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| Einleitung

.1  Strukturbasiertes computergestitztes Wirkstoffdesign

Die Entwicklung neuer Wirkstoffe zur Behandlung verschiedenster Krankheiten und die
kontinuierliche Verbesserung bekannter Arzneistoffe sind die zentralen Aufgaben der
pharmazeutischen Forschung. Ein von Pharmaunternehmen routinemaf3ig angewendetes
Verfahren bei der Suche nach neuen, biologisch aktiven Verbindungen, sogenannten hits,
gegenuber therapeutisch relevanten makromolekularen Zielstrukturen (Targets) zur
Identifizierung von neuen Leitstrukturen ist das High Throughput Screening (HTS).! Das HTS
besteht in der automatisierten Analyse von Substanzen umfangreicher Molekilbibliotheken
bezuglich ihrer pharmakologischen Aktivitdt gegentber therapeutisch interessanten Targets
mittels biochemischer in vitro Assays. Erfiillen die biologisch aktiven Verbindungen bestim-
mte Voraussetzungen (u.a. in vivo Aktivitat, Abwesenheit chemisch reaktiver Gruppen, keine
Anzeichen fur Toxizitat, Patentierbarkeit), eignen sie sich als Leitstrukturen. Aus Leit-
strukturen kénnen durch chemische Modifizierungen fiir eine gezielte Optimierung der
Affinitat und Selektivitit gegeniiber einem Zielprotein sowie fir eine Verbesserung der
pharmakologischen Eigenschaften, wie Bioverfiigbarkeit und Pharmakokinetik, schliel3lich
Wirkstoffe entstehen. Die Nachteile dieses Verfahrens liegen in dufRerst geringen Erfolgs-
guoten, einem hohen Kosten- und Zeitaufwand sowie der Limitierung auf vorab synthetisierte
Verbindungen.

Eine in den letzten Jahrzehnten an Bedeutung gewonnene Alternative und Ergdnzung zum
HTS fir die Identifizierung und Entwicklung neuer Arzneistoffe stellt das strukturbasierte
computergestiitzte Wirkstoffdesign in Form des virtuellen Screenings (VS) dar.?® Das VS ist
ein Verfahren, bei dem grofRe Molekildatenbanken computergestiitzt nach geeigneten
niedermolekularen Liganden fir therapeutische Targets durchsucht werden. Allerdings
bezieht sich der Begriff in der Regel nicht ausschlielich auf die reine Datenbanksuche,
sondern umfasst generell alle angewandten computerbasierten Analysenmethoden bis hin
zur abschlielRenden Molekilauswahl.

Basierend auf den verfugbaren Daten und in Abhangigkeit vom jeweiligen Wissensstand
konnen verschiedene Strategien gewahlt werden. Grundsatzlich wird zwischen protein- und
ligandbasierten Ansatzen unterschieden, je nachdem welche strukturellen Informationen
(dreidimensionale Proteinstrukturen oder Strukturen biologisch aktiver Liganden) dem VS
zugrunde liegen. Existieren bereits aufgeklarte Proteinstrukturen eines Targets, fir das keine

aktiven Liganden bekannt sind, so erfolgt ein de novo-Design, die Entwicklung neuer



Wirkstoffe ohne signifikante Ahnlichkeiten zu bereits existierenden Leitstrukturen. Dabei
werden die gesuchten Liganden entweder Schritt fir Schritt in der Bindetasche eines
Rezeptors aufgebaut (Building) oder es werden zunachst mehrere Molekilfragmente
innerhalb der Bindetasche unabhé&ngig voneinander platziert und anschliel3end miteinander
verkniipft (Linking).* Damit sowohl eine starke, als auch selektive Bindung resultiert, ist eine
weitgehende strukturelle und chemische Komplementaritdt zwischen Liganden und
Zielprotein erforderlich. Fehlen dreidimensionale Strukturen des Zielproteins, ist es dennoch
moglich, ein proteinbasiertes VS durchzufihren, wenn aufgeklarte Strukturen homologer
Proteine mit vorzugsweise hoher Sequenzidentitat verfigbar sind. Auf deren Grundlage
kbénnen dann die Proteinstrukturen des zu adressierenden Targets mit bestimmten
Computerprogrammen als Homologiemodelle konstruiert werden.

Existieren anstelle von aufgeklarten Proteinstrukturen bereits aktive Liganden fir ein
pharmakologisches Target, sind héaufig ligandbasierte virtuelle Ahnlichkeitssuchen und
Versuche, mit Hilfe von Ligandenserien Struktur-Wirkungsbeziehungen (Structure-Activity
Relationships) abzuleiten, das Mittel der Wahl. Im Idealfall existieren bereits Strukturen
entsprechender Protein-Ligand-Komplexe, die als Ausgangspunkte fur eine rationale,
strukturbasierte Arzneistoffentwicklung verwendet werden kodnnen. Diese Gegebenheit
erleichtert die Suche nach neuen Liganden erheblich, da hierbei neben den einseitigen
strukturellen Informationen der Bindetasche oder eines Liganden zusatzliche Hinweise lber
ausgebildete Wechselwirkungen sowie iber beteiligte Aminosauren erlangt werden kénnen.

Neben den Templatstrukturen an sich, sind dariiber hinaus fiir ein erfolgreiches Screening
auch alle weiteren verfugbaren Informationen flir ein besseres Verstdndnis des jeweiligen
Proteins von Interesse und koénnen gezielt bei der Suche nach neuen Leitstrukturen
einbezogen werden. Eine wichtige Methode fir die Entwicklung neuer Liganden durch
de novo-Designstudien, als auch bei der Optimierung bekannter Wirkstoffe, stellt die
Identifizierung ginstiger Wechselwirkungsbereiche innerhalb der zu adressierenden
Rezeptorbindetasche dar, die mit Hilfe spezieller Computerprogramme berechnet werden
konnen. Anhand derartiger Informationen lassen sich bestimmte Richtlinien beziglich der
chemischen Konstitution potenzieller Leitstrukturen ableiten, die als Suchanfragen, z.B. in
Form von Pharmakophormodellen, fir virtuelle Datenbanksuchen genutzt werden kdnnen.
Im Anschluss an die Identifizierung potenziell geeigneter Liganden erfolgen im Rahmen des
VS haufig Untersuchungen vermeintlicher Bindeposen und Bindungsaffinitaiten der
Kandidatenmolekille am jeweiligen Zielprotein durch Dockingsimulationen. Weiterhin ist flr
den Erfolg eines virtuellen Screeningverfahrens eine valide Vorhersage der zu erwartenden

Bindungsaffinititen maRgeblich entscheidend. Um die Vorhersagekraft hinsichtlich der



berechneten Affinitat zu erhéhen, kann die Durchfihrung eines Consensus-Scorings, der
Anwendung verschiedener Bewertungsfunktionen, maglicherweise von Vorteil sein.

Nach der Auswahl der vielversprechendsten Kandidatenmolekiile erfolgt die Synthese oder
Bestellung der in silico identifizierten Verbindungen bei kommerziellen Anbietern fir die
abschlieRende experimentelle Bestimmung der tatséchlichen pharmakologischen Aktivitat
mittels in vitro bzw. in vivo Assays, die in der Regel den Abschluss eines VS bildet. Die
resultierenden Erkenntnisse der experimentellen Analysen, idealerweise einhergehend mit
der Strukturaufklarung entsprechender Protein-Ligand-Komplexstrukturen, kdnnen einerseits
zur Verbesserung der erstellten Computermodelle und andererseits als Startpunkte fir
nachfolgende Screeningzyklen dienen.

Zahlreiche Beispiele der letzten Jahre Uber die erfolgreiche Anwendung virtueller
Screeningverfahren zur ldentifizierung neuer Proteinliganden bestatigten zweifelsfrei die
Eignung sowie die vielversprechenden Mdglichkeiten dieser Wirkstoffdesignstrategie.®
Aufgrund der unverzichtbaren abschlieRenden experimentellen Uberprifung der durch
Computermethoden berechneten Bindungsaffinitaten von ausgewahlten Verbindungen, ist
das VS kein alleiniger Ersatz fir ein HTS. Vielmehr rlickt seit einigen Jahren die komplemen-
tare Verwendung beider Strategien zunehmend in den Vordergrund, um resultierende
Synergien fur eine Zeitersparnis und Kostensenkung zu nutzen. So ist ein Einsatz des VS
z.B. fur die Vorauswahl leitstrukturéhnlicher (leadlike)® bzw. wirkstoffahnlicher (druglike)”®
Molekiile, Abschatzung der Bioverfiugbarkeit®’, sowie fiir die gezielte Zusammenstellung
targetspezifischer Molekiilbibliotheken mit Hilfe computerbasierter Methoden sinnvoll.*°

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden virtuelle Screeningverfahren zur Identifizierung
neuer Inhibitoren der Enzyme Aldose Reduktase und Hitzeschockprotein 70 durchgefihrt.
Ein Uberblick tber das dabei verwendete Methodenspektrum des computergestitzten

Wirkstoffdesigns erfolgt in Kapitel Il

.2 Proteinflexibilitat

Theorien zur Proteinflexibilitat

Das strukturbasierte computergestiitzte Wirkstoffdesign beschéaftigt sich mit der
Identifizierung und Entwicklung niedermolekularer Verbindungen, die die Funktionen
biologischer Zielstrukturen (Targets) gezielt beeinflussen. Bei diesen Targets handelt es sich
Uberwiegend um Proteine, die bei bestimmten pathophysiologischen Vorgangen eine
zentrale Rolle spielen. Die mit Abstand grof3te Targetklasse derzeit auf dem Markt

befindlicher Wirkstoffe reprasentieren Enzyme, die als Biokatalysatoren fungieren und die



Geschwindigkeiten biochemischer Reaktionen durch Absenkung der freien Aktivierungs-
enthalpie erhdhen.™

Damit die im Rahmen von Wirkstoffdesignstudien entwickelten Molekule ihre pharma-
kologische Wirkung ausiiben kdnnen, missen sie zuvor in geeigneter Weise an die
entsprechenden Rezeptoren binden. Somit ist es bei der Liganden- bzw. Wirkstoff-
entwicklung von entscheidender Bedeutung, dass samtliche verfiigbare Informationen tber
das jeweilige Proteinverhalten bei der Bindung eines Liganden, wie z.B. der jewellige
Bindungsmechanismus und strukturelle Veranderungen, berlicksichtigt werden. Entgegen
den ersten Hypothesen, haben mittlerweile zahlreiche experimentelle Untersuchungen
deutlich zeigen kdnnen, dass es sich bei Proteinen um dynamische Systeme handelt, deren
strukturelle Flexibilitat essenziell flr die Austbung der biologischen Funktionen ist. Mittels
Rontgenstrukturanalyse konnten in der Vergangenheit Vergleiche zwischen nativen,
ungebundenen Proteinstrukturen und Protein-Ligand-Komplexstrukturen durchgefihrt
werden, die Ubereinstimmend zeigten, dass Proteine wahrend der Bindung von Liganden
bestimmten Umstrukturierungen verschiedener Intensivitdt unterliegen. Diese kdnnen
einerseits nur geringe strukturelle Veradnderungen, die lediglich die Aminosauren der
Bindestelle betreffen, sein, andererseits aber auch Umlagerungen ganzer Proteindoméanen
umfassen.’?*® Weiterhin konnten Eisenmesser et al.* mittels NMR-spektroskopischen
Untersuchungen belegen, dass bestimmte, fur den katalytischen Mechanismus notwendige,
Proteinbewegungen auch bereits im ungebundenen Zustand auftreten und somit zu den
intrinsischen Eigenschaft eines Enzyms zahlen.

Fur die Beschreibung von Protein-Ligand-Wechselwirkungen sowie morphologischen
Veranderungen im Rahmen der Ligandenbindung wurden Uber die Jahre verschiedene
Hypothesen postuliert. Eine der ersten Theorien stammte von Emil Fischer aus dem Jahr
1894, wonach das Protein und der Ligand wie Schloss und Schlissel zueinander passen
mussen, um gegenseitig intermolekulare Wechselwirkungen ausbilden zu koénnen
(Schliissel-Schloss-Prinzip).'®> Durch Linus Pauling wurde diese Theorie spater (1946) auf
den aktivierten Komplex, den Ubergangszustand, ibertragen.’® Zu dieser Zeit wurden
Proteine demnach als rigide Strukturen betrachtet, die es jedoch keinesfalls sind, wie oben
bereits erlautert wurde.

Folgerichtig wurde der Modellvorstellung des rigiden Makromoleklls 1958 durch die von
Koshland postulierte Hypothese der induzierten Anpassung (induced fit) widersprochen,
wonach das Protein bei der Bindung eines Liganden in Folge gegenseitiger Wechsel-
wirkungen bestimmten Konformationsénderungen unterliegt.'” Die induced fit Hypothese
deckt sich einerseits mit kristallographischen und NMR-spektroskopischen Beobachtungen,

andererseits konnten jedoch damit langst nicht alle beobachteten Bindungsphdnomene



erklart werden. Aus diesem Grund entspricht auch diese Theorie allein nicht mehr dem
heutigen Stand der Wissenschatft.

Im Gegensatz zu diesen friheren Modellvorstellungen, werden heute Proteine nicht mehr als
rigide Strukturen betrachtet, die sich nur in Folge intermolekularer Wechselwirkungen, wie
z.B. bei der Bindung eines Liganden, strukturell veréandern. Es hat sich vielmehr die Theorie
durchgesetzt, dass die meisten Proteine komplexe Energiehyperflachen besitzen, die durch
das Auftreten zahlreicher Konformere verschiedener Energiezustédnde charakterisiert sind.
Folglich wird auch der energetisch glinstigste Zustand, das globale Minimum, eines Proteins
anstatt durch eine einzige Proteinkonformation vielmehr durch ein Ensemble morphologisch
ahnlicher und energetisch nahezu entarteter Konformationen reprasentiert. Aus dieser
Vielfalt co-existierender Konformationen selektieren die Liganden die fiir ihre Bindung jeweils
gunstigste Proteinstruktur, die somit durch einen Liganden stabilisiert wird, wodurch das
Gleichgewicht in Richtung dieser ausgewéahiten Konformation verschoben wird.'®*° Dariiber
hinaus kann es nach der Bindung des Liganden in Folge der Optimierung intermolekularer
Wechselwirkungen zu einigen moderaten strukturellen Anpassungen im Bereich der
Bindetasche kommen.

Weiterhin lasst sich zwischen gunstigen Konformationen des freien, nativen Proteins und der
glnstigsten Konformation eines Proteins im komplexierten Zustand, im Verbund mit
gebundenem Ligand, unterscheiden. Die durch einen Liganden adressierte Protein-
konformation muss dabei nicht zwangslaufig dem energetisch glnstigsten Zustand des
nativen Proteins entsprechen, da die durch intermolekulare Wechselwirkungen resultierende
freie Bindungsenergie zur Uberwindung von Energiebarrieren und zur Stabilisierung
energetisch ungustigerer Konformationen genutzt werden kann. Der fur derartige
Konformationsdnderungen benétigte Energieverbrauch geht allerdings mit einem
Affinitatsverlust einher, weshalb Liganden, um eine optimale biologische Aktivitat ausiiben zu
konnen, idealerweise mit moglichst hoher intrinsischer Affinitdt energetisch ginstige
Proteinkonformationen adressieren sollten.

Die beschriebenen Theorien sollten jedoch nicht separat voneinander betrachtet werden, da
es aufgrund der Komplexitat und Diversitat von Protein-Ligand-Bindungsvorgangen aus
heutiger Sicht generell duRerst schwierig erscheint, eine allgemeingtiltige Theorie fir alle
beobachtbaren Bindungseffekte aufstellen zu kénnen. Vielmehr scheint fur die Interpretation
einer Vielzahl untersuchter Bindungsmechanismen die Anwendung einer Kombination aus
den beiden letztgenannten Theorien plausibel zu sein.?°

Ob es jedoch in Zukunft mdglich sein wird, die Manigfaltigkeit der auftretenden Bindungs-
mechanismen mit einer einzelnen, allgemeingiltigen Theorie umfassend beschreiben zu

kénnen, scheint derzeit aufgrund der noch vergleichsweise begrenzten Datenlage, der



Komplexitat der Bindungsvorgange sowie der Individualitdt der unterschiedlichen
Proteinklassen, aul3erst fragwiirdig. Unabdingbar ist jedoch die zukiinftige Suche seitens der
Grundlagenforschung nach weiterfuhrenden Informationen zu Protein-Ligand-Bindungs-
vorgangen sowie intrinsischen Proteindynamiken, um die bereits postulierten Theorien durch
neue detaillierte Aspekte zu erweitern bzw. um neue Theorien, mdglicherweise auch gezielt
fur einzelne Proteinklassen, zu entwickeln. Zweifelsfrei wéaren derartige Informationen auch
sehr hilfreich fur die Entwicklung neuer Liganden und konnten bei entsprechender

Berticksichtigung schliel3lich zu potenteren und spezifischeren Wirkstoffen fihren.

Computergestutzte Methoden und Verfahren des strukturbasierten Wirkstoffdesigns zur

Simulation von Proteinflexibilitat

Bis heute ist es Ublich und zweckmaRig, der urspringlichen Praxis zu folgen, die
dynamischen biologischen Zielstrukturen von Wirkstoffdesignprojekten als rigide Objekte zu
behandeln und sich wahrend der Arzneistoffentwicklung lediglich auf eine einzige Protein-
struktur zu fokussieren. Doch aufgrund der mittlerweile erwiesenen, essenziellen Bedeutung
intrinsischer Proteinflexibilitat auf die vorhandene Konformationsvielfalt von Proteinen
einerseits und auf die Bindung niedermolekularer Liganden andererseits, rickte
insbesondere in den letzten Jahren die Entwicklung verschiedenster Methoden und
Verfahren zur Berlcksichtigung der Proteinflexibilitdt beim computergestitzten Wirkstoff-
design in den Fokus der Forschung. Einen wesentlichen Beitrag an dieser Entwicklung hatte
dabei die kontinuierlich zunehmende verfigbare Rechenleistung, die die Ausfihrung
derartiger Programme und ihrer zugrundeliegenden komplexeren Berechnungen und
Simulationen erst ermdéglichte. Eine der gréfiten Herausforderungen bei der Simulation
gewisser Aspekte der Proteinflexibilitdt besteht aus technischer Sicht in der Handhabung der
enormen Anzahl an Freiheitsgraden des Makromolekiils. Deshalb basieren diese Methoden
auf bestimmten Annahmen und Simplifikationen, um insgesamt den Rechenaufwand zu
begrenzen und dadurch die Programme auch virtuellen Screeningverfahren zuganglich zu
machen. Bei dem derzeit verfliigbaren Methodenspektrum kann grundsatzlich zwischen
Methoden, die ausschliellich lokal begrenzte Proteinflexibilitat im Bereich der Bindetaschen
simulieren und Verfahren, die globale Proteinbewegungen im gesamten Protein
berticksichtigen, unterschieden werden. Im Folgenden werden zunachst drei Ansatze
beschrieben, die den Methoden der Simulation lokal begrenzter Proteinflexibilitdt zuzuordnen
sind. Im Anschluss erfolgt die Darstellung etablierter Verfahren, die die Berlcksichtigung

globaler Proteinflexibilitat ermdglichen.



Eine der ersten Methoden, mit der versucht wurde Proteinflexibilitéat bei Dockingverfahren zu
adressieren, repréasentiert das ,Soft docking“.”* Dabei wird das haufig bei kraftfeldbasierten
Scoringfunktionen verwendete Lennard-Jones Potenzial, das in der Regel verwendet wird,
um naherungsweise van der Waals Kréfte zu beschreiben und dazu fihrt, dass selbst aus
geringen atomaren Kontakten enorme energetische Strafen resultieren, durch eine andere
Funktion ersetzt. Diese Funktionen tolerieren in gewisser Weise geringfiigige interatomare
Uberlappungen, als ob es den Proteinatomen mdéglich wére, sich wahrend der Docking-
simulationen bei der Bindung des Liganden flexibel zu verhalten und sich entsprechend zu
distanzieren.

Eine weiterflhrende Methode zur direkten Simulation flexibler Seitenketten bzw.
Proteinatome bei Dockingsimulationen bietet die Verwendung von Rotamerbibliotheken®?*,
wobei zunéchst die rotierbaren Bindungen der Aminosauren der Bindetasche identifiziert
werden, gefolgt von der Generierung verschiedener Rotamere und Speicherung der
unterschiedlichen Konformationen in Form von Bibliotheken. Aufgrund dieser Methodik bietet
diese Variante die Moglichkeit der simultanen Untersuchung der fir die Bindung eines
Liganden vermeintlich glnstigsten Konformationen der Aminosduren einer Bindetasche.
Unterschiede zwischen den verfigbaren Programmen, die diese Methode verwenden,
bestehen vor allem hinsichtlich des Flexibilititsgrads, der von dem jeweiligen Programm bei
der Erzeugung der Rotamere bertcksichtigt wird. Dabei reicht das Spektrum von simplen
Rotameren mit lediglich verschiedenen Konformationen der H-Brickendonoren bis hin zu
Rotameren, die durch vollstandige Rotationen samtlicher rotierbarer Bindungen erstellt
worden sind.

Weiterhin werden auch Energieoptimierungsverfahren®

verwendet, die im Gegensatz zu
separaten, vorab berechneten Seitenkettenkonformeren das gesamte Spektrum potenzieller
Proteindynamiken berlcksichtigen und dabei neben den Bewegungen der Aminosauren-
seitenketten auch Umlagerungen des Proteinriickgrats simulieren kénnen. Bei diesem
Verfahren filhren nach dem eigentlichen Dockingprozess geometrische Relaxationsvorgéange
zur Optimierung der Position des Liganden sowie der umgebenden Proteinatome der
Bindetasche. Derartige lokale Energieminimierungsprozesse werden dabei verwendet, um
die resultierenden Proteinanpassungen im Rahmen eines induced fit Effektes zu simulieren.
Neben bestimmten Energieoptimierungsverfahren werden haufig auch Molekulardynamik
Simulationen zur nachtraglichen Verbesserung von durch Dockingverfahren erzeugten

Bindeposen angewendet.?’

Im Gegensatz zu den Methoden, die Proteinflexibilitit ausschlieBlich innerhalb einer

bestimmten Region bertcksichtigen, wurden auch einige Methoden entwickelt, die die



Beriicksichtigung globaler Rezeptorflexibilitat ermdglichen und die vorhandenen
Limitierungen der lokalen Methoden tberwinden. In der Regel basieren derartige Verfahren,
anstatt auf einer einzelnen Proteinkonformation, auf mehreren Strukturen, die
unterschiedliche Konformationen des Targets reprasentieren. Diese kbnnen einerseits
experimentellen Ursprungs und mittels Rontgenstrukturanalyse oder NMR-Spektroskopie
bestimmt und andererseits computerbasiert durch Molekulardynamik oder Monte Carlo
Simulationen berechnet worden sein.?®® Die zusétzliche Nutzung computergenerierter
Proteinstrukturen neben oder anstelle von experimentell bestimmten Strukturen hat sich aus
mehreren Griinden in den vergangenen Jahren etabliert, unter anderem weil es mit diesen
hypothetischen Strukturen mdoglich ist, das breite Spektrum potenziell existierender
Proteinkonformationen zu analysieren. Dadurch ergibt sich die Mdglichkeit, bestimmte
Rezeptormodelle, die fir die Entwicklung neuer Leitstrukturen hilfreich sein kdénnen, zu
nutzen.

