch eine Absorption im langwelligen Be-
reich bei 540 nm gekennzeichnet ist.[183, 184]

Ein Hochdurchsatz-Screening an 350 000 Verbindungen
der Pfizer-Substanzenbank ergab 30 Inhibitoren der Thiored-
oxinreduktase als Treffer. Die verwirrende chemische Vielfalt
unter diesen Verbindungen wurde von Davioud-Charvet
et al. aufgel�st, die feststellten, dass es sich bei fast allen
wirksamen Inhibitoren um typische Mannich-Basen handelte.
F�r eine dieser Verbindungen, CDE4 (Tabelle 5), wurde der
Inhibitionsmechanismus n�her untersucht: Eine komplexe
Reaktionsfolge endet in der Bisalkylierung der vicinalen
Thiole Cys535’ und Cys540’ im C-terminalen Redoxzentrum
der Thioredoxinreduktase.[173]

7.1.1. Die C-terminalen Redoxzentren der Thioredoxinreduktasen
als Targets

Strukturelle und mechanistische Vergleiche zwischen den
Thioredoxinreduktasen des Malariasystems (Malaria-Parasit,
menschlicher Wirt und Insekten-Vektor) zeigen, dass sich
diese orthologen Enzyme zwar insgesamt sehr �hnlich sind,
sich aber in ihren C-terminalen Redoxzentren unterscheiden.
Dieses Zentrum wird im Humanenzym durch die Aminos�u-
resequenz Gly-Cys-Sec-Gly gebildet,[185] beim Enzym des
Moskitos Anopheles gambiae ist es Thr-Cys-Cys-Ser[186] und
im P.-falciparum-Enzym Gly-Cys-Gly-Gly-Gly-Lys-Cys-
Gly.[184] Diese chemischen Unterschiede machen diese Zen-
tren zu molekularen Zielstrukturen f�r die Entwicklung
selektiver Inhibitoren der jeweiligen Thioredoxinreduktase
in menschlichen (Krebs)zellen, in Malaria-Parasiten und in
krankheits�bertragenden Insekten.

7.2. Zielstrukturen im Glutathion-Stoffwechsel des Parasiten

Die beiden Synthetasen, die das Tripeptid Glutathion aus
seinen einzelnen Aminos�uren aufbauen – g-Glutamylcys-
tein-Synthetase[158] und Glutathion-Synthetase,[159] – sind viel-
versprechende Zielmolek�le im Glutathionmetabolismus des
Parasiten. Des Weiteren enth�lt P. falciparum zwar nur eine
einzige Glutathion-S-Transferase, aber in sehr hoher Kon-
zentration. Das Enzym entgiftet endogen anfallende Sub-

stanzen wie freies H�m oder pathologisch ver�nderte Mem-
brankomponenten sowie bestimmte Antimalariamedikamen-
te und andere Xenobiotika.[162,187] Die Kristallstruktur dieses
pharmakologisch wichtigen Proteins wurde vor kurzem auf-
gekl�rt.[163] Weitere interessante Zielmolek�le sind die Gly-
oxalasenI und II, die Methylglyoxal, ein toxisches Neben-
produkt des intensiven Glucose-Stoffwechsels im Parasiten,
entsorgen.[166] Gleiches gilt f�r die Glutathionreduktase, ein
Enzym, das haupts�chlich f�r die Pufferung des Redoxpo-
tentials im cytosolischen Raum zust�ndig ist, indem es ein
hohes GSH/GSSH-Verh�ltnis und indirekt eine hohe GSH-
Konzentration aufrechterh�lt. Das vom Glutathionpuffer
bestimmte Redoxmilieu des Zellinnern, eine wohlregulierte
biochemische Gr�ße, wird im Anhang n�her beschrieben.

7.3. Glutathionreduktase aus Plasmodium falciparum als Target

Glutathionreduktase und Thioredoxinreduktase haben
insgesamt sehr �hnliche Strukturen und Mechanismen, sind
aber hochspezifisch bez�glich ihres jeweiligen Disulfid-Sub-
strats. Der wichtigste Strukturunterschied ist ein zus�tzliches
C-terminales Redoxzentrum in der Thioredoxinreduktase,
das in der Glutathionreduktase nicht vorkommt (Abbildun-
gen 3b,c). Die Struktur der Glutathionreduktase aus P.
falciparum wurde vor kurzem aufgekl�rt und mit Human-
Glutathionreduktase verglichen.[161] So wird es nunmehr
m�glich sein, spezifische Inhibitoren des Parasitenenzyms
als potenzielle Antimalaria-Wirkstoffe zu entwerfen oder
bereits vorhandene zu verbessern. Diese Verbindungen sind
zudem n�tzlich f�r Untersuchungen zur Rolle des Enzyms im
Parasiten-Stoffwechsel und bei der Entstehung von Mehr-
fachresistenzen („multidrug resistance“).

Das homodimere Flavoenzym aus Malariaerregern ent-
h�lt in jeder Zentraldom�ne ein Insert von 33 Aminos�uren,
das bei anderen Glutathionreduktasen nicht vorkommt.[188,189]

Weitere interessante Zielstrukturen im Parasitenenzym sind
das aktive Zentrum, insbesondere die Reste Cys39 und
Cys44, die parallelen Helices H11 und H11’ an der Grenz-
fl�che der Untereinheiten sowie die Wandungen der zentra-
len H�hlung zwischen den Untereinheiten (Abbildung 5).
Inhibitoren der P.-falciparum-Glutathionreduktase sind in
Tabelle 5 aufgef�hrt; darin ebenfalls beschrieben sind nat�r-
liche Abwehrmechanismen des menschlichen Wirts, z. B.
Produktion von Peroxynitrit oder Fieber, die die Funktion
des Parasitenenzyms beeintr�chtigt.

Um die Wirkungen der einzelnen Inhibitoren zu verste-
hen, m�ssen wir zun�chst den katalytischen Mechanismus
und die im Parasiten vorkommenden Redoxformen des
Enzyms betrachten. W�hrend der Katalyse fließen Elektro-
nen vom NADPH zum Flavin und dann vom reduzierten
Flavin zum Disulfid Cys39/Cys 44. Eines der Cysteine des
naszierenden Dithiols, n�mlich Cys39, reagiert mit GSSG
und bildet glutathionylierte Glutathionreduktase (das ge-
mischte Disulfid EnzymSSG in Abbildung 3b) w�hrend das
erste GSH freigesetzt wird. Das Thiolat44 attackiert an-
schließend das gemischte Disulfid, und unter Rekonstitution
des Disulfids zwischen Cys 39 und Cys44 wird das zweite
GSH freigesetzt.[191] Der jetzt vorliegende Grundzustand des

R. L. Krauth-Siegel, R. H. Schirmer und H. BauerAufs�tze

714 � 2005 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim www.angewandte.de Angew. Chem. 2005, 117, 698 – 724

http://www.angewandte.de


Enzyms wird Eox genannt. Das im Verlauf der Katalyse
entstehende zweielektronenreduzierte Enzym, EH2, enth�lt
einen Charge-Transfer-Komplex aus dem Thiolat-Anion des
Cys44 und dem Flavin.[160,188] Eine vierelektronenreduzierte
Enzymspezies EH4, bei der sowohl die Cysteine des aktiven
Zentrums als auch das Flavin in reduzierter Form vorliegen,

ist eine instabile und kataly-
tisch inaktive Reserve-Form
des Enzyms. EH4 und ebenso
das glutathionylierte Enzym
treten in relevanten Konzen-
trationen wahrscheinlich nur
im Parasiten, nicht aber in
menschlichen Zellen auf und
kommen daher als Targets
f�r redoxzustandspezifische
Inhibitoren in Betracht.[191]

Die Farbe von Glutathi-
onreduktase-L�sungen oder
Kristallen des Enzyms zeigt
die unterschiedlichen Redox-
formen an: Eox ist gelb, EH2

orange, der EH2·NADPH-
Komplex rot und EH4

schwach gelblich. Dies ist
auch die Basis f�r die Ver-
wendung mikroinjizierter
Glutathionreduktase-Kristal-
le als Sonden f�r die Bestim-
mung des Redoxpotentials
subzellul�rer Kompartimen-
te.[192]

