== I I B
EEE P I
EEE Institut fir Bioverfahrenstechnik
und Pharmazeutische Technologie

TECHNISCHE HOCHSCHULE MITTELHESSEN

Julie Harnischfeger

Rekombinante Expression schistosomaler Enzyme
zum Aufbau einer Screeningplattform gegen
die parasitare Art Schistosoma mansoni

ﬂchislosomale

Enzyme

)

50 00
Volumen [mL]

/" Resayetabliorung & In silico & in vitro
Enzymcharakterisierung Screening

s (‘"’
. Mp/j)ks/sTn\/w'
J

"

Schriftenreihe des Institutes fir Bioverfahrenstechnik und Pharmazeutische
Technologie | Band 23

Herausgeber: Prof. Dr.-Ing. Peter Czermak




Rekombinante Expression schistosomaler
Enzyme zum Aufbau einer Screeningplattform

gegen die parasitare Art Schistosoma mansoni

Dissertation zur Erlangung des akademischen Grades

Doctor rerum naturalium — Dr. rer. nat.

Am Fachbereich Chemie und Biologie

der Justus-Liebig-Universitat GielRen

vorgelegt von:
Julie Harnischfeger

geboren in Aschaffenburg

Gielten, September 2021



Diese Veréffentlichung ist Teil meiner Promotion zum Doktor der Naturwissenschaf-
ten (Dr. rer. nat) durch den Fachbereich Biologie und Chemie der Justus-Liebig-Uni-

versitat GieRen, Deutschland.

Dekan:

Prof. Dr. Thomas Wilke

Erstgutachter:
Prof. Dr.-Ing. Peter Czermak

Technische Hochschule Mittelhessen,
Fachbereich Life Science Engineering
Institut fur Bioverfahrenstechnik und Pharmazeutische Technologie

Justus-Liebig-Universitat GieRen
Fachbereich Biologie und Chemie

Zweitgutachter:
Prof. Dr. Christoph G. Grevelding

Justus-Liebig-Universitat-Gieflen
Biomedizinisches Forschungszentrum Seltersberg
Institut fir Parasitologie



Schriftenreihe des Institutes fur Bioverfahrenstechnik und
Pharmazeutische Technologie

Band 23

Julie Harnischfeger

Rekombinante Expression schistosomaler Enzyme
zum Aufbau einer Screeningplattform gegen die
parasitdre Art Schistosoma mansoni

D 26 (Diss. Universitat Giessen)

Shaker Verlag
Duren 2022



Bibliografische Information der Deutschen Nationalbibliothek

Die Deutsche Nationalbibliothek verzeichnet diese Publikation in der Deutschen
Nationalbibliografie; detaillierte bibliografische Daten sind im Internet Gber
http://dnb.d-nb.de abrufbar.

Zugl.: Giessen, Univ., Diss., 2022

Copyright Shaker Verlag 2022

Alle Rechte, auch das des auszugsweisen Nachdruckes, der auszugsweisen
oder vollstandigen Wiedergabe, der Speicherung in Datenverarbeitungs-
anlagenund der Ubersetzung, vorbehalten.

Printedin Germany.

ISBN 978-3-8440-8618-8

ISSN 2198-5731

Shaker Verlag GmbH « Am Langen Graben 15a « 52353 Diren

Telefon: 02421/99011-0 + Telefax: 02421/99011-9
Internet: www.shaker.de « E-Mail: info@shaker.de