Fur die Generierung der verschiedenen Proteinkonformationen werden zudem nicht
ausschlieBBlich entweder experimentelle oder computergestiitzte Methoden angewandt,
sondern es wurden bereits auch Hybridmethoden entwickelt, die aus Proteinstrukturen
experimenteller Herkunft computerbasiert neue Konformationen erzeugen, wie
beispielsweise FlexE*® (zum Zeitpunkt der Arbeit FlexX-Ensemble). Die zugrundeliegende
Methode beruht auf einem Algorithmus, der mehrere experimentelle Strukturen miteinander
vergleicht, um dabei zwischen konstanten und variablen Regionen zu unterscheiden. Die
starren Segmente werden im Weiteren als rigide betrachtet und zu einer Struktur gemittelt,
wahrend Proteinbereiche, in denen Abweichungen detektiert worden sind, hingegen als
flexibel berticksichtigt werden. Fur die Generierung neuer Proteinkonformationen werden
schlie8lich die flexiblen Regionen der verschiedenen experimentell aufgeklarten Strukturen
miteinander variiert und jeweils mit der gemittelten Struktur der konstanten Segmente zu
neuen Strukturen kombiniert.

Fur die Integration globaler Proteinflexibilitait bei Dockingsimulationen existieren
verschiedene Protokolle. Eine weitverbreitete Strategie reprasentiert das ,Ensemble
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Docking“*, wobei die Liganden, anstatt in eine einzelne, in ein Ensemble verschiedener
Rezeptorstrukturen mit unterschiedlichen Konformationen eingepasst werden. Eine der
ersten Methoden mit einer derartigen Berlcksichtigung der Proteinflexibilitdt bei
Dockingverfahren lieferte die ,Relaxed Complex Method***®. Um den durch die
Adressierung mehrerer Strukturen resultierenden erhohten Rechen- und Zeitaufwand zu
reduzieren, besteht die Mdglichkeit, anstatt die Liganden nacheinander in die verschiedenen
Rezeptorkonformationen einzupassen, die ausgewahlten Konformationen vorab zu einer

gemittelten Proteinstruktur zusammenzufassen.*



Eine weitere Methode, um die Bindung von Liganden auf der Grundlage multipler
Targetstrukturen vorherzusagen, basiert auf Pharmakophormodellen und wird als ,Dynamic
pharmacophore® bezeichnet.®® Bei diesem Ansatz werden die Bindetaschen
unterschiedlicher  Proteinkonformationen  hinsichtlich  der jeweiligen potenziellen
Wechselwirkungsstellen (z.B. Wasserstoffbriickendonoren bzw. —akzeptoren, aliphatische
und aromatische Kontaktgruppen) analysiert und charakterisiert. Aus den erhaltenen
Informationen wird ein Konsenspharmakophormodell erzeugt, mit dessen Hilfe schlief3lich
Molekuldatenbanken nach Verbindungen mit komplementaren Funktionalitdten durchsucht
werden kénnen.

Trotz des vergleichsweise kurzen Zeitraumes der Entwicklung computerbasierter Methoden
und Strategien zur Berlcksichtigung der Proteinflexibilitdit beim strukturbasierten
Wirkstoffdesign steht heute schon ein bemerkenswertes Spektrum verschiedener Verfahren
zur Verfugung. Durch die fortschreitende Erforschung der zugrundeliegenden biologischen
Mechanismen und intrinsischen Proteindynamiken von Protein-Ligandenbindungsvorgangen
bei pharmakologischen Zielstrukturen, zusammen mit der rasanten Entwicklung immer
leistungsstarkerer Computer, wird es sicherlich schon in naher Zukunft méglich sein, immer
komplexere Methoden zur Simulation von Proteinflexibilitaét bei der Entwicklung neuer
Liganden zu nutzen und somit vermutlich auch die Trefferquoten virtueller Screening-
verfahren zu steigern. Mdglicherweise wird es sogar irgendwann realisierbar sein, nahezu
alle relevanten Aspekte von Protein-Ligand-Interaktionen realitatsgetreu und umfassend mit
Hilfe innovativer Programme routineméaRig vorherzusagen und in Wirkstoffdesignstudien zu

integrieren.

.3 Zielsetzungen

Obwohl die letzten Jahre zu enormen Fortschritten in Bezug auf computerbasierte Methoden
zur Berucksichtigung bestimmter Proteinflexibilitatsaspekte beim  strukturbasierten
Wirkstoffdesign fuhrten, stellt die Frage, wie hochflexible pharmakologische Zielstrukturen
bei der Wirkstoffentwicklung effektiv adressiert werden konnen, die Wissenschaft noch
immer vor grol3e Schwierigkeiten. Daher bestand die primére Zielsetzung der vorliegenden
Dissertation in der computergestitzten Identifizierung neuer Liganden mit inhibitorischer
Aktivitdt gegenuber zwei Enzymen, die eine ausgepragte intrinsische Proteinflexibilitat
besitzen und die bei verschiedenen Krankheiten eine pathophysiologische Rolle spielen. Von
Ubergeordnetem Interesse war dabei die Entwicklung von Protokollen virtueller Screening-

verfahren, bestehend aus einer Kombination verschiedener computerbasierter Methoden



und Verfahren, die es erméglichen die Flexibilitdit von Rezeptoren beim strukturbasierten
Wirkstoffdesign adaquat zu bericksichtigen.

Bei der biologischen Zielstruktur, die im ersten Teil der vorliegenden Arbeit adressiert wurde,
handelte es sich um das Enzym Aldose Reduktase (AR), das im Zusammenhang mit der
Entstehung von Folgeerkrankungen bei Diabetes mellitus steht. Allerdings hatte diese Studie
weniger eine pharmakologische Bedeutung, sondern war vorwiegend aus methodischen
Gesichtspunkten von Interesse, da die wesentliche Zielsetzung darin bestand, Liganden fur
eine vermeintlich neue, computergenerierte Proteinkonformation zu identifizieren, die bisher
experimentell noch nicht beobachtet werden konnte. In diesem Zusammenhang diente
dieser Teil der Arbeit auch dazu, die Aussagekraft computergenerierter Proteinkonfor-
mationen sowie die Eignung der weitverbreiteten Methodik, virtuell erzeugte
Proteinstrukturen als Template fur strukturbasiertes Wirkstoffdesign zu verwenden, zu
beurteilen. Dariber hinaus war die Arbeit aufgrund einer mdglichen Erweiterung des
bekannten Konformationsraumes der AR auch aus strukturbiologischer Sicht von
besonderem Interesse.

Im zweiten Teil der Dissertation geht es um die Identifizierung und Entwicklung von neuen
Inhibitoren von biologischen Zielstrukturen, die in den letzten Jahren zunehmend an
Bedeutung gewonnen haben, den Mitgliedern der Hitzeschockprotein 70-Familie (Hsp70).
Diesen Enzymen wird eine pathologische Relevanz bei einigen Krebserkrankungen sowie
diversen weiteren Erkrankungen zugeschrieben. Die in diesem Teil der Dissertation
dargestellten Arbeiten an Hsp70 wurden im Rahmen des Teilprojekts ,Design of
pharmacological inhibitors of HSF-1/Hsp70 and new anti-cancer drugs from nature for the
treatment of multiple myeloma® der Klinischen Forschergruppe 216 (Characterization of the
Oncogenic Signaling Network in Multiple Myeloma: Development of Targeted Therapies)
durchgefiihrt. Deshalb stand hierbei, im Gegensatz zum ersten Teil der Dissertation,
vorwiegend die ldentifizierung von Liganden mit inhibitorischer Wirkung auf Hsp70 im
Vordergrund. Der Fokus richtete sich dabei auf eine Proteinregion, die eine potenzielle
Bindetasche ausbildet und einen alternativen Angriffspunkt zur Hemmung der Enzymfunktion
reprasentieren kdnnte. Weiterhin wurde die Arbeit um eine computerbasierte Untersuchung
zur ldentifizierung der bisher unbekannten Bindestelle eines bekannten Hsp70-Liganden
erganzt. Ein weiterer wesentlicher Bestandteil der Arbeit an Hsp70 bildete, aufgrund der
limitierten strukturbiologischen Datenlage zu Zweidomanenstrukturen dieser Enzymfamilie,
eine detaillierte strukturelle und physiko-chemische Untersuchung der Zielregion, die
Simulation und Untersuchung intrinsischer Proteinbewegungen sowie des Konformations-

raumes dieser Makromolekile.
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I Methoden und Verfahren des computerbasierten Wirkstoffdesigns

Dieses Kapitel dient der Einfihrung in die theoretischen Grundlagen der im Rahmen der
vorliegenden Dissertation verwendeten Methoden des computergestiitzten strukturbasierten
Wirkstoffdesigns. Der Fokus liegt dabei insbesondere auf Methoden virtueller Screening-
verfahren sowie auf Molekulardynamik Simulationen zur Untersuchung intrinsischer
Proteinbewegungen in wassriger L6ésung. Hinsichtlich der bearbeiteten Themenstellungen
lag ein Schwerpunkt auf einer angemessenen Berilicksichtigung der Proteinflexibilitat der
Zielenzyme, weshalb dieser Aspekt bei den folgenden Ausfiihrungen spezielle Beachtung
findet.

1.1 Aufklarung dreidimensionaler Proteinstrukturen

Als Ausgangspunkte fir einen proteinbasierten Ansatz im rationalen Wirkstoffdesign dienen
dreidimensionale Proteinstrukturen des jeweiligen Targets. Fur die Strukturaufklarung der
Tertiarstrukturen von Proteinen stehen verschiedene Methoden zur Verfigung, allen voran
die Proteinkristallographie, die Bestimmung der rdumlichen Anordnung der Atome einer
Kristallstruktur durch Beugung bzw. Streuung geeigneter Strahlung am Kristallgitter. For
diese Art der Strukturanalysen wird haufig Rontgenstrahlung verwendet. Als Alternativen
stehen Neutronen- oder Synchrotronstrahlung zur Verfiigung.3*%’

Fiur die Zuchtung der erforderlichen Proteinkristalle macht man sich die Eigenschaft von
Proteinen zu Nutze, dass diese unter speziellen Bedingungen im Hinblick auf Salzkonzen-
tration, pH-Wert oder in Gegenwart von Co-Kristallisationsmitteln kristallisieren.* Gelingt es
Kristalle ausreichender Gro3e, Stabilitdt und Qualitat zu ziichten, werden diese zur Struktur-
analyse beispielsweise mit einem Rdntgenstrahl beschossen und die durch Beugung an den
Elektronen des Proteinkristalls resultierenden charakteristischen Beugungsbilder mit Hilfe
eines automatischen Diffraktometers detektiert. Durch den Einsatz eines mathematischen
Verfahrens, der Fouriertransformation, wird aus den Diffraktionsmustern eine dreidimen-
sionale Elektronendichteverteilung ermittelt.® In die Elektronendichtekarte kann nun die
Aminosauresequenz des Proteins eingepasst werden.** Durch zahlreiche aufeinander-
folgende Uberarbeitungszyklen wird die Proteinstruktur immer wieder verfeinert bis Protein-
atome und Elektronendichte eine moglichst hohe Ubereinstimmung ergeben.

Bei der Nutzung von Proteinkristallstrukturen fir strukturbasierte Wirkstoffdesignprojekte ist
es wichtig sich einiger Limitationen bewusst zu sein und bestimmte Aspekte bei der Auswahl

von Templatstrukturen zu bertcksichtigen.
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Ein wesentlicher Nachteil kristallographisch aufgeklérter Proteinstrukturen liegt darin, dass
die nach dieser Methode aufgeklarten Proteinstrukturen nicht zwangslaufig den natirlichen,
physiologischen Strukturen entsprechen miissen, da die Proteine wahrend der Kristallisation
unphysiologischen Bedingungen ausgesetzt und in ein starres Kristallgitter eingebaut sind,
wodurch die Flexibilitat der Proteine signifikant reduziert oder nahezu vollstandig unter-
bunden wird. In diesem Zusammenhang konnte gezeigt werden, dass die gewahlten
Kristallisationsbedingungen einen direkten Einfluss auf die Konformationen der untersuchten
Strukturen haben und zu unterschiedlichen Proteinkonformationen filhren kénnen.*
Weiterhin kann auch die Ausbildung artifizielller Kontakte wahrend der Kristallisation (crystal
packing) erhebliche Auswirkungen auf die Struktur haben.

Vor dem Hintergrund der Berlicksichtigung der Proteinflexibilitat bei Wirkstoffdesignprojekten
liegt ein weiterer wesentlicher Nachteil kristallographisch aufgeklarter Proteinstrukturen
darin, dass aufgrund der eingeschrankten Flexibilitat der Proteine und in Abhangigkeit von
der jeweiligen Auflosung die aufgeklarten Tertiarstrukturen héufig nur eine Momentaufnahme
des biologischen Systems in Form einer einzelnen Konformation zeigen. Eine gewisse
Ausnahme hierzu stellen hochaufgeldste Kristallstrukturen dar, bei denen prinzipiell die
Aufklarung verschiedener Seitenkettenkonformationen méglich ist.* Mit der Héhe der
Aufldsung nimmt in der Regel auch die Zuverlassigkeit, der bei Kristallstrukturen generell
bestehenden Unsicherheiten bezuglich der Lokalisierung und der Identitdt von Protein- und
Ligandatomen der modellierten Strukturen zu.*® Bei der Kristallstrukturanalyse ist es nicht
immer moglich alle Atome des untersuchten Systems anhand der Elektronendichte zu
lokalisieren, wovon besonders Wasserstoffatome und Solvensmolekiile betroffen sind. Da
jedoch die Positionen und Orientierungen der Wasserstoffatome der unmittelbaren
Bindestellen als wichtige H-Briickenbindungspartner flr Liganden im computergestitzten
Wirkstoffdesign eine wichtige Rolle spielen, sollten mdglichst hochaufgeléste Protein-
strukturen als Templatstrukturen ausgewahlt und die modellierten Atompositionen und
-orientierungen kritisch Gberpruft werden. Auch die Protonierungszustande einzelner
Aminosauren des Rezeptors und von Substrukturen der Liganden sollten stets aufgrund des
grol3en Einflusses auf die Ligandenbindung hinterfragt werden. In diesem Zusammenhang
sei ebenfalls auf Unsicherheiten bei Tautomeren, wie z.B. bei Histidin und Liganden mit
tautomeren  Gruppen, hingewiesen.®*®* In Abhé&ngigkeit vom Aufldsungsgrad der
experimentellen Daten ist weiterhin zu beachten, dass nicht nur die Modellierung von
Wasserstoffatomen eine grol3e Herausforderung darstellt, sondern auch Konformationen und
Orientierungen ganzer Aminosaurenseitenketten fehlerbehaftet sein kénnen. Ebenfalls
kdnnen darlber hinaus auch einzelne Proteinabschnitte, wie z.B. flexible Schleifen-

segmente, oder sogar ganze Domdnen nur geringe oder nicht detektierbare
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Elektronendichten liefern.** In Bezug auf die Verldsslichkeit der modellierten Atome des
Strukturmodells hinsichtlich einer korrekten Lokalisierung sei auf zwei Kenngrof3en
kristallographisch aufgeklarter Proteinstrukturen verwiesen, den sogenannten B-Faktor, der
auch ,Temperaturfaktor genannt wird, und die Besetzung (engl. occupancy) einer Atom-
position, die fur die einzelnen Atome eines Strukturmodells den publizierten Kristallstruktur-
dateien entnommen werden kdnnen. B-Faktoren werden den Atomen zugewiesen, um die
Einflisse bezuglich statischer und dynamischer Fehlordnung im Kristall zu modellieren und
liefern hilfreiche Informationen hinsichtlich der Verlasslichkeit von Segmenten des Struktur-
modells.*® Die Besetzung einer Atomposition wird durch eine Zahl zwischen Null und Eins
angegeben, die den Besetzungsgrad der Atomposition durch das entsprechende Atom
angibt und Hinweise auf alternative Konformationen liefern kann.

Neben Unsicherheiten hinsichtlich der korrekten Lokalisierung von Atomen, kann auch die
Identitdt ganzer Molekile fehlerbehaftet sein. Probleme bestehen vor allem bei Strukturen,
die zueinander isoelektronisch sind. Eine groRRe Herausforderung ist unter anderem die
Unterscheidung zwischen Wassermolekilen und Natriumionen Uber die gemessene
Elektronendichte.®*® Dieser Aspekt sollte besonders bei Projekten, bei denen Struktur-
informationen von Wassermolekilen in Bindestellen von Bedeutung sind, berticksichtigt
werden.

Eine alternative Methode zur Strukturbestimmung von Proteinen stellt die NMR-
Spektroskopie (engl. Nuclear Magnetic Resonance) dar, die als bisher einzige Methode die
Strukturbestimmung von Proteinen in Lésung erlaubt, damit mehr den physiologischen
Bedingungen entspricht und die Aufklarung realitatsnaher Strukturen erméglicht. Ein weiterer
Unterschied zur Kristallstrukturanalyse besteht darin, dass als Ergebnis nicht eine einzige,
sondern, aufgrund der Proteinbewegungen in Lésung, mehrere Strukturen bei derartigen
Untersuchungen resultieren. Ein begrenzender Faktor der Strukturaufklarung mittels NMR-
Spektroskopie ist das Molekulargewicht, da mit der Gré3e des Makromolekiils die Breite und
Anzahl der detektierbaren Resonanzlinien zunimmt, zu einer Uberlappung der Signale fuhrt
und dadurch wiederum eine geringe Auflésung resultiert. Allerdings besteht mittlerweile auch
die Moglichkeit der Strukturaufklarung grof3er Proteinkomplexe mit Hilfe der NMR-

Spektroskopie durch ein neues 2010 von Simon et al.*?

publiziertes Verfahren.

AbschlieBend sei an dieser Stelle noch die Protein Data Bank*® (PDB) erwéhnt, die eine
zentrale Bedeutung fir die Sammlung und Bereitstellung einer Vielzahl aufgeklarter
Proteinstrukturen in Form einer elektronischen Datenbank besitzt. Flr die computergestitzte
Visualisierung von dreidimensionalen Molekdlstrukturen stehen heute zahlreiche Computer-

programme, wie z.B. PyMol*, zur Verfigung. Das Programm PyMOL diente neben der
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Visualisierung von Molekiilen auch, soweit nicht anderweitig angegeben, fir die Erstellung

der in der vorliegenden Arbeit enthaltenen Abbildungen dreidimensionaler Molekdilstrukturen.

.2 Computergestitzte Bindetaschenanalyse - Identifizierung von hot spots

Die Grundlage eines proteinbasierten Wirkstoffdesignansatzes bilden die aufgeklarten
dreidimensionalen Proteinstrukturen des jeweiligen Targets. Von besonderem Interesse sind
dabei stets die Bereiche intermolekularer Wechselwirkungen, die Proteinbindetaschen. In
diesem Abschnitt werden nachfolgend zwei etablierte Programme vorgestellt, mit deren Hilfe
im Rahmen der vorliegenden Arbeit physiko-chemische Charakterisierungen von Protein-
bindetaschen zur Identifizierung privilegierter Interaktionsstellen bestimmter Atomtypen bzw.
funktioneller Gruppen, sogenannter hot spots, durchgefihrt wurden. Derartige Informationen
kénnen prinzipiell zu einem besseren Verstdndnis der Eigenschaften bzw. Anforderungen
der zu adressierenden Bindestellen beitragen und liefern dariber hinaus wichtige
Erkenntnisse, die bei der Suche und Entwicklung neuer sowie fir die Verbesserung
bekannter Liganden einbezogen werden kénnen. AuRerdem kdnnen die Programme fir die
Suche nach alternativen Bindestellen sowie fir die Interpretation von Protein-Ligand-

Interaktionen eingesetzt werden.

GRID

Das Programm GRI

D** nutzt eine gitterbasierte Methode fiir die Berechnung energetisch

beglnstigter Wechselwirkungsstellen innerhalb von Proteinbindetaschen (hot spots). Die
Berechnungen der Wechselwirkungsenergien an den einzelnen Gitterpunkten zwischen
einer Sonde eines bestimmten Atomtyps (z.B. eines Sauerstoff-, Schwefel- oder Halogen-
atoms) bzw. funktioneller Gruppen (z.B. Amine, Carboxylat- oder Methylgruppe) und den
Proteinatomen erfolgen anhand eines Kraftfeldes.

Die der Berechnung der nichtbindenden Wechselwirkungsenergie E zugrundeliegende
Energiefunktion setzt sich aus insgesamt drei Termen zur Bericksichtigung der van der
Waals-Energie, die mit einer Lennard-Jones Funktion berechnet wird, elektrostatischer
Effekte sowie von Wasserstoffbriickenbindungsbeitragen zusammen (Gl. 1). Jeder einzelne

Term ist die Summe aller paarweisen Wechselwirkungen.

E=ZEL]+ZEe1+ZEHB (Gl. 1)
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Das Lennard-Jones Potenzial ist eine Funktion des Abstandes d zwischen einem Paar
chemisch nicht gebundener Atome mit den zwei element- bzw. atomtypspezifischen
Konstanten A und B (Gl. 2).

A B

Die Berechnung elektrostatischer Interaktionen erfolgt nach Gleichung 3, wobei p und g die
Ladungen des Sonden- und Proteinatoms bezeichnen, getrennt durch die Distanz d. K ist
eine Kombination geometrischer Faktoren und Naturkonstanten (n, €, siehe Brooks et al.*®).
Weiterhin geht die Vergrabenheit eines Atompaares innerhalb des Proteins mit s, und sq
sowie in Form einer variablen Dielektrizitdtskonstante explizit in die Berechnungen mit ein.
Die Wahl der jeweiligen Dielektrizitatskonstante richtet sich dabei nach der Anzahl
benachbarter Proteinatome innerhalb von 4 A. Bei einer Anzahl groRer gleich 12 liegt der
Gitterpunkt im Inneren des Proteins und die Dielektrizitatskonstante ¢ ({ = 4) wird verwendet.
Liegt die Anzahl unter 7 wird Konstante ¢ (¢ = 80) angewandt und der Term 4spsq gleich O

gesetzt.

L=a/C+ 8)]|

| ’dz + 45,54 Jl

Die Bestimmung von Wasserstoffbriickenbindungsbeitragen erfolgt anhand einer

(Gl. 3)

richtungsabhangigen Funktion (Gl. 4). Die beiden Variablen € und D bestimmen den
Gleichgewichtsabstand zwischen Sonde und Proteinatom, & den Winkel der Wasserstoff-
briickenbindung zwischen den jeweiligen Schweratomen. Durch den Exponent m wird die

Wasserstoffbriickenbindungsstéarke winkelabhéngig gewichtet.

cC D m
Eyg = [ﬁ I cos™@ (Gl. 4)

DrugScore~*P
Bei dem Programm DrugScore® handelt es sich um eine wissensbasierte Bewertungs-

funktion (Scoringfunktion), die sowohl fur die Bewertung von Protein-Ligand-Wechsel-
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wirkungen (siehe auch Abschnitt1l.4) als auch zur Vorhersage privilegierter
Interaktionsbereiche innerhalb von Proteinbindetaschen verwendet werden kann. Die
Entwicklung der Funktion erfolgte durch die Bestimmung statistischer H&aufigkeiten des
Auftretens bestimmter Protein-Ligand-Kontakte anhand von Kristallstrukturen der PDB. Fr
die Ableitung statistischer Praferenzen, der distanzabhangigen Paarpotenziale, wurden die
ermittelten Haufigkeiten auf einen Referenzzustand bezogen, der die Wahrscheinlichkeit des
Auftretens eines beliebigen Atom-Atom-Kontaktes beschreibt.