Bei den f�r Malaria cha-
rakteristischen Fiebersch�-
ben wird ein hoher Prozent-
satz der Parasiten elimi-
niert.[193] Dies entspricht Be-
obachtungen an Zellkultu-
ren, wonach sich die
Plasmodien bei 37 8C in
4 Tagen um mehr als 1000%
Prozent vermehren, w�hrend
bei 40 8C ihre Zahl auf 20%
sinkt. Die Thermolabilit�t
der EH2·NADPH-Form der
Glutathionreduktase k�nnte
zu diesem Verhalten beitra-
gen, da das Enzym bei 40 8C
rasch inaktiviert wird.[180] Auf
jeden Fall muss bei pharma-
kologischen und pathophy-
siologischen Untersuchun-
gen an Plasmodien beachtet
werden, dass das labile
EH2·NADPH, und nicht das
stabile Eox, die vorherrschen-
de physiologische Form der
Disulfidreduktase ist.[148,191]

7.3.1. Inhibitoren greifen unterschiedliche Redoxformen der
Glutathionreduktase an

Peroxynitrit als Tyrosin-nitrierendes Agens und sperrige
Heteroarene, die in der H�hle zwischen den Untereinheiten
binden, interagieren mit allen oben beschriebenen Redox-

Abbildung 5. Die Zentralh�hle und die Dimerisierungshelices in der Human-Glutathionreduktase. a) Abbil-
dung der dem L�sungsmittel zug�nglichen Oberfl�che des Proteins; die Frontpartie ist weggeklappt, um den
Blick auf die H�hle und die Kontaktfl�che zwischen den Untereinheiten freizugeben. Die Helices H11 und
H11’, deren Wechselwirkung durch Dimerisierungsinhibitoren beeintr�chtigt werden kann, sind als B�nder
dargestellt. Stabmodelle des GSSG und des Xanthens, eines tricyclischen kompetitiven Inhibitors, zeigen die
entsprechenden Bindungsstellen an. Man beachte die Tunnel, die die H�hle mit den beiden GSSG-Bindungs-
zentren verbinden. Die Kristallstruktur der Glutathionreduktase aus Plasmodium falciparum ist �hnlich; aller-
dings sind hier noch keine Enzym-Substrat-Komplexe strukturell aufgekl�rt worden. b) Stereobild, das die
Aminos�urereste zeigt, die die H�hlen auskleiden. Die Reste des P.-falciparum-Enzyms (dicke Linien) sind in
einer der beiden symmetrischen Untereinheiten mit Zahlen gekennzeichnet. Bei den Resten der Human-Glu-
tathionreduktase (d�nne Linien, Proteindatenbankeintrag 3GRS) tr�gt nur Arg413 eine Nummerierung. Ein in
der H�hle gebundener Inhibitor (XAN, aus Proteindatenbankeintrag 1XAN) ist als Referenz gezeigt. Der tricy-
clische Xanthen-Ring liegt wie bei einem Sandwich zwischen den Phenylalaninen 78 und 78’ der Human-GR
(nach Lit. [161,190]).

Antiparasit�re Wirkstoffe
Angewandte

Chemie

715Angew. Chem. 2005, 117, 698 – 724 www.angewandte.de � 2005 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

http://www.angewandte.de


formen des Enzyms (Tabelle 5). Im Unterschied dazu greifen
Nitrosoharnstoffe als carbamoylierende und alkylierende
Substanzen nur Glutathionreduktase-Formen mit einem
freien Thiol an Cys39 an, d.h. nur die Spezies EH2 und
EH4. Sie reagieren nicht mit Eox oder mit dem glutathiony-
lierten Enzym. Dimer-dissoziierende Wirkstoffe, z.B. das
Peptid K16, oder Temperaturerh�hung von 37 8C auf 40 8C
inaktivieren offenbar nur die labilen Formen EH2·NADPH
und EH4 durch Denaturierung. K16 interferiert zudem mit
dem Faltungsprozess der beiden Polypeptidketten.[161, 180] Me-
nadion, ein unkompetitiver subversiver Inhibitor (Tabelle 5
sowie Eubel und Schirmer, unver�ffentlicht), bindet wahr-
scheinlich nur an Enzym-Substrat-Komplexe, nicht aber an
freies Enzym.

7.3.2. Peroxynitrit modifiziert das GSSG-Zentrum

Die GSSG-Bindungsstelle ist positiv geladen und zieht
das Peroxynitrit elektrostatisch an.[179] Peroxynitrit bewirkt
die spezifische Nitrierung zweier Tyrosine im aktiven Zen-
trum und inaktiviert auf diese Weise das Enzym. Dar�ber
hinaus oxidiert Peroxynitrit das Dithiol Cys39/Cys 44 des
aktiven Zentrums zum Disulfid, das dann wieder durch
NADPH reduziert werden kann. Als Bilanz ergibt sich die
enzymkatalysierte Reaktion (11).

NADPHþONOO� þHþ ! NADPþNitritþH2O ð11Þ

Folglich kann Glutathionreduktase in P. falciparum als
Peroxynitrit-Reduktase wirken, was sogar noch f�r das
bisnitrierte Enzym zutrifft, das das nat�rliche Substrat Gluta-
thiondisulfid nicht mehr umzusetzen vermag. Daher wirkt
Peroxynitrit nicht nur als kovalent modifizierender Inhibitor,
sondern auch als Substrat (Tabelle 5).

Das saure Naphthochinon M5 hemmt Glutathionreduk-
tase durch Bindung an das GSSG-Zentrum,[176] aber wahr-
scheinlich auch noch an eine zweite Stelle. Da M5 bei pH 7
�berwiegend negativ geladen ist, ist es von seinem im Innern
des Parasiten gelegenen Target durch impermeable Membra-
nen getrennt. Ein eleganter Weg, dieses Problem zu umgehen,
war die Einf�hrung eines doppelk�pfigen Prodrugs. Das M5-
Molek�l wurde �ber eine in vivo labile Esterbr�cke mit
einem 4-Aminochinolin-Derivat bekannter Antimalaria-Ak-
tivit�t verkn�pft (Tabelle 5). Die Chinolin-Einheit dirigert
das Prodrug zu seinem Prim�rziel, der Fressvakuole des
Parasiten, wo die Esterbindung gespalten wird, sodass zwei
aktive Wirkstoffe vor Ort freigesetzt werden. Die Wirksam-
keit des Prodrug-Hybrids wurde an Parasiten-Kulturen und
im Maus-Modell nachgewiesen.[176]

7.3.3. Helix-11-Analoga als Dimerisierungsinhibitoren

Das Paar paralleler Helices (H11/H11’) im Zentrum der
Kontaktfl�che der Protein-Untereinheiten (Abbildung 5a,
Tabelle 6) ist der Dimerisierungs- und Faltungskern der
Glutathionreduktase.[161, 194] Nur dimere Glutathionreduktase
hat Enzymaktivit�t, da sich jedes aktive Zentrum aus Resten
beider Untereinheiten zusammensetzt.

Synthetische Peptide, die die Helix11 der Human-Glu-
tathionreduktase imitieren, wurden als Inhibitoren getestet.
Nur das 16-mere Peptid K16hGR (Tabelle 6) blockierte die
Dimerisierung und Faltung bei Human- und P.-falciparum-
Glutathionreduktase. Die IC50-Werte lagen jeweils bei
100 nm. Die �bereinstimmung der IC50-Werte – trotz des
Unterschieds in f�nf von sechzehn Aminos�uren – l�sst sich
aus den beiden Enzymstrukturen erkl�ren. Im Unterschied
dazu wurde Human-Thioredoxinreduktase, deren Helix-11-
Sequenz sich in acht von sechzehn Positionen von der
Human-Glutathionreduktase unterscheidet, durch K16hGR

viel schw�cher inhibiert (IC50 12 mm).[161]

Diese Ergebnisse empfehlen das Peptid K16hGR als Leit-
struktur f�r die Studie von Faltungs- und Dimerisierungspro-
zessen bei FAD-abh�ngigen Disulfidreduktasen (Tabelle 6).
Spezifit�t f�r ein individuelles Enzym, z. B. f�r T.-cruzi-
Trypanothionreduktase oder P.-falciparum-Thioredoxinre-
duktase, kann durch systematische Mutation der Peptidse-
quenz erreicht werden. Dar�ber hinaus bietet sich die

Tabelle 6: Sequenzen der Helix11 (und 11’) in Thioredoxinreduktasen,
Glutathionreduktasen und Trypanothionreduktasen aus unterschiedli-
chen Organismen.[a]

Enzym Aminos�uresequenz Organismus

Thioredoxinreduktase
Plasmodium
falciparum
Homo sapiens
sapiens
Anopheles gam-
biae
Caenorhabditis
elegans (Wurm)

Glutathionreduktase
Plasmodium
falciparum
Homo sapiens
sapiens
Caenorhabditis
elegans

Escherichia coli

Haemophilus
influenza
Saccharomyces
cerevisiae
(Hefe)
Arabidopsis tha-
liana (Pflanze)

Trypanothionreduktase
Trypanosoma
brucei brucei
Trypanosoma
congolese
Trypanosoma
cruzi
Leishmania
donovani
Crithidia fas-
ciculata

[a] In Thioredoxinreduktase aus P. falciparum umfasst die Helix die Reste
481 bis 496, in Glutathionreduktase aus P. falciparum die Reste 456–471
und in Trypanothionreduktase aus T. cruzi die Reste 431 bis 446.
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K16hGR-Struktur f�r die Entwicklung von Peptidmimetika als
Faltungsinhibitoren oder Dimer-dissoziierenden Wirkstoffen
an (G. Haberhauer, pers�nliche Mitteilung). Solche Inhibito-
ren sollten schon in katalytischen Mengen wirksam sein, da
die entstehenden Protein-Monomere denaturieren und in
vivo rasch abgebaut werden, wobei das dissoziierende Agens
wieder freigesetzt wird.