Zusammenfassung

Zusammenfassung

Die durch die parasitdre Klasse der Trematoden, speziell durch die Gattung Schisto-
soma ausgeloste Tropenparasitose Schistosomiasis zahlt zu den wichtigsten tropi-
schen Infektionskrankheiten. Zur Pravention und Therapie steht jedoch nur ein zuge-
lassenes Medikament zur Verfligung, das seit den 1970er Jahren eingesetzt wird und
dessen Wirksamkeit in den vergangenen Jahren nachgelassen hat. Die reelle Gefahr
einer Resistenzentwicklung erfordert zwingend die Identifizierung neuer Wirkstoffe.
Ein parasiten-basiertes Screening ist aufgrund des komplexen Lebenszyklus weniger
geeignet. Eine effiziente Alternative stellt ein drug target-basiertes Wirkstoffscreening
von lebenswichtigen Enzymen des Parasiten dar. Ein zielgerichtetes Screening er-
moglicht zudem die Etablierung einer Plattformtechnologie, wodurch auch ahnliche
Schlisselenzyme anderer Parasiten gescreent werden kénnen. Zur Realisierung einer
Screeningplattform wurden im Rahmen dieser Arbeit zwei Enzyme aus Schistosoma
mansoni ausgewahlt und rekombinant mittels Baculovirus-Expressionssystem herge-
stellt. In diesem Zuge wurde ein Medienscreening durchgefihrt und der Produktions-
prozess hinsichtlich kritischer Prozessparameter optimiert. Der optimierte Produktions-
prozess wurde anschlieBend auf einen 1 L Bioreaktor-Mafstab Ubertragen. Fur die
Integration in enzymatische Aktivitatstests wurden beide Enzyme chromatographisch
aufgereinigt. Fur eines der Enzyme wurde im Anschluss der Aktivitdtstest ausgelegt.
Vorab erfolgte tber eine Geffiltration ein Pufferaustausch in einen geeigneten Assay-
puffer. Da das Enzym keine biologische Aktivitat aufwies, wurde zunachst eine geeig-
nete Konzentration des Reduktionsmittels Dithiothreitol (DTT) bestimmt. Danach er-
folgte die Ermittlung einer geeigneten Enzymkonzentration. Zur Steigerung der En-
zymaktivitdt wurde der Effekt von bivalenten Kationen getestet, optimale Umgebungs-
bedingungen unter Verwendung eines statistischen Versuchsplans untersucht und die
kinetischen Konstanten vmax, Km und kcat bestimmt. Fir die Integration in einen Aktivi-
tatstest wurde zunachst eine Methode zur Eliminierung von DTT unter Erhalt der bio-
logischen Aktivitat entwickelt. Parallel dazu wurde ein in silico Screening von potenti-
ellen Molekilen der Pathogen Box durchgefiihrt, um eine Aussage Uber mdgliche Bin-
dungsaffinitdten zwischen den potentiellen Inhibitoren und dem Enzym zu treffen. Mit
einem abschlieRenden in vitro Screening konnten drei vielversprechende Substanzen
ermittelt werden, die einen inhibitorischen Effekt zwischen 80-100 % und ICso Werte

zwischen 7,4-21,8 uM erreichten.



Abstract

Abstract

The tropical disease Schistosomiasis, caused by the parasitic class of trematodes, es-
pecially the genus Schistosoma, is one of the most important tropical infectious dis-
ease. However, only one approved drug is available for prevention and therapy, which
has been used since the 1970s and whose effectiveness has declined in recent years.
The real risk of resistance development urgently calls for the identification of new active
compounds. Parasite-based screenings are less suitable due to the complex life cycle.
An efficient alternative is a drug target-based screening of vital enzymes of the para-
site. A targeted screening also allows the establishment of a platform technology,
whereby similar key enzymes of other parasites can be screened. To realize a screen-
ing platform, two key enzymes from Schistosoma mansoni were selected and recom-
binantly produced using baculovirus expression system. In this course, a media
screening was performed, and the production process was optimized with respect to
critical process parameters. The optimized production process was then transferred to
a 1 L bioreactor scale. For integration into enzymatic activity assays, both enzymes
were chromatographically purified. The activity assay was then construed for one of
the enzymes. Preliminary buffer exchange into a suitable assay buffer was carried out
via gel filtration. Since the enzyme showed no biological activity, a suitable concentra-
tion of the reducing agent dithiothreitol (DTT) was determined first. Subsequently, a
suitable enzyme concentration was determined. To increase enzyme activity, the effect
of bivalent cations was tested, optimal kinetic properties were investigated using de-
sign of experiment and the kinetic constants vmax, Km and kcat were determined. For
integration into an activity assay, a method for elimination of DTT while maintaining
biological activity was developed first. At the same time, in silico screening of potential
molecules of the pathogenic box was carried out in order to obtain information about
possible binding affinities between the potential inhibitors and the enzyme. With final
in vitro screening three promising compounds could be identified, which achieved an
inhibitory effect between 80-100 % and ICso values between 7.4-21.8 yM.
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