Die Identifizierung von hot spots erfolgt anhand eines dreidimensionalen Gitters, bestehend
aus einzelnen, periodisch angeordneten Gitterpunkten, das vorab in die Bindetasche
eingepasst wird. Bei den anschlieRenden Berechnungen werden an jedem Gitterpunkt die
Wechselwirkungsenergien zwischen einem Sondenatom eines bestimmten Atomtyps und
den jeweils umgebenden Aminoséauren ermittelt. Bei den Berechnungen wird der niedrigste
Potenzialwert, der an einem Gitterpunkt berechnet wird, als globales Optimum von
DrugScore mit einem Wert von 100 gleichgesetzt, wonach ein Niveau von 70 bedeutet, dass
der resultierende Bereich Funktionswerte von bis zu 30% Uber dem globalen Optimum fur
den betrachteten Atomtyp beinhaltet.

€SP0 dar, dessen

Eine Weiterentwicklung des Programms DrugScore stellt DrugScore
Entwicklung auf denselben urspriinglichen Methoden beruhte, um neue, analoge Potenziale
abzuleiten. Der Unterschied besteht jedoch darin, dass die abgeleiteten Potenziale von

® im Gegensatz zu DrugScore auf den kristallographischen Daten nicht-

DrugScore®®
bindender Wechselwirkungsbeziehungen kleiner organischer Molekiile beruhen. Die daftr
verwendeten Kristallstrukturen stammten aus der Cambridge Structural Databank® (CSD),
was sich auch im Namen des Programms wiederspiegelt. Die Vielfalt der untersuchten
Molekile, einhergehend mit einer im Vergleich zu Proteinstrukturen héheren Auflésung der
Kristallstrukturen der CSD, bildete eine umfangreichere Datenlage, die fiir eine Verbes-
serung der Bewertungsfunktion genutzt werden konnte.*® Mit Hilfe von DrugScore“*" ist es
moglich, gunstige Wechselwirkungsfelder fur bis zu 18 verschiedene Atomtypen, die der
Atomtypenbezeichnung des Softwarepakets SYBYL entsprechen, zu berechnen. Fir die
visuelle Auswertung der identifizieren Wechselwirkungsfelder kénnen die resultierenden
hot spots als Konturen innerhalb der Bindetasche grafisch dargestellt werden. Um unter-
schiedliche Interaktionswerte darzustellen, kdnnen verschiedene Konturlevel eingestellt

werden.

Ebenso wie die durch das Programm GRID ermittelten hot spots kénnen auch die mittels
DrugScore®*® berechneten Wechselwirkungsenergien als Interaktionsfelder innerhalb der

Proteintemplatstruktur visualisiert werden.
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Die mit Hilfe dieser computerbasierten Methoden identifizierten begtlinstigten Interaktions-
punkte liefern, vor allem in Abwesenheit von Protein-Ligand-Komplexstrukturen, wertvolle
Informationen flr die anschlieBende Erstellung proteinbasierter Pharmakophormodelle
(siehe Abschnitt 11.3).

1.3 Virtuelle Datenbanksuche

Ein wichtiges Instrument des computergestitzten Wirkstoffdesigns zur Identifizierung neuer
Liganden fur biologische Zielstrukturen stellen virtuelle Datenbanksuchen dar, wobei
umfangreiche Molekildatenbanken in silico anhand von vorab definierten Anforderungs-
kriterien durchsucht werden. Die jeweilige Strategie richtet sich dabei nach den verfligbaren
Informationen und den jeweiligen Zielsetzungen, wobei grundséatzlich zwischen protein- und
ligandbasierten Ansatzen unterschieden wird.

Als Filterfunktionen stehen verschiedene Methoden zur Auswahl, die nicht nur alternativ,
sondern auch iterativ eingesetzt werden, um die Molekilanzahl der zu durchsuchenden
Datenbanken gezielt zu reduzieren. So macht es beispielsweise Sinn, die Anzahl an
Datenbankmolekilen zuné&chst auf Verbindungen mit bestimmten strukturellen bzw. physiko-
chemischen Eigenschaften, wie z.B. Molekulargewicht, Anzahl an rotierbaren Bindungen,
Wasserloslichkeit oder speziellen Substrukturen mit Hilfe sogenannter Deskriptoren zu
begrenzen. AnschlieBend kann die Suche durch detailliertere und rechenintensivere
Verfahren, wie pharmakophorbasierte Datenbanksuchen oder ligandbasierte Ahnlichkeits-
suchen, verfeinert werden. Beide Verfahren spielten in der vorliegenden Arbeit eine

wesentliche Rolle und werden daher im folgenden Abschnitt néher erlautert.

[1.3.1 Datenbanksuche anhand von Pharmakophormodellen

Ein Pharmakophormodell®* beschreibt eine Hypothese hinsichtlich des Pharmakophors®%

eines Molekils, d.h. die Gesamtheit aller relevanten sterischen und physiko-chemischen
Eigenschaften, die fur dessen biologische Aktivitdt verantwortlich sind. Diese Modelle sind
als Abstraktion bzw. Simplifizierung komplexer Wechselwirkungsprofile zwischen einem
biologischen Makromolekll und niedermolekularen Liganden unter Berlcksichtigung der
Konstitution der Liganden hinsichtlich interatomarer Abstdnde und Winkel, Grél3e sowie
Morphologie, zu verstehen. Die Entwicklung von Pharmakophormodellen kann sowohl auf
der Grundlage einer Proteinstruktur bzw. den Ergebnissen einer Bindetaschenanalyse, als

auch anhand von Strukturinformationen aktiver Liganden erfolgen. Im Rahmen eines
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virtuellen Screenings werden Pharmakophormodelle haufig als Filter eingesetzt, um Molekl-
datenbanken gezielt nach neuen mdglichen Liganden fir ein bestimmtes Target zu

durchsuchen.

Erstellung von Pharmakophormodellen mit MOE

Die im Rahmen virtueller Screeningverfahren erstellten Pharmakophormodelle der

vorliegenden Arbeit wurden mit Hilfe des Softwarepakets MOE>**°

unter Verwendung des
implementierten Pharmacophore Query Editors erstellt.

Die Definition molekularer Deskriptoren mit bestimmten Wechselwirkungseigenschaften
erfolgt in MOE anhand der Platzierung von Pseudozentren, den sogenannten
pharmacophore features (z.B. H-Briickendonor bzw. -akzeptor, aromatischer Rest oder
hydrophobe Gruppe), im dreidimensionalen Raum. Dariiber hinaus besteht die Moglichkeit,
die Positionen von potenziellen Wechselwirkungspunkten in Form von projected features zu
lokalisieren, um so Informationen Uber geeignete Distanzen und Orientierungen bestimmter
Atome der gesuchten Liganden gegeniber den jeweiligen Interaktionspartnern zu bertck-
sichtigen und in ein Pharmakophormodell zu integrieren.

Neben den pharmacophore features kénnen zudem drei Arten verschiedener Volumina
definiert werden: Included volumes, excluded volumes und exterior volumes. Included
volumes reprasentieren Regionen, die durch gewisse Ligandatome adressiert werden
mussen. Im Gegensatz dazu darf kein einziges Ligandatom innerhalb der excluded volumes
liegen. Exterior volumes wiederum begrenzen Raume, in denen alle Ligandatome lokalisiert
sein mussen und aus denen kein Atom herausragen darf. Der Nutzen dieser
Pharmakophorelemente besteht darin, Bindetaschenformen zu imitieren, den zuganglichen
Raum einer Bindetasche zu begrenzen sowie nach Liganden mit einer spezifischen Form zu
suchen.

Das Ziel bei der Erstellung von Pharmakophormodellen ist die Beschreibung relevanter
Protein-Ligand-Interaktionen und sollte fur die Suche nach neuen Liganden einerseits die
notwendigen Ligandeneigenschaften ausreichend spezifisch beschreiben, aber andererseits
auch nicht zu restriktiv sein. Eine Mdoglichkeit der Kompromissfindung zwischen diesen
beiden Anforderungen bietet die Festlegung von Toleranzbereichen um die Pseudozentren
der einzelnen pharmacophore features bzw. volumes, die in Form von Sphéaren dargestellt
werden. Die freiwdhlbaren Radii der Spharen entsprechen dabei der maximal tolerierbaren
Abweichung eines Ligandatoms vom jeweiligen Pseudozentrum, um die Anforderungen des
jeweiligen Pharmakophorelements noch zu erfillen.

Fur eine Spezifizierung der pharmacophore features und volumes ist neben den

allgemeinen, wahlbaren Eigenschaftenbezeichnungen die Beschreibung bestimmter Atome
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oder Substrukturen durch SMILES®* bzw. SMARTS®’ méglich. Auch eine Kombination bzw.
Verknipfung mehrerer Eigenschaften in einem feature oder volume kann durch die
Verwendung bestimmter Operatoren (z.B. ,und (&), oder (|), nicht (1)) erfolgen. Schlie8lich
konnen erstellte Pharmakophormodelle noch durch die Definition zusatzlicher Bedingungen
(constraints) modifiziert werden, wobei Gruppen einzelner Bestandteile des Modells mit
speziellen Ausdriicken, wie z.B. ,mindestens, exakt, alle oder keins®, verknupft werden. Bei
einer Auswahl von drei features bedeutet z.B. der Begriff ,mindestens 2%, dass wenigstens
zwei der drei ausgewahlten Merkmale von den gesuchten Liganden erfillt werden mussen.

Nach der Erstellung eines geeigneten Pharmakophormodells kann mit MOE eine virtuelle
Datenbanksuche durchgefiihrt werden, wobei die Kriterien des Modells als Suchanfrage
dienen. Hierbei erlaubt MOE die Definition eines Grenzwertes, der die Mindestanzahl zu
erfullender Kriterien (partial match) definiert. Um bestimmte bindungsrelevante Struktur-
elemente hervorzuheben, kénnen diese als ,essenziell* gekennzeichnet werden und missen
daraufhin unbedingt in den potenziellen Liganden enthalten sein, um als Kandidatenmolekdl
erfasst zu werden. Wahrend des Suchprozesses werden verschiedene, vorab generierte
Konformationen der Datenbankverbindungen mit dem Pharmakophormodell abgeglichen.
Erfillt eine untersuchte Verbindungskonformation alle geforderten Kriterien, so wird das

Molekdl als ein hit erkannt und in einer neuen Datenbank abgespeichert.

11.3.2 Ligandbasierte Datenbanksuche mit FeatureTrees XL

Eine weitere Strategie des computerbasierten Wirkstoffdesigns zur ldentifizierung neuer
Leitstrukturen reprasentieren ligandbasierte Verfahren, wobei Strukturinformationen aktiver
Verbindungen bei der Suche verwendet werden. Derartige Verfahren sind besonders bei
Projekten, bei denen keine dreidimensionalen Strukturen des Zielproteins vorhanden sind,
das Mittel der Wahl. Ein bewahrtes Programm fir die Suche nach potenziellen Leitstrukturen
basierend auf der molekularen Ahnlichkeit zu Referenzliganden ist FeatureTrees®®*°
(FTrees). Bei dem in der vorliegenden Arbeit verwendeten Programm FeatureTreesXL
handelt es sich um die GUI-Version (Graphical User Interface) von FTrees.

Das Programm FTreesXL verwendet fur die Untersuchung und Bestimmung der molekularen
Ahnlichkeit zwischen zwei niedermolekularen Verbindungen, anstelle der haufig eingesetzten
linearen Darstellungsweise von Molekllen (Fingerprints, Bit strings, Vektoren) komplexere,
nicht-lineare Molekildeskriptoren, sogenannte feature trees (ftrees). Ein ftree beschreibt ein
Molekll in Form eines Baumdiagramms, das alle hydrophoben Fragmente und funktionelle

Gruppen des jeweiligen Molekils umfasst und dabei die jeweiligen Verknipfungen der
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einzelnen Fragmente untereinander wiederspiegelt. Die einzelnen Molekilfragmente werden
innerhalb des ftrees durch entsprechende Knotenpunkte dargestellt, die Informationen Uber
die sterischen und physiko-chemischen Eigenschaften der jeweiligen Substruktur beinhalten.
Die GroRRe eines Fragments wird durch die Atomanzahl und ein gendhertes van der Waals
Volumen beschrieben, wahrend die Beschreibung physiko-chemischer Eigenschaften durch
ein Interaktionsprofil erfolgt, das auf Wechselwirkungen beruht, die ein Fragment mit einem
potenziellen Rezeptor auszubilden vermag.

Im Rahmen einer virtuellen Datenbanksuche werden zunéchst ftrees aller beteiligten
Molekile, von vorab definierten Referenzliganden sowie von den Datenbankverbindungen,
anhand der jeweiligen 2D-Strukturen berechnet. Im Anschluss erfolgt die Bestimmung der
molekularen Ahnlichkeit zwischen den verwendeten Referenzliganden und den Datenbank-
molekilen mittels zwei verschiedener Vergleichsalgorithmen, dem split-search und dem
match-search Algorithmus. Die Angabe der berechneten molekularen Ahnlichkeit zwischen
zwei Molekilen wird durch einen Wert zwischen 0 (keine Ubereinstimmungen) und
1 (identisch) ausgedriickt. AbschlieBend besteht die Mdglichkeit, die Datenbankmolekile
anhand der Ahnlichkeitswerte zu sortieren und ausgewahlte Verbindungen in verschiedenen
Dateiformaten (z.B. mol2) herauszuschreiben, um diese z.B. mit Dockingsimulationen

hinsichtlich einer Proteinbindung zu untersuchen.

1.4 Dockingsimulationen und Scoringfunktionen

Ein Schwerpunkt computergestitzter Methoden im Rahmen strukturbasierter Wirkstoff-
designstudien besteht in der Aufklarung und Bewertung mdglicher Bindemodi von
niedermolekularen Liganden an den jeweiligen Zielproteinen durch Dockingsimulationen. Die
Berechnung potenzieller Bindeposen erfolgt mit Hilfe spezieller Dockingprogramme, die
dafiir zwei grundlegende Arbeitsschritte ausfihren. Der erste Schritt umfasst die Berechnung
potenzieller Bindungsgeometrien durch Generierung verschiedener Konformationen und
Orientierungen des Ligandenmolekiils innerhalb der Bindetasche (Sampling, Searching). Im
zweiten Arbeitsschritt kommt es anschlieRend zu einer Bewertung der Dockingldsungen
durch eine implementierte Scoringfunktion (Scoring). Die verfugbaren Dockingprogramme
operieren entweder mit intakten Gesamtmolekiilen oder rekonstruieren die Liganden aus
einzelnen Molekllfragmenten innerhalb der Bindestelle. Weiterhin lassen sich die

Programme je nach zugrundeliegendem Suchalgorithmus in folgende Kategorien unterteilen:
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e Multikonformeren Docking: Docking vorab generierter, rigider Konformere eines
Liganden (z.B. Glide®),

e Stochastische Suchmethoden: Suche nach Bindungsgeometrien durch simultane
Optimierung der Konformation und Orientierung des Liganden innerhalb der
Bindetasche mit Hilfe von genetischen Algorithmen (z.B. AutoDock®*, GOLD®?),

e Aufbauende Methoden: Platzierung eines Basisfragments mit nachfolgendem
inkrementellen Aufbau des Liganden (Growing) bzw. Platzierung samtlicher
Molekulfragmente mit anschlielender Verknipfung (Linking) zum Gesamtmolekdl
(z.B. FlexX®®, DOCK®*%%).

Bei der Bewertung der erzeugten Bindemodi durch im Dockingprogramm implementierte
Scoringfunktionen wird versucht, eine méglichst zutreffende Abschéatzung des Bindungs-
potenzials anhand einer simplifizierten Beschreibung der jeweils ausgebildeten Protein-
Ligand-Wechselwirkungen, zu erhalten. Dabei ist es fir deren Anwendung in einem virtuellen
Screening zunachst nicht unbedingt erforderlich, absolute Werte korrekt vorherzursagen,
wichtiger ist hingegen das Potenzial, realitatsnahe Bindeposen von vermeintlich artifiziellen
unterscheiden sowie zwischen biologisch aktiven und inaktiven Verbindungen diskriminieren
zu konnen. Die zur Verfiigung stehenden Scoringfunktionen lassen sich entsprechend der flir

deren Entwicklung verwendeten Datengrundlagen in drei Gibergeordnete Klassen unterteilen:

o kraftfeldbasierte Methoden,
e wissensbasierte Potenziale und

e empirische Bewertungsfunktionen.

Fur die Durchfihrung von Dockingexperimenten steht heute eine Vielzahl an Docking-
programmen zur Verfigung. Die Auswahl des Programms hangt vor allem von dem
beabsichtigen Zweck ab. Wird das Programm im Rahmen eines virtuelles Screenings
verwendet, wobei es hauptsdchlich darauf ankommt, einen mdglichst hohen Durchsatz an
Ligandenmolekulen in geringer Rechenzeit zu erreichen, werden in der Regel Programme
eingesetzt, die vermehrt mit Simplifikationen der realen physiko-chemischen Gegebenheiten
arbeiten. Andererseits ist die Anwendung praziser und daher zeitaufwendigerer Verfahren
bei Studien sinnvoll, bei denen es darum geht, méglichst exakte Bindungsvorhersagen fir

eine uUberschaubare Anzahl an Liganden zu berechnen. Im Folgenden wird ndher auf die
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Methodik der in der vorliegenden Arbeit verwendeten Dockingprogramme AutoDock und
GOLD eingegangen, die beide einen genetischen Algorithmus als Suchmethode fiir das

Sampling verwenden.

Genetische Algorithmen

Genetische Algorithmen® (GA) repréasentieren heuristische Optimierungsverfahren und
gehdren zur Kategorie der stochastischen Suchmethoden, deren Grundidee auf biologischen
Evolutionstheorien basiert. In Bezug auf deren Anwendung bei Dockingverfahren bedeutet
dies, dass bei der Suche nach den optimalen Orientierungen und Konformationen von
Liganden in Proteinbindetaschen eine definierte Anzahl (Population) an Liganden-
konfigurationen (Individuen) innerhalb der Bindetasche generiert wird und schlie3lich
diejenigen mit den gunstigsten Wechselwirkungsenergien als Dockinglésungen ausgewahlt
werden (Selektion). Die relevanten Informationen eines generierten Bindungsmodus
beziglich der jeweiligen Konformation des Liganden, des Rotations- und Translations-
zustands gegenuber dem Rezeptor sowie der Torsionswinkel werden in diesem
Zusammenhang in einem ,Chromosom" kodiert.

Die Suche nach dem optimalen Bindemodus eines Liganden folgt iterativen Ablaufen,
bestehend aus Initialisierung, Evaluation, Selektion, genetischen Operationen und der
Beendigung des GA bei Erreichen eines bestimmten Abbruchkriteriums. Im Anschluss an die
Generierung einer ausreichend groRen Menge an Ausgangsindividuen (erste Generation)
erfolgt eine Evaluation aller erzeugten Bindeposen dieser Generation hinsichtlich
resultierender Wechselwirkungsenergien mit Hilfe einer implementierten Bewertungsfunktion.
Danach kommt es zu einer zufalligen Auswahl von Bindeposen der jeweils aktuellen
Generation, wobei jedoch Ligandenkonfigurationen mit glnstigeren Wechselwirkungs-
energien in Analogie zu der von Charles Darwin postulierten Theorie ,Survival of the fittest”
mit einer hdheren Wahrscheinlichkeit ausgewdahlt und anschlieRend in die néachste
Generation tUbernommen werden. Durch genetische Operatoren (Mutation und Kreuzung)
werden die Ligandenkonfigurationen maodifiziert (Mutation) und miteinander kombiniert
(Kreuzung), wodurch wiederum neue Populationen an Ligandenkonfigurationen (neue
Generationen) erhalten werden. Der beschriebene Prozess, mit Ausnahme der
Initialisierung, wird bis zum Erreichen eines vorab definierten Abbruchkriteriums, an dem der
Algorithmus beendet wird, z.B. dem Erreichen einer maximalen Anzahl an Generationen,
fortgesetzt. Nach Erfullung des Terminierungskriteriums wird schlieBlich die berechnete
Ligandenkonfiguration mit dem gunstigsten Wechselwirkungsmuster als Dockinglésung

ausgegeben.
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AutoDock3.0

AutoDock3.0%" ist ein automatisiertes Dockingprogramm mit dem niedermolekulare
Ligandenmolekiile flexibel in die Bindetaschen von Zielproteinen eingepasst werden kdénnen.
Fur die Berechnung potenzieller Bindungsgeometrien beim Sampling verwendet das
Programm einen speziellen genetischen Algorithmus, die Bewertung der erzeugten
Bindemodi erfolgt anhand einer empirischen Scoringfunktion.

Wahrend des Dockingprozesses wird das Protein in Form von dreidimensionalen
Affinitatsgittern reprasentiert, die vorab auf der Grundlage einer gegebenen Proteinstruktur
nach Erganzung polarer Wasserstoffatome und Zuweisung entsprechender Atomladungen
berechnet werden. Dadurch ist es dem Programm nicht mdglich, bestimmte adaptive Effekte
seitens des Proteins wéahrend der Ligandenbindung in die Berechnungen einflie3en zu
lassen. Die Gitter bestehen aus einer Vielzahl an regelmaRig, orthogonal angeordneten
Gitterpunkten und enthalten Informationen Uber Wechselwirkungsenergien eines jeden, in
den untersuchten Liganden vorkommenden Atomtyps. Die Gitterberechnungen werden mit
Hilfe des Programms AutoGrid durchgefiihrt und beruhen auf klassischen Kraftfeldtermen fir
van der Waals und Coulomb Wechselwirkungen. Dabei werden an jedem Gitterpunkt die
auftretenden Wechselwirkungsenergien zwischen einem Sondenatom sowie fir die
Berechnung elektrostatischer Potenziale einer Punktladung von +1 und den jeweils
umliegenden Proteinatomen berechnet. Die Berechnung der Bindungsaffinitaiten der
einzelnen Bindeposen erfolgt schliellich durch Interpolation der acht Gitterpunkte, die jedes
Ligandenatom umgeben. Hierfur wird die in AutoDock implementierte Scoringfunktion

verwendet, die sich wie folgt zusammensetzt:

ij Cij Dy
AG = AGvazw —5 = _' + AGppona ) E(t) 1z 10 + Enpona
J i,j

ij ij
2 ) (Gl. 5)

tj

+AGelecZ qlq} +AGtorNtor + AGUdWZSl ] ( 20°
(rl])rl] i)

Bei dieser Energiefunktion ist die freie Bindungsenthalpie (AG) definiert als die Summe aller

paarweisen Protein-Ligand-Wechselwirkungen mit der Distanz 7. Die Funktion besteht aus
insgesamt funf Termen, wovon drei Terme relevante Interaktionsarten beschreiben: van der

Waals Wechselwirkungen (Lennard-Jones 12-6 Potenzial), Wasserstoffbriickenbindungen
(gerichtetes 12-10 Potenzial, wobei E(t) eine gerichtete winkelabhéngige Gewichtung

vornimmt und Euone fr die geschatzte mittlere Energie einer Wasserstoffbriickenbindung
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zwischen Wasser und einem polaren Atom steht) und elektrostatische Wechselwirkungen
(distanzabhéngige Dielektrizitdtskonstante &(ri)) beschreiben. Weiterhin wird auch der
Entropieverlust wahrend der Bindung des Liganden bertcksichtigt, der sich proportional zu
der Anzahl der rotierbaren Ligandenbindungen (N,) verhélt. Der funfte Term dient der
mathematischen Beschreibung der Desolvatisierung sowie des ,hydrophoben Effekts* ¢/, mit
dem Solvatationsparameter S; und V; als anteiliges Volumen des umgebenden Proteins. Die
jeweiligen AG-Koeffizienten wurden mittels linearer Regressionsanalyse anhand eines
Datensatzes von Protein-Ligand-Komplexen bekannter Affinitaten empirisch bestimmt.®*
Bevor Bindeposen fir Ligandenmolekiile generiert werden kdnnen, ist es erforderlich diese
entsprechend aufzubereiten. Hierfir werden die vollstandig protonierten Moleklle nach
erfolgter Zuweisung von Gasteiger-Marsili Ladungen® in eine Ligandenstruktur
umgewandelt, bei der alle nicht-polaren Wasserstoffatome mit ihren Bindungspartnern
fusioniert werden. Diese Umwandlung sowie die Definition der rotierbaren Liganden-
bindungen wird in einem Schritt unter Verwendung von AutoTors vorgenommen.