Das Konzept denaturierungsinduzierender Wirkstoffe
wird durch Untersuchungen an rekombinant hergestellten
Glutathionreduktase-Mutanten untermauert, die jeweils zwei
ausgetauschte Aminos�uren im Helix-11-Bereich enthalten
(G446E/F447P bei Human- und G463E/F464P bei P.-falcipa-
rum-Glutathionreduktase). Diese Mutanten verhalten sich in
allen gemessenen Parametern wie denaturierte Proteine und
sind insbesondere gegen proteolytischen Abbau �ußerst
anf�llig.[161, 194]

7.3.4. Wirkstoffbindung in der zentralen H�hle

Eine weitere Region der Glutathionreduktase, die sich f�r
das Wirkstoffdesign anbietet, ist die Wand der H�hle an der
Dimergrenze. Der Vergleich von Parasiten- und Human-
Enzym in diesem Bereich zeigt, dass nur neun von 21
Aminos�ureresten konserviert sind. In dieser „Wirkstoff-
Falle“ (Tricyclen-Zentrum) werden zahlreiche sperrige He-
teroarene wie Xanthen- oder Phenylisoalloxazin-Derivate
gebunden (siehe �bersicht in Lit. [161]). Ein physiologischer
Ligand f�r dieses Zentrum ist unbekannt. Die hier gebunde-
nen Substanzen wirken als nichtkompetitive, unkompetitive
oder als Mischtyp-Inhibitoren. Eine sinnvolle Hypothese ist,
dass diese Liganden die Positionen der Helices37–62 und 37’–
62’ verschieben. Diese rigiden Helices bilden einerseits einen
Teil der H�hlenwand, andererseits tragen sie aber auch die
Cysteine des aktiven Zentrums. Die Kristallstruktur der
Human-Glutathionreduktase l�sst beim Vergleich von
freiem Enzym und einem Enzym-Inhibitor-Komplex aller-
dings keine deutliche Verschiebung dieser Helices erken-
nen.[133]

Ein Vergleich der zentralen H�hlen bei P.-falciparum-
und Human-Glutathionreduktase ist in Abbildung 5b darge-
stellt. Die H�hlen haben ein �hnliches Volumen von etwa
450 �3, unterscheiden sich aber in ihren Formen und chemi-
schen Charakteristiken. Am auff�lligsten ist, dass der obere
Teil der H�hlung beim Parasitenenzym viel weniger Raum
bietet als bei der Human-Glutathionreduktase. Die Nettola-
dungen an den H�hlenw�nden sind ebenfalls sehr unter-
schiedlich. Sie sind negativ im Human-Enzym und eher
neutral im P.-falciparum-Protein.[161] Kristallographische
Daten liegen f�r zwei 3-Carboxymethyl-10-arylisoalloxazine
vor, n�mlich das 4’-Chlor-Derivat und das 3’,5’-Dichlor-De-
rivat. Beide binden in der Zentralh�hle der Human-Gluta-
thionreduktase, nicht aber an den Bindungszentren des FAD
oder der Substrate; dies impliziert, dass die Arylisoalloxazine
mit einer St�chiometrie von 0.5 mol Inhibitor pro mol
Untereinheit der Glutathionreduktase gebunden werden.
F�r etwa 25 weitere Arylisoalloxazine mit sehr unterschied-
lichen Substituenten sind die Inhibitorkonstanten f�r das
Human- und das P.-falciparum-Enzym bestimmt
worden.[161,175] Anhand dieser Daten sollte es mit Molecular

Modeling m�glich sein, das Bindungszentrum f�r die Aryl-
isoalloxazine in der notwendigen atomaren Aufl�sung struk-
turell zu charakterisieren. Diese nichtkompetitiven Inhibito-
ren haben g�nstige Eigenschaften (Effektivit�t gegen Plas-
modien in vitro und in vivo, niedrige Toxizit�t und geringe
Produktionskosten), was sie zu vielversprechenden Wirk-
stoffkandidaten gegen Malaria macht.[144, 175]

7.3.5. Methylenblau als Inhibitor der Glutathionreduktase aus
P. falciparum

Die vielversprechendste tricyclische Verbindung ist das
Phenothiazinderivat Methylenblau, das als nichtkompetitiver
Inhibitor die Glutathionreduktase aus P. falciparum deutlich
inhibiert, das menschliche Enzym in therapeutischen Kon-
zentrationen dagegen nicht.[160,161] Methylenblau, das in der
Vergangenheit bereits als Malariamittel verwendet
wurde,[195, 196] ist heute ein Standardmedikament gegen Met-
h�moglobin�mie und gegen Ifosfamid-assoziierte Neurotoxi-
zit�t.[178]

Methylenblau besitzt als Malariamedikament eine Reihe
g�nstiger Eigenschaften. Es hat multiple Targets in P. fal-
ciparum, von denen zwei – (Met)h�moglobin und b-H�matin
– nicht durch das Genom des Parasiten kontrolliert
sind.[178,197, 198] Dies macht eine rasche Resistenzentwicklung
gegen Methylenblau unwahrscheinlich. Dar�ber hinaus tr�gt
es als subversiver Inhibitor von Glutathionreduktase und
Thioredoxinreduktase zur Glutathion-Verarmung im Parasi-
ten bei (Eubel, Merkle und Schirmer, unver�ffentlicht). Ein
solcher Abfall des Glutathionspiegels sensibilisiert den Para-
siten f�r Chloroquin,[145] das f�r die Therapie wertvollste aller
Malariamedikamente. Man darf also hoffen, dass die Wirk-
stoffkombination Methylenblau/Chloroquin (BlueCQ[178])
beim einzelnen Patienten Synergien zeigt und auf epidemio-
logischer Ebene die Ausbreitung chloroquinresistenter Ma-
lariaerreger verlangsamt.[199] Andere klinisch relevante Ei-
genschaften von Methylenblau einschließlich der blauen
F�rbung des Urins wurden an anderer Stelle diskutiert.[178]

Klinische Studien mit BlueCQ zur Behandlung der Malaria
bei Kindern werden zurzeit in Burkina Faso im Distrikt
Nouna durchgef�hrt (Olaf M�ller, pers�nliche Mitteilung).

8. Ausblick auf die Wirkstoffentwicklung

Biochemische Unterschiede im Redoxstoffwechsel von
Wirt und Parasit liefern interessante Ausgangspunkte f�r die
Entwicklung spezifischer Wirkstoffe.[107,148] Markante Bei-
spiele sind das Trypanothion-System bei Trypanosomen, der
Mangel an Katalase und Glutathionperoxidase in Trypano-
somen und P. falciparum oder das Vorkommen eines einzig-
artigen Proteins wie Plasmoredoxin in Malariaerregern.[141]

Aber auch subtilere Verschiedenheiten – wie sie sich in den
nur wenig konservierten Wandstrukturen der zentralen
H�hle von Human-Glutathionreduktase und trypanosomaler
Trypanothionreduktase oder in der unterschiedlichen Chemie
der C-terminalen Redoxzentren bei Human- und P.-falcipa-
rum-Thioredoxinreduktase zeigen – sind richtungsweisend
f�r die zuk�nftige Wirkstoffentwicklung.
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Gleichzeitig gibt es aber �berzeugende Argumente daf�r,
die Human-Glutathionreduktase der parasitierten Erythro-
zyten als Target nicht außer Acht zu lassen.[77,200] Klinische
und epidemiologische Beobachtungen sowie pharmakologi-
sche Studien zeigen n�mlich, dass eine niedrige Aktivit�t der
Human-Glutathionreduktase – und dieser niedrige Enzym-
spiegel ist �blicherweise auf Erythrozyten beschr�nkt – die
Erythrozytenfunktion nicht signifikant beeinflusst, wohl aber
einen Schutz gegen Malaria bietet.[143,181, 201] Ein weiterer
Aspekt ist, dass die Entwicklung einer Resistenz gegen
Wirkstoffe sehr unwahrscheinlich ist, wenn ein Wirtsenzym
als pharmakologisches Target gew�hlt wird.[135–137]