Fur den eigentlichen Dockingprozess, d.h. die Suche nach geeigneten Wechselwirkungs-
stellen und mdoglichen Bindungsgeometrien, bei dem das Ligandenmolekil Translationen,
Rotationen und Torsionen entlang der gegebenen Freiheitsgrade unterliegt, verwendet
AutoDock3.0 einen speziellen genetischen Algorithmus, der als Lamarckian genetic
algorithm (LGA) bezeichnet wird. Dabei handelt es sich um eine Kombination aus einem
traditionellen genetischen Algorithmus, der fir die globale Suche nach potenziellen
Bindeposen erforderlich ist, und einer lokalen Suchmethode, basierend auf der Methode von
Solis und Wets®, zur Optimierung der global gefundenen Bindemodi. Die Bezeichnung LGA
ist auf die zugrundeliegende Evolutionstheorie von Lamarck zuriickzufiihren, da bei dieser
Methode resultierende Modifizierungen der Ligandenkonfiguration (Phanotyp) wahrend der
lokalen Suche zu Veranderungen der entsprechenden Zustandsvariablen (Genotyp) flhren
kénnen.

Das Dockingverfahren endet nachdem eine spezifizierbare Anzahl an Dockinglésungen
generiert worden ist. Im Anschluss werden die erhaltenen Dockinglosungen entsprechend
ihrer Abweichung untereinander, ausgedrickt durch die root-mean-square deviation
(RMSD)-Werte, gruppiert und gemalf der berechneten Bindungsenergie sortiert. Der RMSD-
Wert ist definiert als die Wurzel aus der mittleren quadratischen Abweichung der Koordinaten
aller Schweratome eines Liganden und entspricht dem Abstand korrespondierender Atome.
Entgegen den Bestrebungen neuerer Dockingprogramme, bestimmte Aspekte der Protein-
flexibilitat wahrend des Dockingverfahrens explizit zu berlcksichtigen, ist dies dem

Programm AutoDock3.0 per se nicht moéglich, da die Berechnungen auf der Grundlage einer
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vorgegebenen, starren Bindetaschenkonformation basieren. Um dennoch Proteinflexibilitét
bei Dockingstudien entsprechend zu bericksichtigen, ist es notwendig, separate Docking-
simulationen fur mehrere Proteinkonformationen eines Targets durchzufihren. Dieser

Vorgang wird als Cross-Docking bezeichnet.

In situ Cross-Docking

Eine besondere Form des Cross-Dockings reprasentiert ein als ,in situ Cross-Docking*
bezeichnetes Verfahren, das in der vorliegenden Arbeit fur Selektivitdtsuntersuchungen
ausgewahlter Liganden verwendet und mit Hilfe von AutoDock durchgefiihrt wurde. Das
in situ Cross-Docking (ISCD)"®"* stellt ein spezielles Dockingverfahren dar, bei dem mehrere
Proteinstrukturen simultan in einem Dockingverfahren adressiert werden konnen. Bei den
gebréuchlichen Dockingverfahren beruhen die Rechnungen haufig nur auf einer einzelnen
Konformation eines Proteins, so dass fur unterschiedliche Proteinkonformationen bzw.
verschiedene Zielstrukturen separate Dockingberechnungen durchgefiihrt werden mussen,
was zu einem enormen Zeitaufwand fihren kann. Fir die Dockingsimulationen verwendet
diese Cross-Dockingvariante eine gitterbasierte Darstellung des Rezeptors und ist demnach
mit Programmen, wie z.B. AutoDock, kompatibel.

In Analogie zum Vorgehen auf Gittern beruhender Dockingmethoden werden zun&chst
dreidimensionale Affinitatsgitter fur den Bereich der Bindetasche durch Berechnungen
entsprechender Wechselwirkungsenergien zwischen verschiedenen Sonden- und den
umgebenden Proteinatomen erzeugt. AnschlieBend werden diese Gitter im drei-
dimensionalen Raum aneinander gereiht und durch hochenergetische Gitter, die als
repulsive Schichten zwischen den Affinitatsgittern der einzelnen aktiven Zentren fungieren,
voneinander getrennt. Auf diese Weise sollen artifizielle Dockinglésungen zwischen zwei
Gittern vermieden werden. AbschlieBend werden die einzelnen, aneinandergereihten Gitter
noch vor den Dockingsimulationen zu einem einzigen Suchraum vereint.

Aufgrund der gleichzeitigen Berlcksichtigung verschiedener Proteinstrukturen wahrend
eines Dockingverfahrens reprasentiert diese Methode eine zeitsparende Alternative
gegenlber herkdbmmlichen Cross-Dockingexperimenten und ist sowohl fur Selektivitats-
untersuchungen, als auch fur Untersuchungen zu Fragestellungen aus dem Bereich der
Proteinflexibilitdt geeignet. Die besondere Eignung fir Selektivitdtsuntersuchungen resultiert
daraus, dass bei dem ISCD die verschiedenen Zielstrukturen in gegenseitiger Konkurrenz
zueinander stehen und schlief3lich der Ligand in diejenige Bindetasche eingepasst wird, die

fur diese Verbindung am geeignetsten erscheint.
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GOLD

In Analogie zu AutoDock3.0 nutzt auch das Programm GOLD®*"*" (Genetic Optimisation for

Ligand Docking) zur Berechnung von Bindeposen in Proteinbindetaschen einen genetischen
Algorithmus. Anstelle einer gitterbasierten Rezeptordarstellung beruhen die Berechnungen
auf Wechselwirkungsdeskriptoren, sogenannten fitting points. Diese virtuellen fitting points
stellen potenzielle H-Briickenbindungspartner von Protein und Ligand dar und werden auf
der Grundlage jedes wahrend der Initialisierung identifizierten und zugénglichen H-
Briickendonoratoms und H-Briickenakzeptoratoms erzeugt. Fir die Platzierung des
Liganden in der Bindetasche verwendet GOLD eine least-squares fitting-Methode, die dazu
dient, die gréRtmdgliche Anzahl an H-Briickenbindungen auszubilden. Fir die Simulationen
benttigt das Programm vollstandig protonierte Protein- und Ligandstrukturen, denen vorab
entsprechende freie Elektronenpaare hinzugefigt wurden. Die explizite Zuweisung von
Ladungen ist hingegen nicht erforderlich, da Formalladungen automatisch anhand der
jeweiligen Protonierungszustande der Atome abgeleitet werden.

Fur die Bewertung der generierten Dockingldsungen stehen in GOLD neben der urspring-
lichen Scoringfunktion GOLDScore noch alternative Funktionen, wie z.B. ChemScore’™, zur
Verfugung. Daruiber hinaus besteht auch die Mdoglichkeit eine benutzerdefinierte
Bewertungsfunktion zu verwenden. Die in dieser Arbeit genutzte Fitness-Funktion GoldScore
bestimmt anstelle absoluter Bindungsaffinitaten artifizielle Werte und besteht aus der Summe

dreier Energiekomponenten:

GOLDScore = —H_Bond_Energy — (Complex_Energy + Internal_Energy) (Gl. 6)

Die fur die Bewertung einer Dockinglésung verwendeten Energiebeitrdge umfassen die
distanz- und winkelabhangig gewichtete Summe aller H-Brickenbindungsenergien
(H_Bond Energy) zwischen Protein und Ligand, die Summe aller paarweisen Interaktions-
energien zwischen Ligand- und Proteinatomen (van der Waals Wechselwirkungen) in Form

eines 8-4 Potenzials (Complex_ Energy) sowie die Summe intramolekularer Energien des

Liganden (/nternal Fnergy). Dabei wird die sterische Energie Gber ein 12-6 Potenzial und
die Torsionsenergie iiber das Torsionspotenzial des Tripos Kraftfelds’ berechnet. Je héher
der Wert einer Dockinglésung ausfallt, als desto gunstiger wird diese beurteilt.

Im Gegensatz zu AutoDock3.0, das wahrend der Dockingsimulationen rigide
Proteinstrukturen verwendet, kdnnen mit GOLD bestimmte Aspekte der Proteinflexibilitat bei
der Ligandenbindung wahrend der Dockingsimulationen durch Definition rotierbarer

Seitenketten innerhalb benutzerdefinierter Grenzen, der Vorgabe von Seitenketten-
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konformeren sowie der Mdoglichkeit in verschiedene Proteinstrukturen eines oder
verschiedener Proteine zu docken (ensemble docking) explizit mit einbezogen werden.
Weiterhin ist es maoglich bestimmte Anforderungen an den Bindemodus, die eine
Dockinglésung erfillen muss, durch die Festlegung verschiedener Bedingungen

(constraints), vorzugeben.

[1.4.1 Eigenstandige Scoringfunktionen

Neben den in Dockingprogrammen implementierten Scoringfunktionen stehen auch eine
Reihe eigenstandiger Bewertungsfunktionen, wie die in der vorliegenden Arbeit genutzten

Programme DrugScore“*® und SFCscore zur Verfiigung.

DrugScore“*"

Die Scoringfunktion des Programms DrugScore©=P*

gehort aufgrund von deren Entwicklung,
basierend auf statistischen Analysen von Kristallstrukturen niedermolekularer Verbindungen
(vgl. Abschnitt 11.2), zur Kategorie der wissensbasierten Bewertungsfunktionen. Die
Auswertung lieferte Informationen beziiglich der Verteilung von Distanzen und Winkeln
zwischen verschiedenen Atomtypenpaaren, auf deren Grundlage ein artifizieller Wert fur
jedes Atomtypenpaar abgeleitet wurde. Ebenso wie die Scoringfunktion GoldScore werden

vom Programm DrugScore®s®

anstelle einer Vorhersage absoluter Bindungsaffinitaten
artifizielle Werte berechnet, die sich aus der Summe aller auftretenden Atompaar-
wechselwirkungen zusammensetzen.

Die Stérken von DrugScore®®® liegen dabei vor allem in der Identifizierung plausibler, d.h.
realitatsnaher Bindungsgeometrien aus einer Vielzahl an Dockinglésungen, weshalb sich das
Programm besonders fiir Re-Scoringverfahren eignet. Unter dem Begriff Re-Scoring versteht
man eine zusatzliche Affinitatsbewertung von Protein-Ligand-Komplexen durch Anwendung

einer alternativen Scoringfunktion.

SFECscore

Fur eine moglichst genaue Vorhersage potenzieller absoluter Bindungsaffinitaten von
zahlreichen niedermolekularen Liganden diente in der vorliegenden Arbeit dartiber hinaus
eine Funktion des Programms SFCscore’ (Version 1.0). Die verschiedenen Scoring-
funktionen von SFCscore berechnen Affinitaten von Protein-Ligand-Komplexen als Summe

verschiedener Interaktionsterme (Deskriptoren), deren Gewichtung auf experimentellen
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Struktur- und Affinitatsdaten beruht. Aufgrund dessen zadhlen die acht verfigbaren
Funktionen des Programms zur Kategorie der empirischen Bewertungsfunktionen.

Die fur die Parametrisierung der Scoringfunktionen verwendeten experimentellen Daten
stammten dabei sowohl aus offentlichen Quellen (AffinDB database’’), als auch von
pharmazeutischen Unternehmen, im Rahmen eines sogenannten Scoring Function
Consortium (SFC), einer Kooperation universitarer Wissenschaftler mit verschiedenen
Pharmaunternehmen sowie dem Cambridge Crystallographic Data Center. Fur die
Beschreibung der in Protein-Ligand-Komplexen ausgebildeten Wechselwirkungen zur
Berechnung von Bindungsaffinititen wurden eine Reihe diverser Deskriptoren entwickelt.
Das Spektrum dieser Deskriptoren umfasst unter anderem neben Deskriptoren zur
Beschreibung des Liganden (z.B. durch Molekulargewicht, Atomanzahl, Anzahl rotierbarer
Bindungen) vor allem essenzielle Wechselwirkungsbeitrdge (z.B. Anzahl an H-Bricken-
bindungen, Interaktionen von Ringsystemen, Messungen hydrophober Komplementaritat)
und Deskriptoren zur Charakterisierung verschiedener Oberflachen. Die ermittelte
Bindungsaffinitat wird in Form eines pKi-Wertes angegeben, einer tblichen Beschreibung der
Affinitdt von Enzyminhibitoren, als negativ dekadischer Logarithmus der Inhibitions-
konstanten K; bzw. der Dissoziationskonstanten Ky eines Protein-Inhibitor-Komplexes.

Die Anwendung von SFCscore erfolgte in der vorliegenden Arbeit schwerpunktmaRig im
Rahmen von Consensus-Scoring-Verfahren, wobei Bindungsaffinitaten fir Dockinglésungen

durch die iterative Anwendung verschiedener Scoringfunktionen berechnet wurden.

1.5 Molekulardynamik Simulationen

Methodik

Bei den biologischen makromolekularen Zielstrukturen von Wirkstoffdesignstudien handelt es
sich, wie bereits beschrieben, um dynamische Systeme, deren intrinsische Flexibilitat
essenziell fur ihre physiologischen Funktionen ist. Die vorhandene Proteinflexibilitdt sowie
die jeweils zugrundeliegenden Dynamiken lassen sich anhand von Rontgenstrukturanalysen
nicht erfassen, da die Kristallstrukturen jeweils nur eine Konformation des gesamten
Ensembles zeigen. Eine Methode, mehrere Konformationen eines Proteins zu erfassen und
diese experimentell aufzuklaren, bietet hingegen die NMR-Spektroskopie. Fir weiter-
fuhrende Analysen zur detaillierten Untersuchung von Proteindynamiken stehen heute
computergestiitzte Verfahren in Form von Molekulardynamik (MD) und Monte-Carlo

Simulationen zur Verfugung. Aufgrund ihrer besonderen Bedeutung fur die vorliegende
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Arbeit wird die zugrundeliegende Methodik von MD Simulationen in diesem Abschnitt néher
erlautert.

Bei MD Simulationen werden Proteinbewegungen durch die Berechnung einer Trajektorie
eines Molekilsystems beschrieben, die durch simultane Integration der Newton’schen

Bewegungsgleichung aller Atome erhalten wird. Die Newton’sche Bewegungsgleichung

(GI. 7) beschreibt die Bewegung eines Teilchens mit der Masse m; entlang einer Koordinate

7; mit einer Kraft F;, die auf das Teilchen in dieser Richtung wirkt.

. N 027
Fi =ma; = m; 9¢2

(GL. 7)

Fur die Beschreibung der verschiedenen Zustdnde des untersuchten Systems durch
Integration der Bewegungsgleichung verwendet das Programm AMBER" (Assisted Model
Building with Energy Refinement) standardmafiig den sogenannten Leapfrog-Algorithmus,
wobei die Geschwindigkeiten und Positionen alternierend berechnet werden. Basierend auf
der Geschwindigkeit zum Zeitpunkt t — %At wird die Geschwindigkeit fur einen zukunftigen
Zeitpunkt nach einem bestimmten Zeitintervall berechnet (GI. 8). Anschlielend kann die
neue Position zum Zeitpunkt t + At bestimmt werden (Gl. 9). Somit ist die Berechnung von

U;(t) zu jedem beliebigen Zeitpunkt nach Formel (Gl. 10) mdglich.

1 1
U; (t + EAt> =7, (t - EM) + a;(t)At

(Gl. 8)

_3, (t B %At) N mil_ 6V(F1(t),?2(r:), ...,Fn(t))l At
7t + At) = 7(0) + 5; (t + %At) At (Gl. 9)
3.(t) = %[ﬁi (t + %At) +7; (t - %At)] (Gl. 10)

Die Bestimmung interatomarer Wechselwirkungen erfolgt bei MD Simulationen anhand von
Kraftfeldern, die sowohl Terme fir bindende als auch nicht bindende Interaktionen
beinhalten. Die Auswahl eines geeigneten Kraftfeldes richtet sich nach dem untersuchten
System (Makromolekiile, wie z.B. Proteine, oder niedermolekulare Verbindungen) und ist fir

die Aussagekraft der durchgefiihrten Berechnungen von entscheidender Bedeutung. Ein
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geeignetes Kraftfeld fur die Simulation von Proteindynamiken reprasentiert beispielsweise
das in dieser Arbeit verwendete AMBER-Kraftfeld, das durch Gleichung 11 wiedergegeben

werden kann.

2 2 Vn
Etotar = Z K. (r— req) + Z Ko(6 — eeq) + Z ? [1+ cos (ng —v]
bonds angles dihedrals
atoms atoms (Gl. 11)
n Z Aij _' Z qi9;
R12 R6 el SRL']'
i<j 1<J

Die in diesem Kraftfeld enthaltenen Terme dienen einerseits der Beschreibung von
Bindungsdehnung (bonds), Winkelbeugung (angles), Torsionen (dihedrals) und andererseits
von nicht-kovalenten Wechselwirkungsarten, wie van der Waals Wechselwirkungen und
elektrostatische Interaktionen.

E:ocar €rgibt sich aus der Summe aller Einzelbeitréage. Der erste Term dient der Beschreibung
der Bindungsdehnung durch Kraftkonstante K., der Bindungslange zwischen zwei Atomen
mit dem Abstand r sowie den Gleichgewichtsabstand der Bindung t;,. Die Auslenkung von
Winkeln von einem Referenzwert wird in Analogie durch die Proportionalitatskonstante
zwischen Auslenkung und Energie Kg, den Winkel 6 und den Referenzwert des Winkels 6,
beschrieben. Der dritte Term, der Torsionsterm, wird charakterisiert durch die Kraftkonstante
V., der Multiplizitat n, dem Winkel ¢ sowie der Phasenverschiebung y. Die Beriicksichtigung
intra- und intermolekularer Wechselwirkungen zwischen zwei Atomen i und j erfolgt in Form
von Termen fir van der Waals Interaktionen und elektrostatische Krafte. Zur empirischen
Beschreibung von van der Waals Wechselwirkungen wird das Lennard-Jones 12-6 Potenzial
verwendet. Bei 4;; und B;; handelt es sich um atomtypspezifische Konstanten, R;; gibt den
jeweiligen interatomaren Abstand wieder. Die elektrostatischen Krafte werden mit Hilfe des

Coulomb'schen Gesetzes beschrieben, wobei g; und g; die jeweiligen atomaren Ladungen

darstellen und ¢ der Dielektrizitatskonstante entspricht.

Das in dieser Arbeit verwendete AMBER-Kraftfeld bericksichtigt im Gegensatz zu friheren
Kraftfeldversionen, die auf united-atom Darstellungen basierten, bei denen nichtpolare
Wasserstoffe mit den zugehdrigen Schweratomen fusioniert dargestellt werden, eine all-atom
Darstellung, wobei sowohl die Schweratome als auch alle Wasserstoffatome separat

modelliert werden.
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Setup und Durchfiihrung

Die in dieser Arbeit durchgefihrten MD Simulationen zur Untersuchung von Protein-
dynamiken sowie zur Erforschung des Konformationsraumes von biologischen Zielstrukturen
basieren auf der Grundlage dreidimensionaler Proteinstrukturen, die zunachst in einem
Losungsmittel (z.B. Wasser) solvatisiert werden. Um Neutralitdt zu gewahrleisten werden
dem System anschlie3end noch entsprechende Gegenionen hinzugeflgt. Fur die Simulation
des LOsungsmittels stehen prinzipiell zwei verschiedene Modelle zur Verfugung: implizite
Modelle, wie z.B. das ,generalized Born/surface area"-Modell in AMBER oder explizite

1”°, wobei eine

Solvensmodelle, z.B. das in der vorliegenden Arbeit verwendete TIP3P Model
Vielzahl expliziter Wassermolekiile in die Simulation integriert werden. Da aus diesem Grund
explizite Solvensmodelle deutlich mehr Rechenzeit benétigen, im Gegenzug aber auch
genauere Ergebnisse liefern, richtet sich die Wahl des geeigneten Ldsungsmittelmodells
nach der Grof3e des betrachteten Systems sowie nach der Zielsetzung der Untersuchungen.
Fur die in dieser Arbeit durchgefuihrten MD Simulationen wurden explizite Solvensmolekile
verwendet und periodische Randbedingungen gewahlt. Dabei wird die erzeugte Solvensbox
in alle drei Raumrichtungen unendlich oft repliziert, so dass jedes Solvensmolekil, das
wahrend der Simulation die urspringliche Box in eine bestimmte Richtung verlasst, an der
gegenuberliegenden Seite wieder in sie hinein tritt.

Generell empfiehlt es sich, das gesamte System (Protein und Solvens) vor der Simulation
einer Minimierung zu unterziehen, um zu kurze interatomare Abstdnde und unginstige
Strukturen vorab aufzulosen, die wahrend der Simulation zu unnattrlich hohen Energien
fuhren konnten. Weiterhin erfolgen die Berechnungen von Trajektorien unter definierten
Bedingungen sogenannter Ensembles (NVE, NVT, NVP). Bei dem NVE Ensemble handelt
es sich um Rahmenbedingungen, bei denen keine Partikel (N) oder Energie (E) mit der
Umgebung austauscht werden und das Volumen (V) konstant bleibt. Weiterhin ist es
maoglich, die Simulationen auch bei konstanter Temperatur (NVT) oder konstantem Druck
(NVP) zu analysieren. Fur die Regulation der Temperatur verwendet das Programm AMBER
ein ,externes Warmebad®, das bei Bedarf Warme an das System abzugeben oder von
diesem aufzunehmen vermag. In Analogie lasst sich auch der Druck eines Systems durch
ein ,Druckbad" direkt regulieren.

Nach erfolgter Berechnung einer Trajektorie Gber einen benutzerdefinierten Zeitraum, die fur
makromolekulare Strukturen (z.B. Proteine) in der Regel im Bereich weniger Nanosekunden
liegt, kbnnen die simulierten Strukturbewegungen unter verschiedenen Gesichtspunkten
ausgewertet werden. Da neben den hauptsachlich interessierenden molekularen
Bewegungsablaufen auch eine Vielzahl weiterer Bewegungen auftreten, wie z.B.

permanente, temperaturabhangige Fluktuationen, ist es hilfreich, Gbergeordnete Protein-
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dynamiken durch mathematische Verfahren, wie z.B. Essential Dynamicsso, herauszufiltern.
Fur Untersuchungen des Konformationsraumes von Zielproteinen eignen sich bestimmte
Cluster-Algorithmen, womit sich die verschiedenen Molekilkonformationen anhand ihrer
jeweiligen Ahnlichkeit gruppieren lassen und einen Uberblick (ber die Vielfalt potenzieller
Proteinkonformationen geben. Nach einer derartigen ldentifizierung und Sammlung kénnen
diese schlieBlich extrahiert werden und in Wirkstoffdesignprojekten als Templatstrukturen

fungieren.
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[l Gezielte Stabilisierung einer neuen MD-generierten Bindetaschenkon-

formation der Aldose Reduktase

1.1 Das Modellsystem Aldose Reduktase

In der vorliegenden Arbeit diente das Enzym Aldose Reduktase aufgrund seiner
ausgepragten Proteinflexibilitéat als Modellsystem fiir hochflexible biologische Zielstrukturen.
In den folgenden Abschnitten wird ein Uberblick zu Klassifizierung, Struktur, biologischer

Funktion, Bindetaschenflexibilitét sowie bekannten Inhibitoren des Proteins gegeben.

[11.1.1 Klassifizierung

Aldose Reduktase (EC 1.1.1.21, AKR1B1, ALR2 oder AR) ist ein zytoplasmatisches Enzym,
das als Monomer ubiquitdr in nahezu allen humanen Geweben vorkommt und ein
Molekulargewicht von ~36 kDa besitzt.?! Das Protein wurde erstmals 1956 von Hers et al.®
beschrieben und ist seitdem strukturell sehr gut charakterisiert worden. Bei der AR handelt
es sich um eine Oxidoreduktase, die zu der Superfamilie der Aldo-Keto-Reduktasen gehort,
genauer gesagt zu der AKR1B Subfamilie, den Saugetier Aldose Reduktasen.®* Das Enzym
katalysiert die Reduktion verschiedener aliphatischer und aromatischer Aldehyde zu den
entsprechenden Alkoholen und bengtigt fur die Katalyse den Cofaktor NADPH, der bei der

Reaktion als Hydrid-Donor fungiert.

[11.1.2 Struktureller Aufbau der Aldose Reduktase

Erste Einblicke bezlglich des strukturellen Aufbaus der AR gelangen Rondeau et al. 1992
mit der Kristallisation und Rontgenstrukturanalyse einer Proteinstruktur des Apoenzyms aus
Schweinelinsen.®® Noch im gleichen Jahr wurde auch die erste Kristallstruktur des
Holoenzyms der humanen AR publiziert.?® Seitdem konnten bis heute zahlreiche weitere
Enzymstrukturen, u.a. diverser Protein-Ligand-Komplexe und unterschiedlicher Mutanten der
AR, aufgeklart werden. Mittlerweile wurden tber 100 Proteinstrukturen in der Protein Data
Bank (PDB) hinterlegt.

Die 315 Aminosauren der humanen AR bilden ein (a/B)s-TIM-Barrel aus, das zuerst bei der
Triosephosphat-lsomerase entdeckt worden ist und daher nach diesem Enzym benannt

wurde. Dieses Faltungsmuster setzt sich im Wesentlichen aus acht parallelen B-Faltblatt-
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segmenten zusammen, die den Kern des Proteins bilden und miteinander durch acht
parallele a-Helices verbunden sind, die wiederum antiparallel zu den B-Faltblattern verlaufen
(siehe Abb. 1). Das aktive Zentrum ist in der Nahe des C-Terminus lokalisiert und wird durch
drei Loopsegmente begrenzt. Der Cofaktor NADPH bindet in einer geradlinigen Konfor-
mation an das Enzym, wobei dessen Nikotinamidrest im Zentrum der fassartigen Struktur

platziert wird und das katalytische Zentrum komplettiert.

Abb. 1. Tertiarstruktur der AR. Acht a-Helices (rot) umranden acht zentrale B-Faltblatter (gelb), die
den Kern des Proteins bilden. Die verbindenden Loopsegmente sind in griin dargestellt. Der Cofaktor
NADPH ist im Stick-Modus vornehmlich in grau abgebildet, wobei die Kolorierung den jeweiligen
Atomtypen entspricht.

Das aktive Zentrum der hAR besteht hauptsachlich aus 16 Aminosauren, die eine elliptische
Kavitat ausbilden (siehe Abb. 2). Diese Bindetasche lasst sich wiederum in zwei Subtaschen
mit unterschiedlich ausgepréagter Variabilitat unterteilen, in einen konservierten Bereich, die
sogenannte ,Anionen-Bindetasche® und in eine Region mit erhdhter Flexibilitat, die
,Spezifitatstasche*.®*®” Die Anionen-Bindetasche setzt sich aus den drei Aminosduren Tyr48,
His110 sowie Trplll zusammen und ist in Verbindung mit dem Nikotinamidrest des
Cofaktors NADPH fur die Bindung bestimmter funktioneller Gruppen verantwortlich und
direkt an der Katalyse beteiligt. Komplettiert wird diese Region durch Trp20 und Val47. Die
Uberwiegend hydrophobe Spezifitdtstasche besteht hingegen aus den sieben Aminosauren
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Trp79, Thrll3, Phell5, Phel22, Trp219, Cys303, Tyr309 sowie dem Proteinsegment
Val297-Leu300.

Abb. 2. Darstellung der unmittelbaren Bindetasche der AR mit dem Cofaktor NADPH (PDB-Code
1789).

[11.1.3 Katalytischer Mechanismus

Aldose Reduktase katalysiert mit Hilfe des Cofaktors NADPH die Reduktion verschiedenster
Aldehyde zu den entsprechenden Alkoholen. Bei der Katalyse wird zunachst ein Hydridion
vom C4-Atom des Nikotinamids vom NADPH auf das Carbonylkohlenstoffatom der
Aldehydfunktion Ubertragen. Fir eine vollstandige Reduktion zum Alkohol kommt es
anschlieBend zu einer Protonenlbertragung von einer der Aminosauren des aktiven
Zentrums auf das jeweilige Substrat.

Fir die Katalyse binden die beteiligten Molekiile nacheinander an das Protein. Dabei kommt
es zuerst zur Ausbildung des Enzym-Cofaktor-Komplexes einhergehend mit gréRReren
strukturellen Veranderungen in einem Proteinbereich, der als ,cofactor safety belt”
(Sicherheitsgurt des Cofaktors) bezeichnet wird und dementsprechend der Fixierung des
NADPH dient.?*%°
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AnschlieBend erfolgt die Substratbindung unter Entstehung des terndren Komplexes
vorwiegend durch die Ausbildung eines H-Brickennetzwerks zwischen dem Substrat und
den Aminoséuren der katalytischen Subtasche Tyr48, His110 und Trp111.*® Von welcher
Aminosaure das zweite Proton stammt, das den Katalysemechanismus abschlief3t, konnte
bisher noch nicht eindeutig geklart werden. Eine detaillierte Modellvorstellung der
zugrundeliegenden biochemischen Reaktionen lieferten Cachau et al. auf der Basis
quantenchemischer Berechnungen.” Demnach stammt das zweite Proton von Tyr48. Durch
Polarsierung der Hydroxylgruppe von Tyr48 durch das benachbarte positiv geladene Lys77
kommt es zur Ubertragung des Protons auf His110, das schlieRlich durch erneuten
Protonentransfer fir die Reduktion des Alkoholats verantwortlich ist. Die Hypothese von
Tyrd8 als Protonenquelle konnte sowohl durch kinetische als auch thermodynamische

92,93

Analysen bekraftigt werden. Eine schematische Darstellung des postulierten

Reduktionsmechanismus ist in Abbildung 3 dargestellt.
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Abb. 3. Postulierter Reaktionsmechanismus der katalysierten Aldehydreduktion durch die AR.
Modifiziert nach Cachau et al.** mit freundlicher Genehmigung von EDP Sciences, Les Ulis Cedex A,
Frankreich.

Nach erfolgter Reduktion und Produktfreisetzung ist der Austausch der oxidierten gegen die
reduzierte Form des Cofaktors eine essenzielle Voraussetzung fiir eine erneute Katalyse.
Die dafir notwendigen Konformationsdnderungen, bei der die bei der NADPH-Bindung
induzierten intrinsischen Umstrukturierungen riickgangig gemacht werden, stellt den
langsamsten und dadurch geschwindigkeitsbestimmenden Schritt des Katalyseprozesses
dar.89‘94‘95

Eine Studie von Blakeley et al. lieferte 2008 eine erweiterte Modellvorstellung des
Katalysemechanismus der AR (siehe Abb. 4).*° Basierend auf den Ergebnissen hoch-
aufgeloster Kristallstrukturen sowie Neutronendiffraktionsanalysen in Kombination mit

guantenmechanischen/molekularmechanischen (QM/MM) Methoden, bekréftigte diese
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Studie Tyr48 als Protonenquelle des zweiten Protons und beschreibt dartiber hinaus den
vermeintlich wichtigen Einfluss von Asp43 und Lys77 auf Tyr48 als ein entscheidendes
Interaktionsmuster, das verantwortlich fur die katalytischen Eigenschaften des Enzyms zu
sein scheint. Beide Hypothesen stimmen Uberein, dass die initiale Hydridiibertragung vom
C4-Atom des NADPH Nikotinamidrings erfolgt. Im Unterschied zu dem erstgenannten
Mechanismus dient jedoch Tyr48 nach den Erkenntnissen der Autoren nicht nur als
Protonenquelle des fir eine vollstandige Reduktion bendétigten Protons, sondern agiert auch
als direkter Protonendonor. Eine Beteiligung von His110 bei der Protonenibertragung wird
nicht beschrieben. Demzufolge liegt Tyrd48 nach der Substratumsetzung in deprotonierter
Form vor, was bereits durch weitere unabhangige Ergebnisse kalorimetrischer Unter-
suchungen belegt werden konnte.”” Welcher der beiden postulierten Katalysemechanismen
eher den realen Gegebenheiten entspricht, war zum Zeitpunkt der Anfertigung dieser Arbeit

noch nicht abschlieRend geklart und verblieb als Ziel zukinftiger Forschungsarbeit.
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Abb. 4. Postulierter Reaktionsmechanismus der AR-katalysierten Reduktion von Aldehyden zu den
entsprechenden Alkoholen. Modifiziert nach Blakeley et al.®® mit freundlicher Genehmigung von
PNAS, Washington, D.C., USA; Copyright (2008) National Academy of Sciences, USA.

[11.1.4 Physiologische Bedeutung

Aldose Reduktase katalysiert die Reduktion verschiedener Aldehyde zu den entsprechenden
Alkoholen und verfligt als ein auferst promiskuitives Enzym Uber eine breite Substrat-
spezifitat, die sogar Steroide einschlieRt.”®*° Aufgrund seines breiten Substratspektrums und
des nahezu ubiquitaren Vorkommens im menschlichen Organismus ist das Protein an

zahlreichen Stoffwechselwegen des endogenen Aldehyd-Metabolismus beteiligt. Obwohl die
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physiologischen Funktionen der AR bis heute noch nicht vollstandig aufgeklart wurden,
konnte gezeigt werden, dass der AR je nach Gewebe eine unterschiedliche biologische
Bedeutung zukommt.

Die héchste Konzentration des Proteins befindet sich im inneren Nierenmark.’® Nach den
Erkenntnissen diverser Studien besitzt die AR dort eine osmoregulatorische Aktivitat und ist
an der renalen Homoostase beteiligt.l"l'102 Die Produktion von intrazellularem Sorbitol, als
organischem Osmolyt, fuhrt zu einem Ausgleich des osmotischen Drucks, verursacht durch
extrazellulares NaCl. Die resultierenden physiologischen Auswirkungen dieser Enzym-
funktion in anderen Geweben sind derzeit noch unbekannt. Zahlreiche Untersuchungen an
verschiedenen Zelllinien belegen jedoch eine gesteigerte Expression der AR als Antwort auf
hyperosmotische Stressbedingungen.'31%

In der Samenblase ist AR an der Produktion von Fructose aus Glucose beteiligt, die den
Spermien als Energiequelle dient.®? Aufgrund der katalysierten Reduktion bestimmter giftiger
Aldehyde, wie beispielsweise dem zytotoxischen Methylglyoxal sowie dem hochreaktiven
und mutagenen Acrolein, wird dem Enzym auch eine entgiftende Wirkung zuge-
sprochen.®®7!1% Des Weiteren ist die AR sowohl am Steroid- als auch am Catecholamin-

Metabolismus beteiligt, wie mehrere Studien zeigen.?*** 4

Glukose

Osmoregulation und
Bildung von Fruktose

iiber den Sorbitol-
Stoffwechselweg

Isokortikosteroide

Progesjceron

Steroid- 5 | I , | Katecholamin-
[ Metabolismus ] HlETsE REtliliEee [ Metabolismus ]

Isocaproaldehyd

1 Tm-hydroxy;progesteron 3,4-Diydro-xyphenyl-
glykoaldehyd

Aldehyd-Detoxifikation

3-Deoxyglucoson Methylglyoxal Acrolein 4‘-Hydroxynonenal

Abb. 5. Mutmafiliche physiologische Funktionen der AR. Die Abbildung wurde in Anlehnung an Yabe-
Nishimura® erstellt.
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Fur die beiden erstgenannten Funktionen der AR, der Bereitstellung von Sorbitol bzw.
Fructose aus Glucose, ist die Beteiligung der AR am sogenannten Sorbitol-Stoffwechselweg
von zentraler Bedeutung (sieche Abb. 6)."*> Hierbei katalysiert die AR den ersten und
geschwindigkeitsbestimmenden Schritt, die Reduktion von Glucose zu Sorbitol.
Anschlieend erfolgt eine Oxidation des Sorbitols zu Fructose durch das Enzym Sorbitol
Dehydrogenase (SDH), wobei NAD" als Cofaktor dient.®®%"*%® Nach diesen Erkenntnissen
handelt es sich bei der AR ebenfalls um ein Enzym des Glucose-Stoffwechsels. Wahrend
das Protein in dieser Hinsicht bei normoglykamischen Blutzuckerwerten offensichtlich eine
untergeordnete Rolle zu spielen scheint, &ndert sich dies jedoch deutlich bei Hyperglyk&dmie
(siehe Abschnitt 111.1.5).%®

Hexokinase

Glucose messssmmp Glucose-6-P w Cco,

NADP* NADPH

NADPH NADP* NAD™ NADH
» Sorbitol u ¥ Fructose
Aldose Sorbitol
Reduktase Dehydrogenase

Abb. 6. Glucose-Metabolismus Uber den Sorbitol-Stoffwechselweg. Die Abbildung wurde in
Anlehnung an Yabe-Nishimura® erstellt.

l11.1.5 Pathophysiologie: Bedeutung der Aldose Reduktase bei der Entstehung

diabetischer Folgeerkrankungen

Im menschlichen Organismus wird Glucose bei physiologischen Blutzuckerwerten zunachst,
in Abhangigkeit vom jeweiligen Zelltyp, durch das Enzym Hexokinase bzw. Glucokinase in
Glucose-6-phosphat umgewandelt. Das gebildete Glucose-6-phosphat wird anschlielend
durch Glykolyse oder den Pentosephosphatweg weiter umgesetzt. Aufgrund der niedrigeren
Affinitdt der AR zur Glucose (Kqn: 70 mM), im Vergleich zu den anderen beiden Enzymen,
wird nur ein geringer Anteil der Glucose Uber den Sorbitol-Stoffwechselweg zu Fructose
umgesetzt.'*® Bei Hyperglykdmie kommt es jedoch in Zellen mit insulinunabhéngiger
Glucoseaufnahme zu einer Sattigung der Hexokinasen, einhergehend mit einem
gesteigerten Glucosemetabolismus lber den AR katalysierten Sorbitol-Stoffwechselweg,

wobei bis zu einem Drittel der verfiigbaren Glucose umgesetzt wird.**’
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Durch eine haufige bzw. dauerhafte Verschiebung des Glucosestoffwechsels kommt es
zwangslaufig zu Anderungen des Verhaltnisses zwischen den Edukten und Produkten der
zugrundeliegenden biochemischen Reaktionen. Welche genauen Konsequenzen eine
derartige zellulare Stoffwechselverschiebung auf einzelne Organe mit sich bringt, konnte
trotz intensiver Untersuchungen zum Zeitpunkt des Verfassens der vorliegenden Arbeit noch
nicht abschlieRend geklart werden. Es gilt jedoch als unumstritten, dass dem Sorbitol-
Stoffwechselweg und damit der AR eine besondere Bedeutung bei der Entstehung diverser
diabetischer Folgeerkrankungen, wie Retinopathie, Nephropathie, Neuropathie, Katarakt und
Angiopathie zukommt 118124 98.119-124

Uber die moglichen Ursachen eines gesteigerten Sorbitol-Stoffwechselweges sowie deren
Zusammenhang mit der Entstehung von diabetischen Folgeerkrankungen werden mehrere
Hypothesen diskutiert. Als zentrale pathogenetische Faktoren stehen vor allem die Zunahme
des oxidativen Stresses sowie, in geringerem Mal3e, die Entstehung osmotischer Stress-
bedingungen im Fokus, %12

Vor allem der Zunahme an oxidativem Stress wird eine bedeutende Rolle bei der Entstehung
diabetischer Folgeerkrankungen beigemessen. Aber wie kommt es durch eine verstarkte
Aktivierung des Sorbitol-Stoffwechselweges zur Erzeugung oxidativer Stressbedingungen
und welche Auswirkungen gehen damit einher? Ein Grund fir die Zunahme oxidativer
Stressbedingungen besteht in dem erhéhten Verbrauch der zellularen Vorrate an NADPH
und NAD®, die bei diesem Metabolismus als Cofaktoren der AR bzw. der SDH bendétigt
werden. Da NADPH ebenso als Cofaktor der Glutathion Reduktase fungiert, einem Enzym,
das fur mehrere entscheidende Katalysen, wie der Entgiftung reaktiver Sauerstoffspezies
(ROS) verantwortlich ist, kann es zu einer Einschrankung dessen enzymatischer Aktivitat
und folglich zu einer Verringerung des zellularen Glutathionspiegels kommen.'*” Bei der
Entgiftung reaktiver Sauerstoffspezies, z.B. von Wasserstoffperoxid, entsteht aus zwei
Glutathionmonomeren Glutathiondisulfid, das anschlielend durch die Glutathion Reduktase
wieder zu zwei Glutathionmolekiilen reduziert wird, damit es wieder fir weitere Reaktionen
zur Verfugung steht. Daher ist der Zellschutz vor oxidativem Stress bei gesteigerter
Enzymaktivitat der AR geschwécht.

Im zweiten Schritt des Sorbitol-Stoffwechselweges kommt es bei der Umsetzung von Sorbitol
zu Fructose durch die SDH zur Reduzierung von NAD" zu NADH. Das NADH ist ein Substrat

128 AuRerdem kommt es durch

der NADH Oxidase, die wiederum zusétzliche ROS produziert.
eine Verschiebung des NAD*/NADH-Gleichgewichts zu einem Anstieg des mitochondrialen
Protonengradienten, einhergehend mit einem vermehrten Elektronentransfer auf Sauerstoff,

wodurch weitere reaktive Sauerstoffspezies entstehen.’” Des Weiteren konnte
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nachgewiesen werden, dass erhéhter oxidativer Stress endotheliale Zellschaden verursacht
und dadurch an der Entstehung atherosklerotischer Folgeschéaden beteiligt ist.**

Durch die gesteigerte enzymatische Aktivitdt der AR und der vermehrten Umsetzung von
Glucose zu Sorbitol kommt es, bedingt durch dessen geringe Zellpermeabilitéat, zu einer
intrazellularen Anreicherung des polaren Metaboliten. Diese Problematik betrifft in erster
Linie Zellen und Gewebe mit einem geringen Vorkommen der SDH, da das entstehende
Sorbitol dort nicht ausreichend zu Fructose oxidiert werden kann. Die resultierende
vermehrte zellulare Wasseraufnahme fiihrt zu einem Anstieg des osmotischen Drucks, der
schlieBlich zu Zellschaden fiuhren kann. Hinsichtlich der Entstehung des diabetischen
Katarakts konnte dieser Effekt als entscheidender pathologischer Mechanismus identifiziert
werden.®*1% Unklar ist bisher jedoch, ob bzw. inwieweit dieser Mechanismus bei der
Entstehung weiterer diabetischer Spaterkrankungen beteiligt ist.

Auch die vermehrte Umsetzung von Glucose zu Fructose an sich ist kritisch, da die gebildete
Fructose an der Entstehung glycosylierter Endprodukte (AGE) beteiligt ist. Dabei kommt es
zu pathologischen Veranderungen von Proteinen, deren Funktionen durch entsprechende
kovalente Modifikationen beeintrachtigt werden.'3+*3¢

Eine weitere pathologische Ursache bei der Entstehung Diabetes bedingter Spét-
komplikationen besteht in der Beeinflussung bestimmter Kinase Kaskaden.™®’ Bei erhdhten
Blutzuckerwerten kann es zu einer vermehrten Aktivierung der Proteinkinase C (PKC)
kommen, die besonders an der Entwicklung von GefaRerkrankungen beteiligt ist.*****° Der
Zusammenhang zwischen dem Sorbitol-Stoffwechselweg und einer Aktivierung der PKC
besteht dabei im Diacylglycerol (DAG), das die Kinase aktiviert und dessen Konzentration in
vielen Geweben bei Hyperglykadmie erhoht ist.** Die erhéhte Fructosekonzentration in den
Zellen ist ebenfalls an der Kinaseaktivierung beteiligt, da dessen Metabolite Vorstufen von
DAG darstellen.'*! Ebenfalls existieren Hinweise, dass die PKC durch oxidativen Stress

aktiviert wird.*?

Wie verschiedene Studien belegen, kann durch eine Inhibition der AR einer
unter diabetischen Bedingungen erhohten Aktivierung der PKC entgegengewirkt
werden.'**!* Des Weiteren weisen experimentelle Beobachtungen auf eine Beteiligung einer
Aktivitatserhthung der p38-MAP Kinase als Ursache diabetischer Neuropathie hin.**

Auf der Grundlage dieser Informationen kommt dem Sorbitol-Stoffwechselweg und damit der
AR eine Schlusselrolle in der Entstehung diabetischer Folgeschdden zu, weshalb die AR als
potenzielle pharmakologische Zielstruktur in den Fokus des strukturbasierten Wirkstoff-
designs rickte. Die Ergebnisse von Studien liefern zudem deutliche Hinweise fir eine
Beteiligung der AR an inflammatorischen Erkrankungen, wie Sepsis, Asthma bronchiale,
Uveitis und Krebserkrankungen, so dass Inhibitoren der AR auch fir derartige Erkrankungen

einen therapeutischen Nutzen haben kdnnten.
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[11.1.6 Inhibitoren der Aldose Reduktase

Aufgrund der pathophysiologischen Bedeutung der AR wurde in der Vergangenheit bereits
intensiv an der Ildentifizierung und Entwicklung potenzieller Wirkstoffkandidaten gearbeitet.
Dank dieser Forschungsarbeit ist heute eine Vielzahl potenter Inhibitoren der AR (ARI)
bekannt, die sich trotz struktureller Vielfalt anhand ihrer Konstitution bzw. ihrer hydrophilen

Kopfgruppe in finf Klassen unterteilen lassen:

e Carbonsaurederivate,

e zyklische Imide (Hydantoine),
e Pyridazinone,

e phenolische Verbindungen und

e Naturstoffe (z.B. Anthrachinone und Flavonoide).*?°147:148

Bei der Betrachtung dieser verschiedenen Molekiilklassen stellt sich die Frage nach
bestimmten Strukturmerkmalen, die niedermolekulare Verbindungen als grundlegende
Voraussetzungen enthalten mussen, um an die AR zu binden und in weiterer Folge die
Enzymfunktion zu hemmen. Eine entscheidende Voraussetzung fir eine erfolgreiche
Bindung eines Liganden ist das Vorhandensein einer geeigneten polaren Funktionalitét,
bestehend aus mindestens einer H-Brickenakzeptorfunktion, um innerhalb der Anionen-
Bindetasche an das Makromolekil zu binden. Basierend auf den Erkenntnissen zahlreicher
Kristallstrukturen von AR-Inhibitor-Komplexen lasst sich zusammenfassen, dass alle
bekannten Vertreter durch spezifische Bindung an das aktive Zentrum hemmen. Diese
Beobachtungen legen die Schlussfolgerung nahe, dass die Liganden mit den nativen
Substraten um dieselbe Bindestelle konkurrieren, was einem kompetitiven Inhibitions-
mechanismus entspricht. Fir die Carbonséurederivate ist jedoch bekannt, dass diese die
katalytische Reduktion von Aldehydsubstraten nicht-kompetitiv hemmen, wie anhand des
Inhibitors Alrestatin experimentell gezeigt werden konnte.'*® Die Bindung an den binaren AR-
NADP*-Komplex erfolgt also erst nach der Reduktion des Substrats und der Freisetzung des
Produkts. Diese Erkenntnis wird durch die mit 0,66 A sehr hochaufgeltste Kristallstruktur
1USO des AR-IDD594-Komplexes bekréftigt, bei der sogar einzelne Protonierungszustande
kristallographisch zugeordnet werden konnten.* Aus diesem Grund scheinen, falls dieser
Inhibitionsmechanismus sich auch auf die anderen Substanzklassen Ubertragen lasst, wie
der Name Anionen-Bindetasche andeutet, negativ geladene Ankergruppen von Vorteil zu

sein. Derartige anionische Substrukturen kodnnen neben den notwendigen H-Briicken
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zusatzlich elektrostatische Wechselwirkungen mit dem positiv geladenen Nikotinamidrest
des NADP" ausbilden und dabei zu einer héheren Bindungsaffinitat beitragen.