Im Falle von Trypanosomen-Infektionen ist das am in-
tensivsten untersuchte Target die Trypanothionreduktase,
wobei allerdings die extreme Ger�umigkeit des aktiven
Zentrums die Formulierung quantitativer Struktur-Wir-
kungs-Beziehungen f�r Liganden erschwert. Eine Reihe
allgemeiner Aspekte sollte beachtet werden, bevor ein
Enzym als potenzielles Zielmolek�l ausgew�hlt wird. Um
einen letalen Effekt auf die Erreger zu erreichen, ist es oft
notwendig, die Enzymaktivit�t fast vollst�ndig zu unterdr�-
cken. Bei den T.-brucei-Blutstromformen muss beispielsweise
die Trypanothionreduktase zu mehr als 95% gehemmt
werden, um einen Wachstumsstopp und erh�hte Sensibilit�t
gegen oxidativen Stress hervorzurufen.[202] F�r die Entwick-
lung eines reversiblen Liganden des Enzyms E kann das
Massenwirkungsgesetz (Kdiss = [E] [I]/[EI] = kdiss/kass) als
Richtlinie dienen, um die erforderliche Konzentration an
freiem Wirkstoff abzusch�tzen. 95 % Inhibition ist erst bei
[I] = 20 Kdiss erreicht. Reversibel bindende Inhibitoren sollten
demnach ein Kdiss von < 10 nm haben; anderenfalls muss die
Wirkstoffkonzentration sehr hoch sein, um den inaktiven
Enzym-Inhibitor-Komplex in vivo aufrechtzuerhalten.[107]

Die meisten irreversiblen Inhibitoren wirken durch ko-
valente Modifikation von essentiellen Aminos�ureresten
eines Proteins. Liganden, die reversibel an das Enzym
binden, aber sehr langsam abdissoziieren, wirken ebenfalls
wie irreversible Inhibitoren. Eine Geschwindigkeitskonstante
kdiss< 10�5 s�1 bedeutet beispielsweise, dass der Enzym-Inhi-
bitor-Komplex eine Halbwertszeit von mehr als 19 Stunden
hat. Liganden, die einen langsamen Konformationswechsel
nach der Bindung induzieren („tight binding inhibitors“), sind
als potenzielle Wirkstoffe ebenfalls vielversprechend.[203]

Bei irreversibler Inhibition ist die In-vivo-Halbwertszeit
(t1/2) des Zielenzyms ein wichtiger Parameter. Betr�gt t1/2 des
Enzyms nur wenige Minuten, l�sst sich die Enzymaktivit�t
unter Therapiebedingungen nicht nachhaltig ausschalten. Ein
gut untersuchtes Beispiel hierf�r ist die Hemmung bestimm-
ter Ornithindecarboxylasen durch Eflornithin (siehe Ab-
schnitt 1). F�r keines der Flavoenzyme der Parasiten, die hier
diskutiert wurden, ist die In-vivo-Halbwertszeit bekannt. Da
sie aber Haushaltsenzyme sind, ist die Annahme berechtigt,
dass ihr Umsatz in vivo langsam ist.

Als �ußerst interessante Wirkstoffe gelten subversive
Substrate (Sabotage-Inhibitoren) der Disulfidreduktasen. F�r
eine Serie von Naphthochinonen wurde eine Korrelation
zwischen ihrer Aktivit�t als subversivem Substrat der Try-
panothionreduktase und ihrer trypanoziden Wirkung nach-
gewiesen.[115] Die multiplen Effekte solcher subversiver

Agentien – Inhibition der T(SH)2-Regeneration, Erniedri-
gung des T(SH)2/TS2-Verh�ltnisses, Verschwendung von
NADPH und Produktion reaktiver Sauerstoffspezies – sollten
einen großen Einfluss auf das Redoxmilieu im Parasiten
haben. Dar�ber hinaus fungieren subversive Inhibitoren als
Katalysatoren und k�nnen daher auch in subst�chiometri-
schen Konzentrationen wirksam sein.[107]

Anhang: Zur intrazellul�ren Redoxhom�ostase

Das reduzierende Milieu als chemisches Fossil. Das redu-
zierende Milieu im Zellinnern ist eine gut regulierte bioche-
mische Gr�ße. Das hohe 2 GSH/GSSG-Verh�ltnis von etwa
100 unterscheidet sich wahrscheinlich nicht von den Dithiol/
Disulfid-Verh�ltnissen urzeitlicher Zellen, wie sie in der
reduzierenden Atmosph�re vor 2 Milliarden Jahren existier-
ten.[204] Thiolfunktionen in Proteinen und Coenzymen sind
unabdingbar f�r das zellul�re Leben und m�ssen massiv
gesch�tzt werden. Ohne redoxpuffernde Mechanismen
kommt es zur irreversiblen Autoxidation intrazellul�rer
Thiole, wobei Sulfinate und Sulfonate zu den vorherrschen-
den Schwefelverbindungen werden.

Redoxmilieu. Schafer und Buettner definieren das gepuf-
ferte Redoxmilieu („redox environment“) in einem Zellkom-
partiment gem�ß Gleichung (12) (Ei ist das Redoxpotential
eines gegebenen Redoxsystems).[205]

Redoxmilieu ¼
X

Ei ½reduzierende Spezies�i ð12Þ

In cytosolischen Bereichen vieler Organismen einschließ-
lich P. falciparum sind die biologisch relevanten Spezies:
NADPH, reduziertes Thioredoxin, GSH und Ascorbat (Ab-
bildung 6). Die GSH-Konzentration (1–10 mm) liegt viel
h�her als die von NADPH (100 mm) und Thioredoxin (�
50 mm); dies bedeutet, dass Glutathion der Hauptredoxpuffer
in den Parasiten ist – wie �brigens in den meisten bekannten
Organismen.

Der Beitrag von GSH w�re (2.5 mm) (�240 mV) =

�600 mVmm und damit um Gr�ßenordnungen h�her als
f�r irgendein anderes Redoxsystem, mit dem es verkn�pft ist.
Das Glutathionsystem hat den zus�tzlichen biologischen
Vorteil, dass es dank der Glutathionreduktase-katalysierten
Reaktion unmittelbar das NADPH als Elektronenquelle
verwenden kann [Gl. (2)].[161,181] Im Cytosol von P.-falcipa-
rum-Trophozoiten h�lt diese Reaktion einen 2[GSH]/GSSG-
Quotienten von 120:1 aufrecht.[167] Indirekt f�rdert die Glu-
tathionreduktase also GSH-abh�ngige Reaktionen und
hemmt Prozesse, bei denen GSSG das Substrat ist. Die
einzigen Proteine, die ihre Elektronen direkt von NADPH
beziehen, sind die Thioredoxine – in einer von Thioredoxin-
reduktase katalysierten Reaktion [Gl. (5)].[86, 140, 206]

Potentielle elektrische Energie des Glutathionsystems. Man
kann das reduzierende Milieu auch bezogen auf die poten-
tielle Energie beschreiben. Die Energie pro Volumeneinheit
wird durch Gleichung (13) beschrieben und hat die Einheiten
JouleLiter�1 oder Volt CoulombLiter�1.

DG=V ¼ �DE Q=V ¼ �n DE F=V ð13Þ
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Da n die Stoffmenge an Elektronen ist, die vom GSH
�bertragen werden k�nnen, ersetzen wir n/V durch 2c
[Gl. (14)]:

DG=V ¼ �n=V DE F ¼ �2 c F DE ð14Þ

c steht f�r die GSH-Konzentration, F ist die Faraday-
Konstante (96500 C mol�1) und DE die Potentialdifferenz
zwischen dem Glutathion-Redoxsystem und dem Redoxsys-
tem, mit dem es interagiert. DG ist somit der Energiebeitrag,
mit dem das Glutathionsystem das reduzierende Milieu
stabilisiert. Ein Arbeitsbeispiel: Wenn es zu einem spontanen
Potentialanstieg eines assoziierten Redoxsystems um 0.03 V
kommt, dann betr�gt die Reduktionsenergie pro Volumen:
DG/V =�2 � 2.5 � 10�3 molL�1 � 96500 C mol�1 � 0.03 V=

�15 JL�1. Dies entspricht der Hydrolyseenergie von
0.5 mmol ATP pro Liter.

Die Nernst-Gleichung f�r das GSSG/2 GSH-System. Das
intrazellul�re Redoxpotential E’, das durch das Glutathion-
system aufrechterhalten wird, kann mit der Nernst-Gleichung
abgesch�tzt werden. Das Standard-Redoxpotential E8’ des
GSSG/2GSH-Systems bei pH 7.0, physiologischer Ionenst�r-
ke und 25 8C wurde zu �240 mV bestimmt.[86,205] Die Nernst-
Gleichung des Halbzellenpotentials f�r das GSSG/2GSH-
System ist durch Gleichung (15) gegeben.

E0 ðin mVÞ ¼ �240�59:1=2 lgð½GSH�2=½GSSG�Þ ð15Þ

Durch Anwendung der Logarithmenregeln erhal-
ten wir die handlicheren Formen (16) und 17.

E0 ðin mVÞ ¼ �240�29:6 lgð½GSH�=½GSSG�Þ
�29:6 lg½GSH�

ð16Þ

E0 ðin mVÞ ¼ �240þ 29:6 lg½GSSG��59:1 lg½GSH� ð17Þ

Setzen wir die f�r Trophozoiten aus P. falciparum
gefundenen Werte ein (2.39 mm GSH, 8.4 mm

GSSG),[167] erhalten wir als Redoxpotential E’=
�240 + 29.6 lg[8.4 � 10�6]�59.1 lg[2.39 � 10�3] =

�235 mV. F�r quasi-physiologische Bedingungen
(pH 7.2 und 37 8C) l�sst sich ein Wert von �265 mV
absch�tzen.[207]

Gleichung (15) enth�lt den quadratischen Term
[GSH]2. Ein quadratischer Term in einer biochemi-
schen Gleichung hat oft eine biologische Bedeutung;
in der Tat k�nnte der [GSH]2-Term dazu beigetragen
haben, das Glutathionsystem als Hauptredoxpuffer im
Laufe der Evolution zu etablieren. Der quadratische
Term impliziert, dass das Redoxpotential E’ nicht nur
vom Verh�ltnis [reduzierte Form]/[oxidierte Form]
abh�ngt, wie es bei den Redoxpaaren NADPH/NADP
oder Trx(SH)2/TrxS2 der Fall ist, sondern auch von der
absoluten Konzentration des GSH (siehe Glei-
chung (16) und Abbildung 6). Ein Sinken der GSH-
Konzentration von 2 mm auf 100 mm f�hrt zu einem
Anstieg von E’ um etwa 40 mV, auch wenn das [GSH]/
[GSSG]-Verh�ltnis gleich bleibt. Solche drastischen

Ver�nderungen der GSH-Konzentration kommen vor, wenn
sich Zellen in eine sporen�hnliche Ruheform begeben oder
wenn das Enzym Glutathionreduktase insuffizient wird,
beispielsweise bei pl�tzlichem Stress der Zellen durch Oxi-
dantien oder Enzyminhibitoren.[146, 170,208]

Proteinthiole als Nanoschalter. Welche biologische Funk-
tion hat ein Redoxmilieu mit regulierbarem Redoxpotential?
Betrachten wir ein Cystein-Paar mit dem Redoxpotential E8’.
Es befindet sich ganz �berwiegend im Protein(SH)2-Zustand,
solange das umgebende Redoxpotential E’ mehr als 30 mV
unter dem E8’-Wert liegt, hingegen haupts�chlich in der
ProteinS2-Form, wenn das Redoxpotential E’ 30 mV h�her als
E8’ ist.[205] Protein(SH)2 und ProteinS2 k�nnen als ineinander
�berf�hrbare Redoxformen des Proteins angesehen werden
oder, wenn man das Protein als Nanoschalter betrachtet, als
zwei Positionen dieses Schalters.

Dieser Schaltereffekt l�sst sich durch die Henderson-
Hasselbalch-Gleichung f�r das Protein(SH)2/ProteinS2-Paar
illustrieren [Gl. (18); E8’ und E’ in mV]:

10ðE
0�Eo 0 Þ=29:6 ¼ ½ProteinS2�=½ProteinðSHÞ2� ð18Þ

Die �quivalenten Gleichungen (19) und (20) f�r H+- und
Ca2+-kontrollierte Schalter lauten:

10ðpH�pKaÞ ¼ ½A��=½HA� ð19Þ

10ðpCa�pKdÞ ¼ ½freies Protein�=½Ca2þ-Protein� ð20Þ

Abbildung 6. Redoxsysteme in Trophozoiten aus P. falciparum. Das Diagramm
wurde mit der Nernst-Gleichung f�r unterschiedliche Redoxsysteme erstellt.
Mit Ausnahme des Glutathionsystems basieren die Kurven auf der Gleichung
E0hc = E8’+ 29.6 lg([oxidierte Form]/[reduzierte Form]). Bei 25 8C und pH 7.0 be-
tr�gt E8’=�315 mV f�r NADP/NADPH, �255 mV f�r P.-falciparum-Thioredoxin
(TrxS2/Trx(SH)2)

[146] und + 80 mV f�r Dehydroascorbat/Ascorbat.[209] Im Falle
des Glutathion-Redoxsystems h�ngt das Redoxpotential aber nicht nur vom
GSSG/GSH-Verh�ltnis ab, sondern auch von der GSH-Konzentration. Die ent-
sprechenden Kurven f�r unterschiedliche Glutathion-Konzentrationen (10, 3, 1,
0.5 und 0.1 mm GSH) wurden mit den Gleichungen E0hc =�240�29.6 lg([GSH]/
[GSSG])�29.6 lg[GSH] mV und [Gesamtglutathion]= [GSt] = 2 [GSSG]+ [GSH]
berechnet. Wenn diese Gleichungen angewendet werden, m�ssen [GSSG] und
[GSH] in molaren (nicht millimolaren!) Einheiten eingesetzt werden.
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In jedem Fall bestimmt eine biologisch kontrollierte
Gr�ße (Redoxmilieu, pH, pCa) die alternativen Schalterpo-
sitionen, also Protein(SH)2/ProteinS2, A�/HA oder freies
Protein/Ca2+-Protein-Komplex.

Zwei h�ufige Typen der gegenseitigen Umwandlung von
Redoxformen sind in den Gleichungen (21) und (22) gezeigt.

ProteinðSHÞ2 þGSSG ¼ ProteinS2 þ 2 GSH ð21Þ

ProteinSHþGSSG ¼ ProteinSSGþGSH ð22Þ

Gleichung (21) bezieht sich auf vicinale Cys-Reste, die
sich auch in verschiedenen Untereinheiten eines Protein-
komplexes befinden k�nnen, w�hrend Reaktion (22) f�r
isolierte Thiolgruppen gilt. Die Reaktionen scheinen selektiv
zu sein, sodass nur bestimmte Cystein-Reste betroffen sind.
Hin- und R�ckreaktion k�nnen jeweils durch unterschiedli-
che Glutaredoxine gesteuert sein.[148] Studien zur In-vivo-
Proteinglutathionylierung sind erst seit kurzem m�glich,
wobei zweidimensionale Protein-Gelelektrophorese und
Massenspektrometrie die wichtigsten analytischen Werkzeu-
ge sind.