Neben einer hydrophilen Kopfgruppe besteht die Mehrzahl der ARI aus einem
Linkersegment, welches die Ankergruppe mit einem vorzugsweise aromatischen Ringsystem
verbindet. Die grofite Ausnahme diesbeziglich stellen die Hydantoinverbindungen dar, bei
denen die Kopfgruppe haufig in Form einer Spiroverbindung direkt an das Ringsystem
gebunden ist. In Abbildung 7 sind die Strukturformeln bekannter Vertreter verschiedener
Inhibitorklassen der AR dargestellt. Eine detaillierte Analyse auftretender Protein-Ligand-
Wechselwirkungen findet sich in Abschnitt 111.4.2.1.1.
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Abb. 7. Strukturformeln von AR-Inhibitoren verschiedener Substanzklassen.

Fur die Entfaltung der pharmakodynamischen Wirkung spielen weiterhin die Bioverfligbarkeit
sowie die physiko-chemischen Eigenschaften der Inhibitoren eine entscheidende Rolle.
Wahrend sowohl die Carbonsaurederivate, als auch die Hydantoine vielversprechende
Aktivitaten in in vitro Assays zeigen, besitzen die Hydantoinverbindungen ein vergleichs-

weise hoéheres inhibitorisches Potenzial in in vivo Experimenten. Diese Beobachtungen
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lassen sich anhand der unterschiedlichen Aziditat der beiden Kopfgruppen erklaren. Bei
physiologischen pH-Werten liegen die Carbonsauregruppen aufgrund ihrer niedrigen pKs-
Werte nahezu vollstandig in deprotonierter Form, als Anionen, vor. Diese Polaritat verringert
ihre Fahigkeit, biologische Membranen zu passieren. Im Gegensatz dazu liegen die pKs-
Werte von zyklischen Imiden bei ~9, weshalb sowohl die deprotonierte als auch die
protonierte Form in erheblichen Umfang in vivo vorliegen.™®® Hinsichtlich der Wasser-
l6slichkeit sind auch die in der Mehrzahl der ARI vorkommenden aromatischen Ringsysteme
kritisch zu betrachten, da diese, ohne entsprechende Dekoration mit hydrophilen
Substituenten, verantwortlich fur eine geringe Wasserlgslichkeit sein kdnnen.

Die Resultate mehrerer in vitro sowie in vivo Studien diverser ARIs in unterschiedlichen
Modellsystemen, z.B. unter hyperglykdmischen Bedingungen, suggerieren einen deutlichen
Nutzen einer therapeutischen Anwendung von Inhibitoren der AR.*?#14815115% Trotz intensiver
Forschung auf diesem Gebiet und vielfacher Wirkstoffdesignstudien wurde bisher nur ein
Inhibitor der AR, der Carboxylat-Inhibitor Epalrestat, als ARI zur Marktreife gebracht und in
Japan zur Behandlung der diabetischen Neuropathie zugelassen.®*" Alle weiteren ARIs
scheiterten wahrend der klinischen Prifung entweder aufgrund mangelhafter pharma-
kologischer Effizienz oder schwerwiegender Nebenwirkungen. 2152158159

Aus diesem Grund besteht weiterhin der Bedarf an neuen Wirkstoffkandidaten, um die
Entstehung sowie das Ausmafl} moglicher Folgeerkrankungen bei Diabetes mellitus und
mdglicherweise auch inflammatorischer Erkrankungen zu verhindern bzw. zu reduzieren. Da
Nebenwirkungen haufig durch ungewollte Interaktionen des Wirkstoffs mit anderen Proteinen
entstehen, sollte bei der Entwicklung von Inhibitoren besonders an einer verbesserten
Spezifitdit gegenliber der AR gearbeitet werden, um eine mdglichst hohe Selektivitat zu

erreichen.

[11.1.7 Bindetaschenflexibilitat und Bindetaschenformen der Aldose Reduktase

Die physiologische Aufgabe von Enzymen besteht in der Katalyse biochemischer Reaktionen
durch Erniedrigung der Aktivierungsenergien. Dabei unterliegt das Makromolekil wahrend
Substratbindung, Katalyse und Produktfreisetzung strukturellen Verénderungen. Bei
Enzymen handelt es sich demnach um dynamische Systeme, deren intrinsische Flexibilitat
essenzielle Voraussetzung fur die Austbung ihrer biologischen Funktionen ist. Die AR
reprasentiert ein Protein mit einer ausgepragten Anpassungsfahigkeit im Bereich der

Bindetasche, worauf die hohe Substratpromiskuitét zuriickzufiihren ist.
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Die Vielzahl an verfiigbaren Kristallstrukturen der AR, sowohl vom Holoenzym als auch von
verschiedenen Protein-Ligand-Komplexen, ermdglichte umfassende Untersuchungen der
Bindetaschenflexibilitdt. Eine Studie, die sich mit dieser Thematik auf der Grundlage einer
vergleichenden Kiristallstrukturanalyse in Kombination mit MD Simulationen beschéftigte,
lieferte umfangreiche Einblicke.®’

Das aktive Zentrum der AR besitzt hinsichtlich der Flexibilitdt einzelner Aminoséuren einen
dualen Charakter, bestehend aus einer rigiden, konstanten Subtasche, der Anionen-
Bindetasche, und einem Bereich erhdhter Flexibilitat, der Spezifitatstasche. Der Flexibili-
tatsgrad aller Aminoséauren der unmittelbaren Bindetasche kann Abbildung 8 entnommen

werden.
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Abb. 8. Schematische Darstellung der unmittelbaren Bindetasche der AR, koloriert nach dem
jeweiligen Flexibilitatsgrad. Rigide Aminosduren sind in blau, sehr variable Reste in rot dargestellt.
Modifiziert nach Sotriffer et al.®’ mit freundlicher Genehmigung von John Wiley & Sons Ltd.,
Chichester, England.

Die ausgepréagten adaptiven Effekte der Bindetasche wahrend der Ligandenbindung werden
nur von ungefahr einem Drittel aller Aminosduren der Bindetasche vermittelt, die
ausschlieBlich innerhalb der Spezifitdtstasche lokalisiert sind. Eine entscheidende Rolle
kommt dabei dem hochflexiblen Proteinsegment Val297-Leu300 zu. Besonders Leu300, das
von allen 16 Resten der unmittelbaren Bindetasche die groRte Flexibilitat aufweist, hat

wesentlichen Einfluss auf die Morphologie der Bindetasche. Je nach Konformation und
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Orientierung der Seitenkette vermag Leu300 den Zugang zur Spezifitatstasche zu 6ffnen
oder zu verschliel3en, weshalb Leu300 eine Funktion als eine Art ,Gatekeeper® zukommt
(siehe Abb. 9).

Abb. 9. Konformationsvergleich der Aminosauren des hochflexiblen Proteinsegments Val297-Leu300
der drei Kristallstrukturen 1AHO (griin), 1AH3 (blau) sowie 1USO (gelb). Darstellung der Bindetasche
mit geoffneter Spezifitatstasche der Kristallstruktur 1USO (grau) mit den uberlagerten Leu300-
Konformationen der beiden anderen Proteinstrukturen (LAHO und 1AH3).

Zum Zeitpunkt der Arbeit wurde zwischen drei verschiedenen Hauptkonformationen der
Bindetasche unterschieden, die sich aus einer Konformation mit geschlossener Spezifitats-
tasche und zwei Bindetaschenformen mit getffneter Spezifitdtstasche zusammensetzen
(siehe Abb. 10).

Abb. 10. Vergleichende Darstellung der drei bekannten Bindetaschenkonformationen der AR.
Dargestellt sind die Kristallstrukturen der Komplexe der AR mit Sorbinil (1AHO, griin), Tolrestat (1AH3,
blau) und IDD594 (1USO, gelb).

Bei der ,Holo“-Konformation der AR, z.B. mit dem PDB-Code 1ADS, bei der kein Ligand
gebunden ist, ist das Volumen der Bindetasche gegentber den anderen beiden Formen
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deutlich verkleinert, da die Seitenkette von Leu300 in Richtung Trp79 ragt und dadurch die
Spezifititstasche verschlie3t. Diese Bindetaschenform kommt jedoch nicht nur bei
Kristallstrukturen des Holoenzyms vor, sondern ist ebenso bei einigen Strukturen von AR-
Ligand-Komplexen zu finden, wie beispielsweise dem AR-Sorbinil-Komplex (1AHO). Im
weiteren Verlauf dieser Arbeit wird diese Form der Bindetasche als ,1AHO“-Konformation
bezeichnet.

Die Beobachtung, dass auch die Proteinkonformation mit geschlossener Spezifitdtstasche
eine kompatible Bindetasche darstellt, also einer Ligandenbindung zuganglich ist und
adressiert werden kann, zeigt, dass ,induced fit"-Effekte keine notwendige Bedingung flr
eine Ligandenbindung an die AR darstellen. Das Auftreten struktureller Anpassungen hangt
vielmehr von der Konstitution und den jeweiligen physiko-chemischen Eigenschaften des
gebundenen Liganden ab. So kommt es bei grolReren Bindungspartnern, wie z.B. Tolrestat
(LAH3) und IDD594 (1USO0), aufgrund des erhohten Platzbedarfs zu einer Offnung der
Spezifitdtstasche. Aufgrund der unterschiedlichen Bindemodi, die diese Inhibitoren
einnehmen, resultieren verschiedene Morphologien, welche die beiden anderen
Hauptformen der Bindetasche, die ,1AH3“-Konformation sowie die ,1US0“-Konformation,
darstellen.

Welche genauen biochemischen Zusammenhange bei den beobachteten strukturellen
Effekten eine wesentliche Rolle spielen, kann trotz intensiver Forschung auf diesem Gebiet
noch immer nicht vollstdndig beantwortet werden. Somit kommt es gelegentlich zu
unerwarteten Ergebnissen in Bezug auf die resultierenden Bindetaschenkonformationen neu
entwickelter Liganden, deren Kiristallstrukturen mittels Rontgenstrukturanalyse bestimmt
worden sind. Aus diesem Grund sollten auch weiterhin intensiv Fragestellungen hinsichtlich
ausgepragter Proteinflexibilitdt an diesem Enzym als Modellsystem untersucht werden, um in
Zukunft die genauen Ursachen und Mechanismen verstehen sowie korrekte Vorhersagen

machen zu kénnen.
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1.2 Aufgabenstellung

Die Zielsetzung des ersten Teils der vorliegenden Arbeit bestand darin, die Aussagekraft von
Proteinkonformationen, die durch Molekulardynamik Simulationen generiert wurden, anhand
der Zielstruktur Aldose Reduktase zu untersuchen, einhergehend mit einer Uberpriifung der
prinzipiellen Eignung MD-generierter Proteinkonformationen als Template bei struktur-
basierten Wirkstoffdesignstudien. In diesem Zusammenhang galt es insbesondere zu
untersuchen, ob die erzeugten Proteinstrukturen der Realitat entsprechen, tatsachlich
existieren und adressierbar sind oder ob es sich dabei lediglich um artifizielle Strukturen
handelt. Dieser Teil der hier prasentierten Arbeit kann daher als eine Art Proof-of-Concept
der etablierten Methodik, MD-generierte Proteinkonformationen fiir strukturbasierte
Wirkstoffentwicklung zu nutzen, betrachtet werden.

Fur die Erfullung dieser Zielsetzung wurde eine virtuelle Suche nach neuen Liganden der AR
durchgeflihrt, die als Inhibitoren fungieren und eine neuartige, mit Hilfe von MD Simulationen
generierte Bindetaschenkonformation gezielt adressieren. Durch die beabsichtigte
Stabilisierung dieser neuen Konformation, die zum Zeitpunkt der Arbeit noch nicht
experimentell nachgewiesen werden konnte, sollte diese Bindetaschenform der
Kristallisation in Verbindung mit anschlielender Strukturaufklarung mittels Réntgenstruktur-
analyse zuganglich gemacht werden. Im Rahmen des durchgefiihrten virtuellen Screening-
verfahrens wurden zwei unterschiedliche Strategien in Form eines protein- und eines
ligandbasierten Ansatzes verfolgt, wobei verschiedene Methoden und Verfahren aus dem

Bereich des computergestitzten Wirkstoffdesigns genutzt wurden.
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[1.3 Hintergrundinformationen

Die vorliegende Arbeit basiert auf Erkenntnissen und Hypothesen der Dissertation von
M. Zentgraf*®®. In diesem Abschnitt werden alle fiir die vorliegende Dissertation
entscheidenden Informationen zusammengefasst, um einen Uberblick (iber die Ausgangs-
situation zu geben.

Die Dissertation von M. Zentgraf beschaftigt sich unter anderem mit der Bindetaschen-
flexibilitdt der Aldose Reduktase und den resultierenden Auswirkungen auf das
strukturbasierte Wirkstoffdesign. Eine zentrale Aufgabenstellung dieser Arbeit bestand in
einer Studie zur Untersuchung des Konformationsraumes der Aminosduren des aktiven
Zentrums und der jeweiligen Folgen fir die Morphologie der Bindetasche. Gegenstand der
Studie war eine Kiristallstrukturanalyse sowie eine vergleichende Analyse von zehn MD
Simulationen.

Im Verlauf der Analysen der durchgefilhrten MD Simulationen konnte eine neuartige
Bindetaschenkonformation identifiziert werden, bei der die Spezifitditstasche durch zwei
zusatzlich entstandene Subtaschen erheblich erweitert wird. Eine detaillierte Darstellung der
neuen Bindetaschenform findet sich in Abschnitt I11.3.1. Extrahiert wurde die neue Enzym-
konformation, die zudem die Zielstruktur der vorliegenden Arbeit darstellt, aus der MD
Simulation des Komplexes, bestehend aus AR und einem hochaffinen Pyridazinon-Inhibitor
(Molekiil 1, PDB-Code 1789).'*%'%! Weiterhin wurde bereits von M. Zentgraf der Versuch
unternommen, neue Inhibitoren der AR zu entwickeln, die diese MD-generierte Binde-
taschenkonformation fir eine experimentelle Bestimmung stabilisieren sollten, was im
Rahmen seiner Arbeit aus mehreren Grinden, u.a. der Synthese von nur einer der acht
vorgeschlagenen Verbindungen, noch nicht gelang.

In diesem Zusammenhang sei auch eine von Mylari et al. 2005 publizierte Serie weiterer
Pyridazinon-Inhibitoren der AR erwahnt, zu der auch der im simulierten Komplex gebundene
Ligand 1 gehorte.'®® Die Serie beinhaltete zusétzliche Informationen hinsichtlich weiterer
Liganden (siehe Abb. 11 Molekile 2, 3 und 4), die Uber sterisch anspruchsvollere hydro-
phobe Substituenten anstelle der Methylgruppe des Liganden 1 verfliigen. Fir die Molekile
2-4 wurde bis zum Abschluss der vorliegenden Arbeit noch keine Kristallstruktur bestimmt

und publiziert.
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Abb. 11. Strukturformeln von vier potenten Pyridazinon-Inhibitoren der AR. Die angegebenen ICsq-
Werte stammen aus der Publikation von Mylari et al. von 2005.%?

M. Zentgraf fokussierte sich auf3erdem in seiner Arbeit auf das Phenyl-Derivat 4, dessen
Bindemodus nicht mit dem des urspringlich in der Kristallstruktur 1289 vorliegenden Methyl-
Derivats 1 bzw. generell nicht mit der Bindetaschenkonformation zu vereinbaren schien, da
zwangslaufig erhebliche ZusammenstofRe zwischen dem Phenylring und den Aminosauren
Cys298/Ala299 bzw. Trp79 und Phel22 resultieren wirden (siehe Abb. 12).
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Abb. 12. Darstellung der Bindetasche der Kristallstruktur 1289 mit gebundenem Methyl-Derivat 1 (A)
sowie von zwei hypothetischen Bindemodi des Phenyl-Derivats 4. Zur Veranschaulichung wurde die
Methyl-Gruppe (von Ligand 1) durch den Phenylring von Molekil 4 innerhalb der Kristallstruktur
ersetzt, wodurch es zu offensichtlichen ZusammenstdRen (Clashes) zwischen Ligand und dem
Proteinriickgrat (Cys298/Ala299) kommt (B). C) zeigt einen alternativen Bindemodus von Verbin-
dung 4, bei dem das aromatische Ringsystem in einer durch Rotation um 180° erhaltenen
umgeklappten Orientierung vorliegt und der Phenylring in Richtung Trp79 und Phel22 zeigt, womit
ebenfalls intermolekulare Zusammenst6Re einhergehen wirden.

Um fur diese Verbindung einen potenziellen Bindungsmodus sowie eine geeignete Binde-
taschenkonformation der AR zu identifizieren, wurden verschiedene Dockingstudien durch-
gefuhrt. So wurde das Phenyl-Derivat mit AutoDock3.0 in die drei Haupt-Bindetaschen-
konformationen 1AHO, 1AH3 und 1USO mittels in situ Cross-Dockingsimulationen gedockt.
Dabei konnten jedoch keine plausiblen Bindemodi, die die bekannten Interaktionsmuster
bisheriger ARIs aufwiesen, gefunden werden.

Weiterhin wurde Verbindung 4 in die Kristallstruktur von Verbindung 1 (1Z89) gedockt, woftr
ein mdglicher Bindemodus gefunden werden konnte, der mit bisher bekannten Bindeposen
zu vereinbaren ware. Nach M. Zentgraf waren allerdings aufgrund einiger auftretender zu

geringer Distanzabstdnde zwischen Protein und Ligand, u.a. zwischen dem Phenylring und
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Atomen der Aminosauren Cys298/Ala299, fir eine tatsachliche Bindung einige strukturelle
Anpassungen seitens des Enzyms notwendig.

AbschlieBend wurde fir das Phenyl-Derivat mit Hilfe von Dockingsimulationen nach
potenziellen Bindemodi innerhalb der Bindetasche der MD-generierten Proteinkonformation
gesucht. Hierbei konnte ebenfalls ein sinnvoller Bindungsmodus von dem Programm
AutoDock3.0 berechnet werden, der der Dockinglosung fiir die Kristallstruktur 1289 ahnelte,
bei dem jedoch aufgrund des zusétzlich verfiigbaren Volumens der zwei Subtaschen keine
zu kurzen Protein-Ligand Atomabstande zu beobachten waren. Daher erschien diese
Proteinkonformation fiur die Aufnahme des Phenyl-Inhibitors geeigneter als die Kristall-
struktur 1289 bzw. als eine der drei bereits bekannten Bindetaschenformen zu sein. Auf der
Grundlage der beschriebenen Beobachtungen postulierte M. Zentgraf die Hypothese, dass
das Derivat 4 mdglicherweise in der Lage sei, die neue Subtasche, die sich zwischen dem
flexiblen Proteinsegment Val297-Leu300 und Tyr309 befindet, zu adressieren und zu
stabilisieren.

Des Weiteren versuchte M. Zentgraf bereits Inhibitoren der AR zu entwickeln, die die beiden
neuen Subtaschen der MD-generierten Proteinkonformation adressieren sollten. Um dieses
Ziel zu erreichen wurden acht niedermolekulare Verbindungen vorgeschlagen, die alle Uber
ein Benzodiazepin-Grundgerist und eine Carboxylat-Ankergruppe verfligten. Eines der acht
Molekile wurde wahrend seiner Promotionszeit synthetisiert und dessen inhibitorische
Aktivitat experimentell bestimmt. Das Molekll besal3 jedoch mit einem gemessenen ICgy-
Wert von ~700 uM nur eine sehr geringe Aktivitat bzw. Affinitdt. Bis zum Zeitpunkt der Arbeit
ist keine entsprechende Proteinstruktur der AR veroffentlicht worden, die die potenzielle,
MD-generierte Bindetaschenform zeigt und die von M. Zentgraf aufgestellte Hypothese
belegt.

[11.3.1 Charakterisierung der MD-generierten Bindetaschenkonformation

Die zu stabilisierende Proteinkonformation, die die Templatstruktur dieser Arbeit darstellt,
wurde wahrend einer MD Simulation der Kristallstruktur 1289 generiert, in der die humane
AR als Komplex mit einem hochaffinen Pyridazinon-Inhibitor (Molekul 1) vorliegt. Die neue
Bindetaschenform dieser Struktur zeichnet sich durch eine offene Spezifitatstasche aus und
ahnelt weitestgehend der Bindetasche der Kristallstruktur 1US0O. Diese Tatsache ist nicht
verwunderlich, da die Ausgangsstruktur 1289 auf der die MD Simulation basierte, sich sehr

gut mit der Proteinstruktur 1USO Uberlagern lasst und nur &uf3erst marginale Unterschiede
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existieren. Diese Beobachtung lasst sich mit einem gemessenen RMSD-Wert von nur 0,53 A
beziglich der 16 Aminosauren der unmittelbaren Bindetasche belegen.

Die neue Bindetaschenkonformation weist im Vergleich zu den kristallographisch bestimmten
Proteinstrukturen 1USO bzw. 1789 im Wesentlichen drei charakteristische Unterschiede auf,
die die Aminosduren Trp219, Phel22 sowie den Bereich zwischen Ala299/Leu300 und
Tyr309 betreffen (siehe Abb. 13 A). Gepragt wird die Morphologie dieser Bindetasche vor
allem durch die Existenz zweier Subtaschen, die das Bindetaschenvolumen erheblich
vergroRern und Liganden zusatzlichen Raum zur Verfiigung stellen kdnnten. Durch ein
Umklappen von Phel22 bildet sich im Bereich der Spezifititstasche oberhalb der
Ligandenbindestelle eine hydrophobe Subtasche aus, welche durch die Seitenketten der drei
Aminosauren Trp79, Phell5 und Phel22 begrenzt wird. Die zweite und flir diese Arbeit
entscheidende Subtasche ist in dem Bereich zwischen Tyr309 und der C-terminalen,
hochflexiblen Loopregion Cys298-Leu300 lokalisiert (siehe Abb. 13 B). Durch eine
konzertierte Bewegung der beteiligten Aminosauren, einer Verschiebung des variablen
Peptidriickgrats (Cys298-Leu300) in Richtung Trp219 und einer entgegen gerichteten
Verschiebung des Tyr309 kommt es innerhalb der Spezifitdtstasche zu einer Aufweitung des
Bereichs unterhalb der Ligandenbindestelle. Um die beschriebenen Beobachtungen mit
Messwerten belegen zu kénnen, wurden die Distanzen zwischen der Tyr309 Hydroxylgruppe
und dem C,-Atom von Ala299 und Leu300 sowohl innerhalb der Ausgangsstruktur 1289, als
auch innerhalb der neuen Konformation ermittelt. Im Fall der ,1Z89“-Konformation betragen
die Abstande 4,07 A (Tyr309-Ala299) bzw. 4,72 A (Tyr309-Leu300), wohingegen die
entsprechenden Abstande der MD-generierten Bindetaschenkonformation deutlich gré3er
sind und bei 6,90 A (Tyr309-Ala299) bzw. 6,41 A (Tyr309-Leu300) liegen, was einer
Differenz von 2,83 A bzw. 1,69 A entspricht.
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Abb. 13. A) Uberlagerung der MD-generierten Proteinkonformation (blaugriin) mit der Ausgangs-
struktur 1289 (blauweil3) zur Verdeutlichung struktureller Unterschiede. B) Isolierte Darstellung der
Subtasche unterhalb der Ligandenbindestelle, die durch eine Distanzaufweitung zwischen den
Aminosauren Tyr309 und Ala299/Leu300 entsteht.