Zu pr�fen ist mit diesen Methoden, ob auch die Phasen
von Parasitenwachstum und Differenzierung sowie die pa-
thophysiologische Wechselwirkungen zwischen Wirtszelle
und Parasit durch Redox-Nanoschalter und damit durch das
Glutathion-abh�ngige Redoxmilieu gesteuert werden.[206,210]

In S�ugerzellen variiert das Redoxpotential des GSSG/
2GSH-Paares mit dem zellbiologischen Status. Werte um
�240 mV, �210 mV und �170 mV korrelieren dabei mit den
Phasen Zellwachstum, Zelldifferenzierung und programmier-
ter Zelltod (Apoptose). Bei nekrotischen Zellen ist das
Redoxpotential sogar h�her als �150 mV.[205]

In Analogie zu reversibel phosphorylierbaren protein-
st�ndigen OH-Gruppen kann man somit reversibel oxidier-
bare proteinst�ndige SH-Gruppen als Nanoschalter f�r bio-
logische Prozesse betrachten.[211,212] Ein spezifisches Disulfid,
ein Sulfenat oder die S-Glutathionylierung eines Proteins
k�nnen dar�ber hinaus Hysterese-Verhalten zeigen, was
signalisiert, dass die Zelle unter oxidativem Stress gestanden
hat. Dies ist z.B. der Fall, wenn ein Thiol oder Dithiol eines
Transkriptionsfaktors oxidiert wurde. Wie lange ein Protein
nach einer transienten Stressexposition in der oxidierten
Form vorliegt, h�ngt unter anderem davon ab, ob es ein
Substrat von Glutaredoxinen oder Thioredoxinen ist oder
nicht (Abbildung 2b). Auf diese Weise kann die Sulfenat-
Bildung mit anschließender Glutathionylierung und Deglu-
tathionylierung das Grundmuster der Redoxkontrolle modi-
fizieren und zus�tzlich kinetisch-regulatorische Elemente
einf�hren.[210, 213]

Addendum (15. November 2004)

W�hrend der Drucklegung dieses Aufsatzes sind relevan-
te Publikationen zu antioxidativen Systemen erschienen. Ein
neues proteingest�tztes Verfahren erm�glicht die direkte
Beobachtung der Disulfidbildung und damit die dynamische
Erfassung des 2[GSH]/[GSSG]-Quotienten im Cytosol (siehe

Abschnitt 6.1).[214] Das antioxidative Proteinnetzwerk in P.
falciparum (siehe Abschnitt 6) wurde durch Transcriptom-
Analyse untersucht.[215] Eine wichtige Entdeckung ist die
reversible Cysteinsulfinat-Bildung bei Peroxiredoxinen,[216,217]

die den Schleusentor-Mechanismus bei extrem hoher Per-
oxid-Belastung erkl�ren kann (siehe Abschnitt 6.3). Eine
Matrix f�r das Wirkstoff-Design, die zwei interagierende
Bindungszentren des Mepacrins in der Trypanothionreduk-
tase repr�sentiert (Abschnitt 4.1.2),[218] und die unkompetiti-
ve Inhibition von Glutathionreduktase durch Naphthochino-
ne[219] ergeben neue Ansatzpunkte f�r Disulfidreduktasen als
Targets in einzelligen Parasiten. Weitere Fortschritte in der
Chemie und Pharmakologie von Disulfidreduktasen (Ab-
schnitte 4.1 und 7) sind in einer �bersicht von Argyrou und
Blanchard zusammengestellt.[220] Erste klinische Ergebnisse
�ber Methylenblau als Bestandteil der Antimalaria-Kombi-
nation BlueCQ wurden vor kurzem ver�ffentlicht.[221] Zurzeit
laufen in Burkina Faso klinische Studien zur Dosis-Optimie-
rung.

Unsere Arbeiten werden durch den Sonderforschungsbereich
544 „Kontrolle tropischer Infektionskrankheiten“ der Deut-
schen Forschungsgemeinschaft gef�rdert (PrB3 an L.K.S. und
PrB2 an R.H.S.). Holger Bauer (Arbeitsgruppe Davioud-
Charvet) ist Mitarbeiter im Gemeinschaftsprojekt „Neue
Chemie“ des CNRS und der DFG.

Eingegangen am 24. Oktober 2003,
ver�nderte Fassung am 4. Juni 2004
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D. Rattendi, C. J. Bacchi, M. C. O�Sullivan, Bioorg. Med.
Chem. Lett. 2001, 11, 251 – 254.

[100] S. Bonse, C. Santelli-Rouvier, J. Barbe, R. L. Krauth-Siegel, J.
Med. Chem. 1999, 42, 5448 – 5454.

[101] T. J. Benson, J. H. McKie, J. Garforth, A. Borges, A. H.
Fairlamb, K. T. Douglas, Biochem. J. 1992, 286, 9 – 11.

[102] M. O. Khan, S. E. Austin, C. Chan, H. Yin, D. Marks, S. N.
Vaghjiani, H. Kendrick, V. Yardley, S. L. Croft, K. T. Douglas, J.
Med. Chem. 2000, 43, 3148 – 3156.

[103] S. Girault, S. Baillet, D. Horvath, V. Lucas, E. Davioud-
Charvet, A. Tartar, C. Sergheraert, Eur. J. Med. Chem. 1997, 32,
39 – 52.

[104] S. Girault, T. E. Davioud-Charvet, L. Maes, J. F. Dubremetz,
M. A. Debreu, V. Landry, C. Sergheraert, Bioorg. Med. Chem.
2001, 9, 837 – 846.

[105] B. Bonnet, D. Soullez, E. Davioud-Charvet, V. Landry, D.
Horvath, C. Sergheraert, Bioorg. Med. Chem. 1997, 5, 1249 –
1256.

[106] P. A. Karplus, R. L. Krauth-Siegel, R. H. Schirmer, G. E.
Schulz, Eur. J. Biochem. 1988, 171, 193 – 198.

[107] R. H. Schirmer, J. G. M�ller, R. L. Krauth-Siegel, Angew.
Chem. 1995, 107, 153 – 157; Angew. Chem. Int. Ed. Engl. 1995,
34, 141 – 154.

[108] H. Gallwitz, S. Bonse, A. Martinez-Cruz, I. Schlichting, K.
Schumacher, R. L. Krauth-Siegel, J. Med. Chem. 1999, 42, 364 –
372.

[109] S. Bonse, J. M. Richards, S. A. Ross, G. Lowe, R. L. Krauth-
Siegel, J. Med.Chem. 2000, 43, 4812 – 4821.

[110] C. J. Hamilton, A. Saravanamuthu, A. H. Fairlamb, I. M.
Eggleston, Bioorg. Med. Chem. 2003, 11, 3683 – 3693.

[111] N. Cenas, D. Bironait	, E. Dickancaite, Z. Anusevicius, J.
Sarlauskas, J. S. Blanchard, Biochem. Biophys. Res. Commun.
1994, 204, 224 – 229.

[112] G. B. Henderson, P. Ulrich, A. H. Fairlamb, I. Rosenberg, M.
Pereira, M. Sela, A. Cerami, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 1988,
85, 5374 – 5378.

[113] M. C. Jockers-Scher�bl, R. H. Schirmer, R. L. Krauth-Siegel,
Eur. J. Biochem. 1989, 180, 267 – 272.

[114] K. Blumenstiel, R. Sch�neck, V. Yardley, S. L. Croft, R. L.
Krauth-Siegel, Biochem. Pharmacol. 1999, 58, 1791 – 1799.

[115] L. Salmon-Chemin, E. Buisine, V. Yardley, S. Kohler, M. A.
Debreu, V. Landry, C. Sergheraert, S. L. Croft, R. L. Krauth-
Siegel, E. Davioud-Charvet, J. Med. Chem. 2001, 44, 548 – 565.

[116] K. Augustyns, K. Amssoms, A. Yamani, P. K. Rajan, A.
Haemers, Curr. Pharm. Des. 2001, 7, 1117 – 1141.

[117] C. D�Silva, S. Daunes, Expert Opin. Invest. Drugs 2002, 11, 217 –
231.

[118] R. L. Krauth-Siegel, O. Inhoff, Parasitol. Res. 2003, 90, 77 – 85.
[119] C. J. Hamilton, A. Saravanamuthu, I. M. Eggleston, A. H.

Fairlamb, Biochem. J. 2003, 369, 529 – 537.
[120] D. J. Hammond, S. L. Croft, J. Hogg, W. E. Gutteridge, Acta

Trop. 1986, 43, 367 – 378.
[121] K. Chibale, H. Haupt, H. Kendrick, V. Yardley, A. Saravan-

amuthu, A. H. Fairlamb, S. L. Croft, Bioorg. Med. Chem. Lett.
2001, 11, 2655 – 2657.

[122] C. Chan, H. Yin, J. Garforth, J. H. McKie, R. Jaouhari, P.
Speers, K. T. Douglas, P. J. Rock, V. Yardley, S. L. Croft, A. H.
Fairlamb, J. Med. Chem. 1998, 41, 148 – 156.

[123] D. Horvath, J. Med. Chem. 1997, 40, 2412 – 2423.
[124] a) R. H. Schirmer, T. Sch�llhammer, G. Eisenbrand, R. L.

Krauth-Siegel, Free Radical Res. Commun. 1987, 3, 3 – 12; b) M.
Bilzer, R. L. Krauth-Siegel, R. H. Schirmer, T. P. Akerboom,
H. Sies, G. E. Schulz, Eur. J. Biochem. 1984, 138, 373 – 378.

[125] K. Becker, R. H. Schirmer, Methods Enzymol. 1995, 251, 173 –
188.