Im Rahmen dieser Arbeit ging es ausschlieBlich um eine selektive Adressierung und
Stabilisierung der letztgenannten Subtasche zwischen Tyr309 und Ala299/Leu300. Das Ziel
dabei war es, eine entsprechende Proteinstruktur fir eine Réntgenstrukturanalyse experi-
mentell zuganglich zu machen, um auf diese Weise die postulierte Hypothese der Existenz
dieser Enzymkonformation zu verifizieren.

Zusatzlich zu diesen signifikanten strukturellen Variationen unterscheiden sich die Positionen
des Trp219 in den beiden Strukturen deutlich voneinander, da sich Trp219 in der erzeugten
Konformation in Richtung Solvens verlagert hat und dadurch den Bereich der katalytischen
Subtasche aufweitet. Allerdings ist dieser Unterschied von vergleichsweise geringer
Bedeutung, da die Aminosaure nicht an der Ausbildung relevanter Wechselwirkungen bei der
Ligandenbindung beteiligt ist.

AbschlieBend ist festzuhalten, dass die mittels MD Simulation generierte neuartige
Bindetaschenkonformation der AR durch zwei zusétzliche Subtaschen innerhalb der
Spezifitatstasche maoglichen Inhibitoren zusétzlichen Raum zur Verfugung stellen kann.
Sofern die Hypothese dieser Konformation experimentell belegt werden kann, kdnnte eine
entsprechende Adressierung der Subtaschen mdglicherweise mit einer Affinitatssteigerung
und therapeutisch gesehen mit einer mdglichen Verbesserung des Nebenwirkungsprofils von

derartigen Inhibitoren einhergehen.
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1.4 Vorgehensweise, Ergebnisse und Diskussion

[11.4.1 Vergleichende Dockingstudien von AR-Pyridazinon-Inhibitoren

Wie bereits in Abschnitt [11.3 beschrieben hat M. Zentgraf wahrend seiner Promotion eine
mdgliche neue Bindetaschenkonformation der AR identifiziert und zudem die Hypothese
aufgestellt, dass das Phenyl-Derivat 4 moéglicherweise die neue Bindetaschenform adres-
sieren kénnte. Um die von M. Zentgraf beschriebenen Dockingergebnisse fur dieses Derivat
zu reproduzieren und um dariber hinaus mdgliche Bindemodi der beiden Inhibitoren 2 und 3
zu untersuchen, fur die bis zum Abschluss der vorliegenden Arbeit ebenfalls keine
Kristallstrukturen verdffentlicht worden sind, wurden die drei Molekiile einer Dockingstudie
unterzogen. Dabei wurden die Liganden sowohl in das aktive Zentrum der Kristallstruktur
1789 als auch in die MD-generierte Bindetaschenkonformation eingepasst.

Bevor jedoch die Verbindungen 2-4 in die beiden Enzymbindetaschen eingepasst werden
konnten, wurde ein Re-Dockingverfahren des Methyl-Derivats 1 durchgefihrt. Ein Re-
Docking dient der Validierung der zu wahlenden Einstellungen einzelner Dockingparameter.
Dabei werden die Liganden zunachst aus den jeweiligen Protein-Ligand-Komplexstrukturen
entfernt, um anschlielend mit Hilfe des verwendeten Dockingprogramms wieder in die
Bindetasche eingepasst zu werden. Anhand eines Vergleichs der berechneten Docking-
[6sungen mit dem realen, fur die entsprechende Proteinkonformation experimentell
bestimmten Bindemodus kénnen die Dockingergebnisse validiert werden. Weiterhin kann
dabei durch Anderung einzelner Parameter versucht werden, die Berechnungen
dahingehend zu optimieren den tatséchlichen Bindemodus reproduzieren zu kénnen, um ftr
unbekannte Verbindungen zuverlassige Vorhersagen zu erhalten.

Im Rahmen der Dockingsimulationen wurden anschlieend alle vier Molekile in die
Bindetaschen der beiden Proteinstrukturen 1789 und der MD-generierten Enzym-
konformation gedockt. Da die Aufldsung der Kristallstruktur 1789 von 1,43 A keine
Ruckschlisse auf den Protonierungszustand der Pyridazinongruppe zuldsst, wurde sowohl
die ungeladene als auch die deprotonierte, negativ geladene Form des Pyridazinons

gedockt.

Durchfilhrung der Dockingsimulationen

Die Dockingsimulationen wurden mit dem Programm AutoDock3.0 durchgefuhrt. Als
Proteinstrukturen diente die Kristallstruktur 1289 sowie die MD-generierte Enzymkonfor-
mation. Zunéchst wurden alle Wassermolekile, der Cofaktor und der gebundene Ligand aus

beiden Proteinstrukturen entfernt. Danach wurden den Proteinstrukturen mit Hilfe des
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163,164

Programms Protonate des AMBER Programmpakets polare Wasserstoffatome

hinzugefugt. Anschlie@end diente das interne Tool add_chrgsol der Zuweisung von

Partialladungen (Kollman united-atom partial charges*®'®°

) und Solvatisierungsparametern,
die nach der Methode von Stouten et al.'®” abgeleitet worden sind.

Die Cofaktormolekiile sind unter Verwendung von SYBYL 8.0*® durch Wasserstoffatome
erganzt worden, den Atomen wurden entsprechende Gasteiger-Marsili Ladungen®® zuge-
wiesen und anschliel3end wurden die Molekille im mol2-Format abgespeichert. Danach sind
beide Molekile durch das Modul AutoTors in das pdbg-Format Uberfiihrt worden und dem
Nikotinamidrest wurden manuell entsprechende Solvatisierungsparameter zugewiesen.
SchlieRRlich wurden die Cofaktoren wieder in die Proteinstrukturen integriert.

Fur die Berechnungen der bendétigten Affinitatsgitter ist jeweils eine kubische Box mit
65 x 65 x 65 Gitterpunkten definiert worden. Die Gitterzentren befanden sich bei Trp111, so
dass die berechneten Affinitatsgitter die gesamte Bindetasche umfassten. Als Abstand
zwischen den einzelnen Gitterpunkten wurden 0,375 A gewéhlt, wodurch die Kantenlangen
der Affinitatsgitter 24 A x 24 A x 24 A betrugen. Fur die Gitterberechnung wurde das Modul
AutoGrid verwendet.

Die Liganden 2-4 wurden auf Basis von Verbindung 1, die aus der Kristallstruktur 1289
extrahiert worden ist, mit dem Programmpaket MOE erstellt und im mol2-Format
abgespeichert. Mit SYBYL 8.0 wurden den Liganden Wasserstoffatome hinzugefuigt, wobei
fur jedes Ligandenmolekil eine vollprotonierte und eine Variante, bei der das der
Carbonylfunktion benachbarte Stickstoffatom des Pyridazinons manuell deprotoniert wurde,
erzeugt. AnschlieBend wurden den Liganden Gasteiger-Marsili Ladungen zugewiesen. Um
die intramolekulare Energie der Ausgangskonformationen der Ligandenmolekiile in Richtung
des jeweiligen globalen Minimums zu reduzieren, wurden die Verbindungen in SYBYL 8.0
einem Minimierungsprozess unterzogen. Das dabei verwendete Protokoll nutzte das Tripos
Kraftfeld, die Methode nach Powell, einen Terminierungsgradienten von 0,005 kcal/(moI*A),
sowie eine maximale Anzahl von 1000 Schritten. Danach sind mit Hilfe des Moduls AutoTors
die unmittelbaren Dockingfiles (pdbq) der Liganden erstellt worden, wobei innerhalb der
Liganden aromatische Ringsysteme detektiert, Torsionsbindungen definiert und die Liganden
ausgehend von einer ,all-atom* zu einer ,united-atom“ Darstellung konvertiert wurden.

Das angewandte Dockingprotokoll verwendete eine initiale Populationsgréf3e von 50, eine
Hochstzahl von maximal 3,0 x 10° Energieevaluierungen, eine Mutationsrate von 0,02, eine
Kreuzungsrate von 0,80 und einen Elitismus-Wert von 1. Die Parameter der lokalen Suche,
basierend auf dem Optimierungsalgorithmus von Solis und Wets®® wurden wie folgt gewahlt:
die Wahrscheinlichkeit eine lokale Suche fir ein Individuum durchzufthren betrug 0,06, es

war eine maximale Anzahl an 300 Schritten der lokalen Suche zuldssig, die Anzahl der
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aufeinanderfolgenden erfolgreichen bzw. erfolglosen Schritten, bevor die Gro3e des lokalen
Suchraumes verandert wurde, betrug 4.

Wahrend des Dockingprozesses sind fur jeden Liganden 50 Dockinglaufe des genetischen
Algorithmus durchgefuhrt worden. Die berechneten Bindungsposen wurden gemaf einer
definierten Toleranz von 1,0 A gruppiert. Bei dem durchgefiihrten Re-Dockingverfahren fur
Molekul 1 in die Kristallstruktur 1289 diente der kristallographisch bestimmte Bindemodus

des Liganden als Referenzstruktur fir die RMS-Berechnung.

Ergebnisse und Diskussion

Vorab ist zu erwahnen, dass der Protonierungszustand des Pyridazinons in den durchge-
fuhrten Dockingexperimenten keinen Einfluss auf die Positionierung der Ankergruppe hatte.
In beiden Fallen resultierten plausible Bindungsmodi, welche die Ausbildung der relevanten
Wasserstoffbriicken innerhalb der katalytischen Subtasche ermdglichten. Aus energetischer
Sicht scheint jedoch die deprotonierte Pyridazinonform begiinstigt zu sein, da einerseits die
Ausbildung der dritten wichtigen H-Brucke mit der Seitenketten NH-Gruppe des Trplll
ermoglicht wird. Zudem konnen ladungsgestitzte Wechselwirkungen zwischen dem
negativen Pyridazinonrest und dem positiv geladenen Nikotinamidrest des Cofaktors NADP*
eingegangen werden und zu einem weiteren Gewinn an freier Bindungsenergie beitragen.
Die nachfolgend diskutierten Ergebnisse beziehen sich aus diesem Grund auf die Docking-

[6sungen der deprotonierten Pyridazinonform.

Dockingstudie anhand der Kristallstruktur 1789

Die erzielten Resultate des Re-Dockingverfahrens der Verbindung 1 waren &ufRerst
zufriedenstellend. Das verwendete Dockingprogramm AutoDock3.0 konnte mit den
gewahlten Einstellungen den Bindemodus von 1 innerhalb der Proteinstruktur 1789
durchweg reproduzieren (siehe Abb. 14). Alle 50 Dockinglésungen bildeten ein Cluster wobei
die auf Rang 1 gefiihrte Dockinglésung lediglich einen RMSD-Wert von 0,35 A aufwies.

Auch fur Verbindung 2 konnte ein plausibler Bindemodus generiert werden, der dem
Bindemodus von 1 entsprach. Die erhaltenen Dockinglésungen fir die Molekile 3 und 4
wiesen hingegen einige Abweichungen zu den Bindemodi von 1 und 2 auf. In Analogie zu
dem experimentell bestimmten Bindungsmodus des Liganden 1 nahmen die Docking-
[6sungen der Molekile 3 und 4 Bindungsmodi ein, bei denen die Pyridazinon-Kopfgruppen
die Anionen-Bindetasche adressierten und dabei essenzielle H-Briicken mit den
katalytischen Resten ausbildeten, wahrend die aromatischen Ringsysteme die Spezifitits-

tasche besetzten. Der vergleichbar gréRte Unterschied zu den Bindungsmodi von 1 und 2
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bestand in der Positionierung der Sulfonylgruppe, der Verbindung zwischen Ankergruppe
und Bizyklus. Dieser Molekilteil war bei 3 und 4 nach oben in Richtung Trp79 verschoben,
einhergehend mit einer leichten Neigung des aromatischen Ringsystems, was notwendig
war, um den voluminéseren Isopropyl- bzw. Phenylsubstituenten entsprechend zu platzieren.
Bei einem Bindemodus analog zu Molekll 1 kdme es ansonsten zu einem Zusammenstol3
mit der Seitenkette von Leu300.

Der fur Verbindung 4 erhaltene Bindemodus entsprach weitestgehend der von M. Zentgraf
beschriebenen Dockinglésung, jedoch bestanden geringfugige Unterschiede in der
Orientierung sowie Positionierung des Phenylrings. Der Phenylring wurde durch die
gewahlten Einstellungen glnstiger positioniert, weshalb die von M. Zentgraf beobachteten
kurzen Abstande zwischen dem Phenylring und Ala299, Trp219 und Cys298 insgesamt
grol3er ausfielen als beschrieben. Bei der auf Rang 1 gefihrten Dockinglésung besetzte der
Pyridazinonrest eine identische Position, verglichen mit den Bindemodi der anderen
Liganden, jedoch war dabei das Pyridazinon um einen 45° Winkel verdreht. Eine Interaktion
mit Trplll wurde durch die eingenommene Konformation nicht ermdglicht. Auf den
Positionen 7-9 des ersten Clusters (10 Konformere) fanden sich hingegen Bindemodi, die
Uber die korrekte Orientierung der Pyridazinongruppe verfugten und die Ausbildung aller

relevanten Wasserstoffbriicken mit Tyr48, His110 und Trp111 ermdglichten.
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Abb. 14. Dockinglésungen der vier Pyridazinon-Inhibitoren innerhalb der Bindetasche der Protein-
struktur 1Z89. A) Uberlagerung der Dockinglosung fiir Verbindung 1 (hellorange) mit dem
kristallographisch bestimmten Bindemodus (hellgrau). B-D) Darstellung der Dockingldsungen der
Inhibitoren 2-4.

Dockingstudie anhand der MD-generierten Enzymkonformation

Die an der MD-generierten Bindetaschenkonformation durchgefiihrten Dockingexperimente
lieferten fir die Moleklle 1 und 2 nahezu identische Bindemodi im Vergleich zu denjenigen,
die fur die Kristallstruktur 1289 resultierten. Im Gegensatz dazu unterschieden sich die
berechneten Bindeposen der Verbindungen 3 und 4 von jenen der Kristallstruktur (siehe
Abb. 15). Das durch zwei zuséatzliche Subtaschen innerhalb der Spezifitdtstasche bereit-
gestellte erhdhte Bindetaschenvolumen dieser Proteinkonformation wurde von beiden
Liganden genutzt. Fir beide Molekile konnten plausible Bindemodi generiert werden, wobei

der Isopropyl- bzw. Phenylrest genau innerhalb der neuen Subtasche zwischen Tyr309 und
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Ala299/Leu300 platziert worden ist. Die Position des Grundgeristes von 3 entsprach dabei
exakt der von Verbindung 1, die wahrend der MD Simulation erzeugt wurde. In dem von
Verbindung 4 eingenommenen Bindemodus war das gesamte Molekdl leicht in Richtung
Thrl14 der Spezifititstasche verschoben, wodurch der Phenylring optimal innerhalb der
Subtasche platziert wurde. Trotz der Molekulverschiebung konnten alle fir die Bindung
wichtigen H-Bricken zwischen dem Pyridazinonrest und der Anionen-Bindetasche aus-
gebildet werden.

Diese Dockingergebnisse zugrundelegend, kénnte das Phenyl-Derivat 4 tatséchlich einen
Kandidaten darstellen, der die MD-generierte Bindetaschenkonformation adressieren und
dabei die zusatzliche Subtasche zwischen Tyr309 und der flexiblen Loopregion Val297-
Leu300 besetzen kdnnte, um diese Proteinstruktur experimentell nachweisbar zu machen.
Aus diesem Grund diente dieser Inhibitor in der weiteren Arbeit als Templat fur eine

ligandbasierte virtuelle Datenbanksuche.

A B

Abb. 15. Dockinglésungen der Pyridazinon-Inhibitoren 3 (A) und 4 (B) innerhalb der MD-generierten
Bindetaschenkonformation.

l11.4.2 Computergestitzte ldentifizierung neuer Inhibitoren der Aldose
Reduktase fir eine gezielte Stabilisierung einer neuen Bindetaschen-

konformation

In diesem Abschnitt soll nun die angewandte Vorgehensweise beschrieben werden, mit der
Kandidatenmolekile aus verschiedenen Moleklldatenbanken identifiziert werden konnten,

die strukturell geeignet erschienen, eine neue Bindetaschenkonformation der AR spezifisch
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Zu adressieren und zu stabilisieren. Fur die Identifizierung der niedermolekularen Verbin-
dungen wurden zwei verschiedene, sich gegenseitig ergdnzende, Strategien verfolgt.
Zunéchst wurde ein proteinbasierter Ansatz durchgefuhrt, bei dem strukturelle und physiko-
chemische Informationen der dreidimensionalen Proteinstruktur zur Ableitung bestimmter
Anforderungen an potenzielle Liganden, hinsichtlich der Konstitution und dem Vorhanden-
sein notwendiger Funktionalitaten, verwendet wurden. Anhand dieser Richtlinien wurden
Pharmakophormodelle erstellt, die wahrend der virtuellen Datenbanksuche als Filterkriterien
fungierten. Zudem wurde ein ligandbasierter Ansatz durchgefiihrt, bei dem der bekannte
ARI, Pyridazinon-Inhibitor 4, als Referenzligand diente.

Im Anschluss wurden die identifizierten Molekile mittels Dockingsimulationen auf mdgliche
Bindemodi sowie ihrer Bindungsaffinitaten bezuglich der neuen Bindetaschenkonformation
untersucht. Fir eine genauere Affinitatsbeurteilung wurden fir jede Verbindung zudem
weitere Vorhersagen durch Anwendung einer alternativen Bewertungsfunktion berechnet.
Um der ausgepragten Bindetaschenflexibilitadt der AR Rechnung zu tragen wurden
abschlieRend alle Molekile durch Cross-Dockingexperimente beziglich ihrer Selektivitat
gegenuber der MD-generierten Konformation analysiert.

Nach eingehender Auswertung der durchgefuhrten Analysen wurden schlie3lich die
vielversprechendsten, kommerziell verfugbaren Kandidatenmolekile bei verschiedenen
Anbietern fir die experimentelle Uberpriifung der postulierten Hypothesen bestellt. Eine

Ubersicht tiber die angewandte Vorgehensweise liefert Abbildung 16.
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Kinetik-Messungen,

Kristallisationund Proteinstruktur
Rontgenstrukturanalyse

experimentelle

Bindetaschenanalyse

Uberpriifung

Auswahl der Auswahlund
Kandidaten- Definition von

molekile Filterfunktionen

Cross- virtuelle
Dockingexperimente Datenbanksuche
Molekiilauswahl fur Dockingsimulationen Protein-und
Selektivitdtsuntersuchungen und Ligandenaufbereitung

Re-Scoringverfahren

Abb. 16. Uberblick iiber die angewandte Vorgehensweise zur ldentifizierung neuer Liganden der
Aldose Reduktase mittels virtuellem Screening.

[11.4.2.1 Proteinbasierter Ansatz

[11.4.2.1.1 Vergleichende Strukturanalyse verschiedener AR-Ligand-Komplexe

Die Folgen und das Ausmal3 der erhohten Rezeptorflexibilitit der AR wurden bereits
ausfuhrlich  durch  Kiristallstrukturanalysen und molekulardynamische Simulationen
untersucht.?” Bei der im Rahmen der vorliegenden Arbeit durchgefilhrten vergleichenden
Proteinstrukturanalyse lag der Fokus hingegen auf der Identifizierung Gbereinstimmender
Bindemotive verschiedener AR-Inhibitoren sowie bestehender struktureller Differenzen
zwischen der Bindetasche der Zielkonformation und den anderen bekannten Bindetaschen-
konformationen.

Die Analyse von Protein-Ligand-Wechselwirkungen diente dem Zweck essenzielle
Funktionalitaten bzw. bestimmte Substrukturen fir die gesuchten Liganden abzuleiten, damit
diese zum Einen an das aktive Zentrum der AR binden und zum Anderen einen bestimmten
Bindemodus einnehmen, der prinzipiell geeignet ist die neuartige Konformation zu
adressieren. Informationen Uber zusatzliche, neben den offensichtlich vorhandenen
Strukturunterschieden zwischen der MD-Struktur und den untersuchten Kristallstrukturen
waren hingegen wichtig um diese mdglicherweise fir Affinitdtsvorteile und eine erhohte

Selektivitdt der gesuchten Liganden zugunsten der Zielkonformation nutzen zu kénnen und
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bei der Erstellung von Pharmakophormodellen explizit zu bertcksichtigen. Diese Studie
lieferte hilfreiche Informationen und war essenziell fir die spatere Postulierung
verschiedener Pharmakophorhypothesen (siehe Abschnitt 111.4.2.1.3) und war daher fur das
weitere Vorgehen unverzichtbar.

Die fur diese Untersuchung verwendeten Kristallstrukturen der AR-Ligand-Komplexe bzw.
der Holostruktur stammen aus der Protein Data Bank. Bei der Auswahl geeigneter
Proteinstrukturen wurden ausschlielich Strukturen mit einer Aufldsung von <25A
berticksichtigt. Daneben war es wichtig mit den ausgewahlten Kiristallstrukturen das
Spektrum der verschiedenen bekannten AR-Konformationen abzudecken. Weiterhin wurden
keine Strukturen mit Mutationen innerhalb der 16 Aminosauren der unmittelbaren
Bindetasche verwendet. Der analysierte Satz an Proteinstrukturen umfasste neben der MD-
generierten Proteinkonformation insgesamt 14 Kristallstrukturen, von denen 12 Strukturen
die humane und 2 Strukturen die porcine AR zeigen (siehe Tab. 1). Aufgrund der hohen
Sequenzidentitdt von insgesamt 86,3% unterscheiden sich die Bindetaschen der beiden
Enzyme lediglich durch den Austausch von Phel21 durch Pro und Leu301 durch Met, wovon
jedoch keine der 16 Aminosauren der unmittelbaren Bindetasche betroffen ist. Aufgrund
dessen ist die Verwendung porciner Strukturen innerhalb dieser Untersuchung durchaus
sinnvoll. Fir die Visualisierung sowie fir die Uberlagerung der dreidimensionalen
Kristallstrukturen auf die Templatstruktur wurde das Programm PyMOL* (Version 0.99)
verwendet. Der Fokus der Analyse lag dabei vorrangig auf den Aminosauren der unmittel-
baren Bindetasche (siehe Abschnitt I11.1.2).