[126] O. Inhoff, J. M. Richards, J. W. Briet, G. Lowe, R. L. Krauth-
Siegel, J. Med. Chem. 2002, 45, 4524 – 4530.

[127] T. Nozaki, J. C. Engel, J. A. Dvorak, Am. J. Trop. Med. Hyg.
1996, 55, 111 – 117.

[128] J. D. Maya, S. Bollo, L. J. Nunez-Vergara, J. A. Squella, Y.
Repetto, A. Morello, J. Perie, G. Chauviere, Biochem. Phar-
macol. 2003, 65, 999 – 1006.

[129] A. Argyrou, G. Sun, B. A. Palfey, J. S. Blanchard, Biochemistry
2003, 42, 2218 – 2228.

[130] N. K. Cenas, G. A. Rakauskiene, J. J. Kulys, Biochim. Biophys.
Acta 1989, 973, 399 – 404.

[131] B. K. Kubata, Z. Kabututu, T. Nozaki, C. J. Munday, S. Fuku-
zumi, K. Ohkubo, M. Lazarus, T. Maruyama, S. K. Martin, M.
Duszenko, Y. Urade, J. Exp. Med. 2002, 196, 1241 – 1251.

[132] A. Nordhoff, Dissertation, Universit�t Heidelberg, 1995.
[133] P. A. Karplus, E. F. Pai, G. E. Schulz, Eur. J. Biochem. 1989, 178,

693 – 703.
[134] P. Campbell, D. Butler (Hrsg.), Nature 2004, 430, 923 – 946.
[135] Antimalarial Chemotherapy. Mechanisms of Action, Resistance

and New Directions in Drug Discovery (Hrsg.: P. J. Rosenthal),
Humana Press, Totowa, 2001.

[136] R. G. Ridley, Nature 2002, 415, 686 – 693.

R. L. Krauth-Siegel, R. H. Schirmer und H. BauerAufs�tze

722 � 2005 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim www.angewandte.de Angew. Chem. 2005, 117, 698 – 724

http://www.angewandte.de


[137] J. Wiesner, R. Ortmann, H. Jomaa, M. Schlitzer, Angew. Chem.
2003, 115, 5432 – 5451; Angew. Chem. Int. Ed. 2003, 42, 5274 –
5293.

[138] K. Rieckmann, Q. Cheng, Trends Parasitol. 2002, 18, 293; G. C.
Coles, Trends Parasitol. 2002, 18, 293 – 294.

[139] I. A. Clark, W. B. Cowden in Oxidative Stress (Hrsg.: H. Sies),
Academic Press, London, 1985, S. 131 – 149.

[140] S. M�ller, T. W. Gilberger, Z. Krnajski, K. L�ersen, S. Meier-
johann, R. D. Walter, Protoplasma 2001, 217, 43 – 49.

[141] K. Becker, S. M. Kanzok, R. Iozef, M. Fischer, R. H. Schirmer,
S. Rahlfs, Eur. J. Biochem. 2003, 270, 1057 – 1064.

[142] R. M. Luond, J. H. McKie, K. T. Douglas, M. J. Dascombe, J.
Vale, J. Enzyme Inhib. 1998, 13, 327 – 345.

[143] G. Giribaldi, D. Ulliers, F. Mannu, P. Arese, F. Turrini, Br. J.
Haematol. 2001, 113, 492 – 499.

[144] A. Irmler, A. Bechthold, E. Davioud-Charvet, V. Hofmann, R.
Reau, S. Gromer, R. H. Schirmer, K. Becker in Flavins and
Flavoproteins, Vol. 14 (Hrsg.: S. Chapman, R. Perham, N.
Scrutton), Agency for Scientific Publications, Berlin, 2002,
S. 803 – 808.

[145] H. Ginsburg, J. Golenser, Redox Rep. 2003, 8, 276 – 279.
[146] S. M. Kanzok, R. H. Schirmer, I. T�rbachova, R. Iozef, K.

Becker, J. Biol. Chem. 2000, 275, 40180 – 40186.
[147] H. Sies, Eur. J. Biochem. 1993, 215, 213 – 219.
[148] K. Becker, S. Rahlfs, C. Nickel, R. H. Schirmer, Biol. Chem.

2003, 384, 551 – 566.
[149] S. M. Kanzok, S. Rahlfs, K. Becker, R. H. Schirmer, Methods

Enzymol. 2002, 347, 370 – 381.
[150] S. Rahlfs, R. H. Schirmer, K. Becker, Cell. Mol. Life Sci. 2002,

59, 1024 – 1041.
[151] Z. Krnajski, T. W. Gilberger, R. D. Walter, S. M�ller, Mol.

Biochem. Parasitol. 2001, 112, 219 – 228.
[152] C. H. Williams, L. D. Arscott, S. M�ller, B. W. Lennon, M. L.

Ludwig, P. F. Wang, D. M. Veine, K. Becker, R. H. Schirmer,
Eur. J. Biochem. 2000, 267, 6110 – 6117.

[153] Z. Krnajski, T. W. Gilberger, R. D. Walter, A. F. Cowman, S.
M�ller, J. Biol. Chem. 2002, 277, 25970 – 25975.

[154] R. P. Hirt, S. M�ller, T. M. Embley, G. H. Coombs, Trends
Parasitol. 2002, 18, 302 – 308.

[155] Z. Krnajski, R. D. Walter, S. M�ller, Mol. Biochem. Parasitol.
2001, 113, 303 – 308.

[156] S. Rahlfs, K. Becker, Eur. J. Biochem. 2001, 268, 1404 – 1409.
[157] S. Kawazu, K. Komaki, N. Tsuji, S. Kawai, N. Ikenoue, T.

Hatabu, H. Ishikawa, Y. Matsumoto, K. Himeno, S. Kano, Mol.
Biochem. Parasitol. 2001, 116, 73 – 79.

[158] K. L�ersen, R. D. Walter, S. M�ller, Biochem. J. 2000, 346, 545 –
552.

[159] S. Meierjohann, R. D. Walter, S. M�ller, Biochem. J. 2002, 363,
833 – 838.

[160] P. M. F�rber, L. D. Arscott, C. H. Williams, Jr., K. Becker,
R. H. Schirmer, FEBS Lett. 1998, 422, 311 – 314.

[161] G. N. Sarma, S. N. Savvides, K. Becker, M. Schirmer, R. H.
Schirmer, P. A. Karplus, J. Mol. Biol. 2003, 328, 893 – 907.

[162] E. Liebau, B. Bergmann, A. M. Campbell, P. Teesdale-Spittle,
P. M. Brophy, K. L�ersen, R. D. Walter, Mol. Biochem. Para-
sitol. 2002, 124, 85 – 90.

[163] K. Fritz-Wolf, A. Becker, S. Rahlfs, P. Harwaldt, R. H. Schir-
mer, W. Kabsch, K. Becker, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 2003,
100, 13821 – 13826.

[164] S. Rahlfs, C. Nickel, M. Deponte, R. H. Schirmer, K. Becker,
Redox Rep. 2003, 8, 246 – 250.

[165] S. Rahlfs, M. Fischer, K. Becker, J. Biol. Chem. 2001, 276,
37133 – 37140.

[166] R. Iozef, S. Rahlfs, T. Chang, H. Schirmer, K. Becker, FEBS
Lett. 2003, 554, 284 – 288.

[167] H. Atamna, H. Ginsburg, Eur. J. Biochem. 1997, 250, 670 – 679.

[168] R. Munday, C. C. Winterbourn, Biochem. Pharmacol. 1989, 38,
4349 – 4352.

[169] P. Wardman, C. von Sonntag, Methods Enzymol. 1995, 251, 31 –
45.

[170] R. L. Krauth-Siegel, J. G. M�ller, F. Lottspeich, R. H. Schirmer,
Eur. J. Biochem. 1996, 235, 345 – 350.

[171] H. Sztajer, B. Gamain, K. D. Aumann, C. Slomianny, K. Becker,
R. Brigelius-Floh	, L. Floh	, J. Biol. Chem. 2001, 276, 7397 –
7403.

[172] Z. A. Wood, L. B. Poole, P. A. Karplus, Science 2003, 300, 650 –
653.

[173] E. Davioud-Charvet, M. J. McLeish, D. M. Veine, D. Giegel,
L. D. Arscott, A. D. Andricopulo, K. Becker, S. M�ller, R. H.
Schirmer, C. H. Williams, Jr., G. L. Kenyon, Biochemistry 2003,
42, 13 319 – 13330.

[174] U. Benatti, L. Guida, A. De Flora, Biochem. Biophys. Res.
Commun. 1984, 120, 747 – 753.

[175] A. Sch�nleben-Janas, P. Kirsch, P. R. Mittl, R. H. Schirmer,
R. L. Krauth-Siegel, J. Med. Chem. 1996, 39, 1549 – 1554.

[176] E. Davioud-Charvet, S. Delarue, C. Biot, B. Schw�bel, C. C.
B�hme, A. M�ssigbrodt, L. Maes, C. Sergheraert, P. Grellier,
R. H. Schirmer, K. Becker, J. Med. Chem. 2001, 44, 4268 – 4276.

[177] H. Zappe, Dissertation, Universit�t Heidelberg, 1980.
[178] R. H. Schirmer, B. Coulibaly, A. Stich, M. Scheiwein, H.

Merkle, J. Eubel, K. Becker, H. Becher, O. M�ller, T. Zich, W.
Schiek, B. Kouyat	, Redox Rep. 2003, 8, 272 – 275.

[179] S. N. Savvides, M. Scheiwein, C. C. B�hme, G. E. Arteel, P. A.
Karplus, K. Becker, R. H. Schirmer, J. Biol. Chem. 2002, 277,
2779 – 2784.

[180] M. Schirmer, M. Scheiwein, S. Gromer, K. Becker, R. H.
Schirmer in Flavins and Flavoproteins, Vol. 13 (Hrsg.: S. Ghisla,
P. Kroneck, P. Macheroux, H. Sund), Agency for Scientific
Publications, Berlin, 1999, S. 857 – 862.

[181] R. H. Schirmer, H. Bauer, K. Becker in Wiley Encyclopedia of
Molecular Medicine, Vol. 5 (Hrsg.: T. E. Creighton), Wiley,
New York, 2002, S. 1471 – 1475.

[182] S. M�ller, T. W. Gilberger, P. M. F�rber, K. Becker, R. H.
Schirmer, R. D. Walter, Mol. Biochem. Parasitol. 1996, 80, 215 –
219.

[183] Z. Krnajski, T. W. Gilberger, R. D. Walter, S. M�ller, J. Biol.
Chem. 2000, 275, 40874 – 40 878.

[184] T. W. Gilberger, R. D. Walter, S. M�ller, J. Biol. Chem. 1997,
272, 29584 – 29589.

[185] V. N. Gladyshev, K. T. Jeang, T. C. Stadtman, Proc. Natl. Acad.
Sci. USA 1996, 93, 6146 – 6151.

[186] H. Bauer, S. Gromer, A. Urbani, M. Schn�lzer, R. H. Schirmer,
H. M. M�ller, Eur. J. Biochem. 2003, 270, 4272 – 4281.

[187] P. Harwaldt, S. Rahlfs, K. Becker, Biol. Chem. 2002, 383, 821 –
830.

[188] T. W. Gilberger, R. H. Schirmer, R. D. Walter, S. M�ller, Mol.
Biochem. Parasitol. 2000, 107, 169 – 179.

[189] P. M. F�rber, K. Becker, S. M�ller, R. H. Schirmer, R. M.
Franklin, Eur. J. Biochem. 1996, 239, 655 – 661.

[190] S. N. Savvides, P. A. Karplus, J. Biol. Chem. 1996, 271, 8101 –
8107.

[191] C. C. B�hme, L. D. Arscott, K. Becker, R. H. Schirmer, C. H.
Williams, Jr., J. Biol. Chem. 2000, 275, 37317 – 37323.

[192] M. A. Keese, R. Saffrich, T. Dandekar, K. Becker, R. H.
Schirmer, FEBS Lett. 1999, 447, 135 – 138.

[193] H. Y. Long, B. Lell, K. Dietz, P. G. Kremsner, Parasitol. Res.
2001, 87, 553 – 555.

[194] A. Nordhoff, C. Tziatzios, J. A. van den Broek, M. K. Schott,
H. R. Kalbitzer, K. Becker, D. Schubert, R. H. Schirmer, Eur. J.
Biochem. 1997, 245, 273 – 282.

[195] M. Mayer, Dtsch. Med. Wochenschr. 1919, 45, 1052 – 1053.
[196] P. Guttmann, P. Ehrlich, Berl. Klin. Wochenschr. 1891, 28, 953 –

956.

Antiparasit�re Wirkstoffe
Angewandte

Chemie

723Angew. Chem. 2005, 117, 698 – 724 www.angewandte.de � 2005 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

http://www.angewandte.de


[197] J. L. Vennerstrom, M. T. Makler, C. K. Angerhofer, J. A.
Williams, Antimicrob. Agents Chemother. 1995, 39, 2671 – 2677.

[198] H. Atamna, M. Krugliak, G. Shalmiev, E. Deharo, G. Pescar-
mona, H. Ginsburg, Biochem. Pharmacol. 1996, 51, 693 – 700.

[199] J. Golenser, J. Miller, D. T. Spira, N. S. Kosower, J. A. Vande
Waa, J. B. Jensen, Trop. Med. Parasitol. 1988, 39, 273 – 276.

[200] Y. Zhang, I. K�nig, R. H. Schirmer, Biochem. Pharmacol. 1988,
37, 861 – 865.

[201] F. Turrini, H. Ginsburg, F. Bussolino, G. P. Pescarmona, M. V.
Serra, P. Arese, Blood 1992, 80, 801 – 808.

[202] S. Krieger, W. Schwarz, M. R. Ariyanayagam, A. H. Fairlamb,
R. L. Krauth-Siegel, C. Clayton, Mol. Microbiol. 2000, 35, 542 –
552.

[203] J. F. Morrison, C. T. Walsh, Adv. Enzymol. Relat. Areas Mol.
Biol. 1988, 61, 201 – 301.

[204] A. Nordhoff, R. H. Schirmer, Naturwiss. Rundsch. 1995, 48,
336 – 343.

[205] F. Q. Schafer, G. R. Buettner, Free Radical Biol. Med. 2001, 30,
1191 – 1212.

[206] S. Gromer, S. Urig, K. Becker, Med. Res. Rev. 2004, 24, 40 – 89.
[207] B. W. Lennon, C. H. Williams, Jr., Biochemistry 1996, 35, 4704 –

4712.
[208] S. M. Kanzok, A. Fechner, H. Bauer, J. K. Ulschmid, H. M.

M�ller, J. Botella-Munoz, S. Schneuwly, R. H. Schirmer, K.
Becker, Science 2001, 291, 643 – 646.

[209] E. N. Iheanacho, N. H. Hunt, R. Stocker, Free Radical Biol.
Med. 1995, 18, 543 – 552.

[210] D. Shenton, G. Perrone, K. A. Quinn, I. W. Dawes, C. M. Grant,
J. Biol. Chem. 2002, 277, 16 853 – 16859.

[211] E. S. Arn	r, A. Holmgren, Eur. J. Biochem. 2000, 267, 6102 –
6109.

[212] A. Holmgren, Annu. Rev. Biochem. 1985, 54, 237 – 271.
[213] I. A. Cotgreave, R. Gerdes, I. Schuppe-Koistinen, C. Lind,

Methods Enzymol. 2002, 348, 175 – 182.
[214] H. Ostergaard, C. Tachibana, J. R. Winther, J. Cell. Biol. 2004,

166, 337 – 345.
[215] Z. Bozdech, H. Ginsburg, Malar. J. 2004, 3, 23 – 30.
[216] B. Biteau, J. Labarre, M. B. Toledano, Nature 2003, 425, 980 –

984.
[217] T. S. Chang, W. Jeong, H. A. Woo, S. M. Lee, S. Park, S. G.

Rhee, J. Biol. Chem. 2004, 279, 50994 – 51 001.
[218] A. Saravanamuthu, T. J. Vickers, C. S. Bond, M. R. Peterson,

W. N. Hunter, A. H. Fairlamb, J. Biol. Chem. 2004, 279, 29493 –
29500.

[219] C. Biot, H. Bauer, R. H. Schirmer, E. Davioud-Charvet, J. Med.
Chem. 2004, 47, 5972 – 5983.

[220] A. Argyrou, J. S. Blanchard, Prog. Nucleic Acid Res. Mol. Biol.
2004, 78, 89 – 142.

[221] B. Coulibaly, J. Eubel, S. Gromer, R. H. Schirmer in Health
Research in Developing Countries (Hrsg.: H. Becher, B. Ko-
uyat	), Springer, Heidelberg, 2005, S. 285 – 292.

R. L. Krauth-Siegel, R. H. Schirmer und H. BauerAufs�tze

724 � 2005 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim www.angewandte.de Angew. Chem. 2005, 117, 698 – 724

http://www.angewandte.de