Die Analyse der 14 Kristallstrukturen bestatigte die in der Literatur beschriebene Zweiteilung
der Bindetasche in einen rigiden Bereich, die Anionen-Bindetasche, und eine plastische
Region, die Spezifitatstasche, die bei der Ligandenbindung signifikanten strukturellen
Anderungen unterliegt. Die drei Aminosauren Tyr48, His110 und Trp111 der Kkatalytischen
Subtasche sowie der Nikotinamidrest des NADPH zeigen in den verschiedenen Kristall-
strukturen nur minimale bis keine strukturellen Differenzen und bieten konstante
Bedingungen fir die Bindung bestimmter funktioneller Gruppen (siehe Abb. 17). Zwischen
dem Proteinbereich der Anionen-Bindetasche der Kristallstrukturen und der MD-generierten
Proteinstruktur waren keine strukturellen Unterschiede feststellbar, so dass die katalytische
Subtasche in Analogie zu den beobachteten Komplexstrukturen mit entsprechenden
hydrophilen Ankergruppen, wie z.B. Carboxyl-, Hydantoin- oder Pyridazinongruppen, adres-

siert werden kann.
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PDB-Code Ligand Organismus Auflésung [A]

1AHO Sorbinil Schwein 2,30
1AH3 Tolrestat Schwein 2,30
1ADS - Human 1,65

1IEI Zenarestat Human 2,50
1PWL Minalrestat Human 1,10
1T41 IDD552 Human 1,05
1USO IDD594 Human 0,66
1Z3N Lidorestat Human 1,04
1789 Pyridazinoninhibitor Human 1,43
1Z8A Pyridazinoninhibitor Human 0,95
2FZ8 Zopolrestat Human 1,48
2FZ9 Zopolrestat Human 1,60
2FZD Tolrestat Human 1,08
2F2K DEG Human 1,94

MD-Struktur Pyridazinoninhibitor Human -

Tab. 1. Ubersicht tiber die verwendeten AR-Proteinstrukturen der durchgefiihrten Strukturanalyse. Die
Bezeichnung der Kristallstrukturen erfolgt unter Angabe des jeweiligen PDB-Codes.

Abb. 17. Uberlagerung der unmittelbaren Bindetaschen der analysierten AR-Proteinstrukturen.
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Fur die Stabilisierung der MD-generierten Zielkonformation war es weiterhin erforderlich, die
getffnete Spezifitatstasche zu adressieren und mit geeigneten Substrukturen potenzieller
Liganden zu besetzen, um ein VerschlieRen durch die Seitenkette des hochflexiblen
.Gatekeepers® Leu300 zu verhindern. Dariiber hinaus mussten diese Molekllreste in der
Lage sein, eine spezifische, moglichst gut vorhersehbare Orientierung und Position innerhalb
der Spezifitatstasche einzunehmen.

Dieser Aspekt war von besonderer Bedeutung, um die Subtasche zwischen Ala299/Leu300
und Tyr309 mit einem weiteren Molekilrest zu adressieren. Als bewahrte Molekilreste
innerhalb der Spezifitditstasche boten sich aromatische Systeme an, da diese in der
Mehrzahl der analysierten Komplexe parallel zum Trpl11 orientiert vorlagen und dadurch
entsprechende m-n-Kontakte ausbilden konnten. Ein weiterer Vorteil aromatischer bzw. von
Ringsystemen generell besteht in ihrer geringen Flexibilitdt, einhergehend mit einem
geringeren Konformationsraum im Vergleich zu aliphatischen Resten, welche folglich an
entsprechender Position innerhalb des Liganden zu vermeiden waren.

Allerdings ist die Forderung nach aromatischen Systemen an einer bestimmten Position im
Liganden, um die Spezifititstasche zu adressieren und Interaktionen mit Trplll
auszubilden, keine Garantie daflr, eine ,1US0“ahnliche Bindetaschenform zu erhalten, wie
das Beispiel Tolrestat zeigt. Dieser ARI, der wie zahlreiche andere Inhibitoren ebenfalls tGber
einen aromatischen Rest verfigt, zeigt einen Bindemodus, bei dem sich das aromatische
Ringsystem senkrecht mit einer T-férmigen edge-to-face Orientierung zum Trplll
positioniert und eine alternative, charakteristische Bindetaschenform stabilisiert.?® Diese
Beobachtung verdeutlicht sehr gut die Komplexizitat der Aufgabenstellung sowie die
Tatsache, dass potenzielle Bindemodi nicht trivial anhand der Ligandenstruktur vorhergesagt
werden kénnen.

Weitere potenzielle Bindungspartner werden von dem hochflexiblen Proteinriickgratsegment
Val297-Leu300 bereitgestellt, von dem alternierend H-Briickendonoren und -akzeptoren in
Richtung der Bindetasche zeigen. Entsprechende Funktionalititen am Molekulrest, der die
Subtasche zwischen Tyr309 und Ala299/Leu300 adressiert, oder am aromatischen
Ringsystem der Liganden kdnnten mit dem Segment interagieren und zu einer Affinitats-
erhdhung beitragen.

Schlie3lich stehen im Bereich der hinteren Spezifitatstasche die Seitenketten der beiden
Aminoséauren Thr113 und Cys303 als mdgliche Bindungspartner zur Verfiigung. Wahrend die
Position und Konformation von Thr113 der MD-Konformation mit dem entsprechenden Rest
der Kristallstrukturen sehr gut Ubereinstimmten, wies Cys303 eine ahnliche Position, jedoch
mit veranderter Konformation auf, die weiterhin nur in den beiden Strukturen des AR-

Tolrestat-Komplexes zu finden war. Aufgrund der konformationellen Freiheitsgrade der
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Seitenkette des Cys303 erschien es ungeeignet, diesen Unterschied explizit fir eine
Selektivitdtserhbhung ausnutzen zu kénnen. Als Nebenaspekt sei noch zu erwahnen, dass
die Konformationen von Phel22, der Aminosdure dessen im Vergleich zu den
Kristallstrukturen umgeklappte Konformation die zweite Subtasche oberhalb der
Ligandenbindestelle 6ffnete, der MD-generierten Bindetaschenkonformation und der beiden
AR-Tolrestat-Kristall-strukturen die gréf3te Differenz von nahezu 180° zeigten.

Auch der signifikante Unterschied zwischen der MD-Konformation und den Kristallstrukturen
hinsichtlich der Position von Trp219 kam, bedingt durch die solvensexponierte Lage der
Aminosdure am Rand des aktiven Zentrums, fir eine Nutzung zur Selektivitatssteigerung

nicht in Betracht und besal} daher fir das weitere Vorgehen keine Relevanz.

Die durchgefuhrte vergleichende Proteinstrukturanalyse lieferte wichtige Informationen
beziglich essenzieller Bindungspartner seitens des Proteins und gab Aufschliisse daruber,
welche funktionellen Gruppen bzw. Substrukturen in den gesuchten Kandidatenmolekilen
vorhanden sein muissen, um relevante Wechselwirkungen einzugehen. Das Haupt-
unterscheidungsmerkmal zwischen der MD-generierten Bindetaschenkonformation und den
verschiedenen Bindetaschenkonformationen der Kiristallstrukturen liegt, wie bereits in
Abschnitt 111.3.1 beschrieben, in der Existenz zweier zusatzlicher Subtaschen im Bereich der
Spezifitdtstasche. Es konnten einige weitere strukturelle Differenzen festgestellt werden, die
jedoch ungeeignet erschienen, um diese hinsichtlich einer Selektivititserhéhung zugunsten
der Zielkonformation auszunutzen. Daher bestand die einzige Mdglichkeit eine gesteigerte
Selektivitdt der gesuchten Liganden beziglich der Templatstruktur zu erreichen, in der

ohnehin beabsichtigten Adressierung der Subtasche zwischen Ala299/Leu300 und Tyr309.

[11.4.2.1.2 Analyse der Bindetasche hinsichtlich giunstiger Interaktionspunkte

Im Anschluss an die vergleichende Kristallstrukturanalyse wurde die gesamte Bindetasche
der MD-generierten Proteinstruktur beziglich privilegierter Interaktionspunkte fir bestimmte
Atomtypen bzw. funktionelle Gruppen zuklnftiger Liganden, sogenannter hot spots,
untersucht. Die Berechnungen erfolgten mit Hilfe der Programme DrugScore“*® und dem in
dem Softwarepacket MOE>* implementierten Tool Surfaces and Maps. Eine umfassende
Beschreibung der zugrundeliegenden Methodik dieser Art der Bindetaschenanalyse findet
sich in Abschnitt Il.2. Die Untersuchung kann als Erganzung und Uberpriifung der

vorangegangenen Strukturanalyse angesehen werden, die zudem Aussagen lber glnstige
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bzw. unginstige Wechselwirkungsfelder fir Atomtypen erlaubt, die in den Liganden der

Komplexstrukturen nicht vorhanden sind.

Uberpriifung der Vorhersagekraft des Programms DruchoreCSD

Aufgrund der Tatsache, dass keine Inhibitoren der AR im Zeitraum der Arbeit bekannt waren,
die die Templatkonformation adressierten, konnten keine unmittelbaren Liganden-
informationen bei der Erstellung der Pharmakophormodelle bertcksichtigt werden. Umso
wichtiger war die Verlasslichkeit der durchgefiihrten Berechnungen molekularer Interaktions-
felder. Um vorab die Eignung von DrugScore®*® zu uberpriifen bzw. zu ermitteln, ob die
berechneten Interaktionspunkte auch tatsachlich von entsprechenden Ligandenatomen
besetzt werden, wurden verschiedene hot spots fur die beiden Kristallstrukturen 1289 und
1USO berechnet und mit den experimentell bestimmten Positionen der jeweiligen
Ligandenatome verglichen.

Durch Anwendung der entsprechenden HotSpots-Funktion wurden giinstige Wechsel-
wirkungsbereiche fiir die 18 verschiedenen Sonden des Programms berechnet. Die
Berechnungen beruhten jeweils auf den Holoenzymstrukturen, die jeweiligen Liganden
wurden vorab aus den Komplexstrukturen entfernt. Der analysierte Bereich wurde als
guaderférmiges Gitter definiert, das alle Aminosauren sowie Atome des Cofaktors umfasste,
die sich innerhalb eines Radius von 12 A um die urspringlich gebundenen Liganden
befinden. Der Abstand zwischen den Gitterpunkten betrug 0,375 A. Um artifizielle Werte an
den Quaderkanten zu vermeiden, wurde die GittergroRe des Berechnungsbereichs um je 6 A
im Vergleich zum Gitter des Gesamtquaders verringert, wodurch ein Gitter mit den
Kantenlangen 24 Ax21 Ax20A resultierte. Des Weiteren wurden die berechneten
Wechselwirkungswerte fiir eine intuitivere Handhabung auf Werte zwischen 0 bis 1 normali-
siert, wobei 1 dem globalen Minimum (Optimum) entspricht. Dartber hinaus wurden die fir
jeden Probenatomtyp berechneten hot spots in ginstige bzw. ungiinstige Wechsel-
wirkungsfelder unterteilt. Die Visualisierung der Konturoberflachen erfolgte mit dem
Programm PyMOL, wobei die jeweiligen Ergebnisse bei unterschiedlichen Interaktions-
werten, d.h. Konturleveln (K.l.), inspiziert worden sind.

Die Uberlagerungen des Pyridazinon-Inhibitors (1Z89) bzw. von IDD594 (1US0) mit den
identifizierten hot spots zeigten hinsichtlich berechneter und experimentell ermittelter
Atompositionen deutliche Ubereinstimmungen bzw. nur geringfiigige Abweichungen
voneinander (siehe Abb. 18). In Bezug auf die Ligandenmolekile stimmten die identifizierten
Interaktionspunkte fiur das Sondenatom 0.2 (sp*hybridisierter Sauerstoff), also fiir H-
Brickenakzeptoren, sowohl mit den Atomen des deprotonierten Amidstickstoffatoms der

Pyridazinongruppe bzw. mit denen der Carboxylatgruppe Uberein. Ebenso verhielt es sich fir
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die hot spots fur amidischen Stickstoff (N.am), die unter anderem bei der Amidbindung
(IDD594) bzw. dem Amidstickstoff des Pyridazinons lokalisiert sind. Schliel3lich erzielten
auch die Vorhersagen aromatischer Kohlenstoffatome (C.ar) hohe Ubereinstimmungen mit

den Positionen der Kristallstrukturen.

\\,,Z T '/%

Abb. 18. Darstellung zweier AR-Ligand-Komplexstrukturen mit Uberlagerten molekularen Interaktions-
feldern, die durch DrugScore“*® berechnet wurden. Vergleich zwischen experimentell ermittelten
Ligandenatompositionen und entsprechender hot spots anhand der Kristallstrukturen 1Z89/Pyri-
dazinon-Inhibitor (A) und 1US0/IDD594 (B). Die dargestellten Konturen entsprechen den berechneten
hot spots der Sonden A) C.ar (K.I. 0,80; griin), 0.2 (K.I. 0,40; rot), N.am (K.l. 0,58; blau) sowie B) C.ar
(K.l. 0,55; gruin), O0.c02 und 0.2 (K.I. 0,32 bzw. 0,40; rot), N.am (K.I. 0,40; blau).

e 2
—

Hot spot-Analyse der MD-generierten Proteinkonformation

Nach erfolgter Uberpriifung der Eignung des Programms DrugScore“s® wurden in analoger
Weise molekulare Wechselwirkungsfelder fiur die MD-generierte Proteinkonformation
berechnet. Die einzige Anderung bestand darin, dass wahrend der Berechnungen alle
Aminosauren der Bindetasche sowie Atome des Cofaktors innerhalb eines Radius von 20 A
um den urspringlich gebundenen Pyridazinon-Inhibitor, der ebenfalls vorab aus der
Proteinstruktur entfernt worden ist, berticksichtigt wurden. Die Inspektion der generierten hot
spots erfolgte ebenfalls mit PyMOL bei verschiedenen Interaktionswerten.

Um einen generellen Uberblick tiber die bevorzugte Verteilung diverser Atomtypen innerhalb
der neuen Bindetaschenform zu erhalten, wurden zunachst die generierten hot spots aller 18
Sonden bei unterschiedlichen Interaktionswerten visualisiert. Da es jedoch bei der
anschlieenden Postulierung von Pharmakophorhypothesen in erster Linie darauf ankam,
allgemeine physiko-chemische Anforderungen an Kandidatenmolekiille zu formulieren,

anstatt sehr spezifische und dadurch auf3erst restriktive Definitionen, wie z.B. konkrete
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Atomtypen, zu verwenden, erfolgte eine Fokussierung auf folgende charakteristische

Sondenatome:

- C.3 als hydrophobes Ligandenatom,
- C.ar fur die Identifizierung aromatischer Interaktionsfelder,
- 0.2 und O.co2 reprasentieren klassische H-Briickenakzeptoren und

- N.3 und N.am, die vor allem potenzielle H-Briickendonoren reprasentieren.

Die Positionen der berechneten hydrophoben und aromatischen Wechselwirkungsfelder
zeigen deutliche Uberschneidungen und koénnen daher als nahezu identisch angesehen
werden. Bei einem Konturlevel (K.l.) von je 0,60 werden deutliche hot spots an zwei
separaten Regionen angezeigt. Eine Kontur befindet sich in der katalytischen Subtasche
mittig zwischen Trp20 und Trpl11l (a), direkt an der Stelle, an der generell das Ringsystem
der Pyridazinonreste bekannter Inhibitoren bindet. Weitere Interaktionspunkte befinden sich
in Ubereinstimmung mit der Lage aromatischer Ligandensysteme in Komplexstrukturen
zentral innerhalb der Spezifititstasche, gegeniiber Trp11ll (b) und unterhalb der Liganden-
bindestelle, im Bereich der relevanten Subtasche zwischen Ala299/Leu300 und Tyr309 (c).
Weiterhin konnten innerhalb der Bindetasche mehrere Bereiche detektiert werden, die fur die
Besetzung mit hydrophilen Ligandatomen pradestiniert sind, gerichtete Interaktionen mit dem
Protein einzugehen. Fir H-Briickenakzeptoren wurden im Wesentlichen vier Bereiche
identifiziert: Innerhalb der Anionen-Bindetasche, um ein H-Briickennetzwerk mit Tyr48,
His110 und Trplll auszubilden und, wo eine entsprechende Ankergruppe zukinftiger
Liganden binden sollte (d); im Bereich der hinteren Spezifititstasche, geeignet fir eine
Wechselwirkung mit der Seitenkette des Thrl13 (e); innerhalb der relevanten Subtasche fir
mdgliche Interaktionen mit Leu300 und Tyr309 (f) sowie beidseitig benachbart zu Ala299 (g)
(K.l. 0,40).

Fur die Sondenatomtypen N.3 (K. 0,70) und N.am (K.l. 0,60), deren hot spots stell-
vertretend fur alle potenziellen H-Briickendonoren bei dieser Analyse fungierten, wurden
folgende Positionen beobachtet: Innerhalb der katalytischen Subtasche an der Stelle, an der
die Stickstoffatome der Pyridazinon-Ankergruppen liegen (h); in der Spezifitdtstasche
benachbart zum Thrll3 (i) und in der unteren Subtasche zwischen Ala299/Leu300 und
Tyr309 (j), geeignet fir eine Adressierung des Leu300 Sauerstoffatoms sowie im
Eingangsbereich der Bindetasche (k) fur mdgliche Interaktionen mit Ala299.

Als Randnotiz sei abschlieend erwéahnt, dass sich innerhalb der Bindetasche, speziell im
Bereich der Spezifitdtstasche, eine Vielzahl an hot spots fiir Halogenatome finden liel3. Diese

theoretischen Vorhersagen stimmen mit kristallographisch bestimmten Halogenatom-
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positionen der Liganden tberein und erklaren, warum eine Vielzahl bekannter AR-Inhibitoren

Uber mindestens ein Halogenatom verfugt.

A

Abb. 19. Darstellung relevanter Interaktionsbereiche innerhalb der unmittelbaren Bindetasche der
MD-generierten Proteinkonformation. Darstellung der mittels DrugScoreCSD berechneten Interaktions-
punkte fir verschiedene Sondenatome. A) C.3, C.ar (griin) B) 0.2, O.co2 (rot) C) N.3, N.am (blau)
D) Halogenatome Br (rot), F(orange), | (violett) (K.I. 0,65) CI (hellblau) (K.I. 0,28).

Vorhersage gunstiger Wechselwirkungspunkte mit MOE

Erganzend zu der DrugScore“*P-basierten Suche, wurde eine weitere Untersuchung mit dem
im Softwarepacket MOE®** implementierten Tool Surfaces and Maps durchgefiihrt. Die

Ergebnisse dienten in erster Linie als Orientierungshilfen bei der nachfolgenden Erstellung
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von Pharmakophormodellen mit MOE, als auch fiir eine Uberpriifung der bisherigen
Ergebnisse.

Als Bindetaschendefinition dieser Analyse dienten erneut alle Aminosauren innerhalb 20 A
um den urspriinglich gebundenen Liganden. Zunachst wurde eine grobe Unterteilung der
Bindetasche in hydrophobe und hydrophile Bereiche durch Berechnung der Contact
Preference Maps vorgenommen und bei verschiedenen Konturierungsleveln betrachtet. Die
einzelnen Level entsprechen den jeweiligen prozentualen Aufenthaltswahrscheinlichkeiten
des Sondentyps an den Positionen der dargestellten Konturen innerhalb der Bindetasche.
Bei der Analyse wurden ausschlieBlich Konturen mit Aufenthaltswahrscheinlichkeiten
zwischen 90 und 100% begutachtet.

Weiterhin wurden durch Berechnung von Electrostatic Maps elektrostatisch bevorzugte
Positionen fir hydrophobe Reste, H-Brickenakzeptoren sowie -donoren ermittelt und
ebenfalls bei verschiedenen Konturierungsleveln untersucht. Dabei entsprachen die jeweils
dargestellten Felder denjenigen Stellen, an denen der Sondentyp ein definiertes
Interaktionspotenzial besitzt. Die mit MOE berechneten Interaktionspunkte wiesen eine
deutliche qualitative Ubereinstimmung mit den jeweiligen hot spots der vorangegangenen

Untersuchung auf und bestatigten somit deren Ergebnisse.

Durch die Berechnung molekularer Wechselwirkungsfelder mit den Programmen

DrugScore®®P

und MOE wurde die MD-generierte Bindetaschenkonformation hinsichtlich
bestimmter physiko-chemischer Eigenschaften charakterisiert und kartographiert. Die
Identifizierung gunstiger Positionen fir bestimmte Atomtypen bzw. Ligandenfunktionen
innerhalb des aktiven Zentrums bekréaftigte und erganzte die Informationen der
vergleichenden Proteinstrukturanalyse, auf deren Grundlage im nachsten Schritt des

virtuellen Screenings verschiedene Pharmakophorhypothesen postuliert worden sind.

111.4.2.1.3 Pharmakophorhypothesen und virtuelle Datenbanksuchen

Die Umsetzung der Pharmakophorhypothesen in dreidimensionale Pharmakophormodelle
(siehe Abschnitt 11.3.1), die als Suchanfragen und Filterkriterien bei virtuellen Molekuldaten-
banksuchen fungierten, erfolgte mit dem Programmpaket MOE (Version 2007.09). Basierend
auf den Ergebnissen der vorangegangenen Analysen wurden folgende Anforderungen an die

chemische Konstitution der gesuchten Ligandenmolekile gestellt:
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-Vorhandensein einer hydrophilen Kopfgruppe, bestehend aus H-Brickenakzeptoren,
vorzugsweise mit negativer Ladung, um H-Briicken mit den Aminosauren der katalytischen

Subtasche sowie ladungsgestitzte Interaktionen mit dem Nikotinamidrest des NADP

auszubilden (z.B. Carboxyl-, Hydantoin- oder Pyridazinongruppen);

-Offnung der Spezifitatstasche durch ein rigides hydrophobes Fragment, vorzugsweise ein
aromatisches System, um konformationelle Freiheitsgrade der Liganden gering zu halten
und die Ausbildung von n-n-Kontakten mit Trpl1ll zu ermdglichen sowie das Grundgerist

der Liganden an einer bestimmten Position innerhalb der Spezifititstasche zu positionieren;

-Vorhandensein eines hinsichtlich Gréf3e und physiko-chemischer Eigenschaften geeigneten

Substituenten um die neue Subtasche zu adressieren (z.B. einem Phenylring).

Entwicklung des finalen Pharmakophormodells

Unter Beriicksichtigung der postulierten Richtlinien wurden verschiedene Pharmakophor-
hypothesen aufgestellt und mit Hilfe von MOE als Pharmakophormodelle umgesetzt. Dabei
handelte es sich, um einen iterativen Optimierungsprozess, bei dem es stets galt, einen
Kompromiss zwischen ausreichender Spezifitdt und zu hoher Restriktivitat zu finden. Auf der
einen Seite sollten die wahrend der Datenbanksuchen identifizierten Molekile spezifisch
beziglich der Zielkonformation sein, auf der anderen Seite war es winschenswert, eine
Vielfalt verschiedener Grundgeriste (Scaffolds) zu finden.

Nach zahlreichen Entwicklungszyklen, bestehend aus Pharmakophormodellkonstruktion mit
anschlieendem Screening, visueller Analyse der identifizierten Molekille und Modifizierung
der Pharmakophormodelle entstand schlieZlich das in Abbildung 20 sowie Tabelle 2 darge-
stellte Modell.
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Abb. 20. Darstellung des finalen Pharmakophormodells in der Bindetasche der Templatkonformation.

Dieses Pharmakophormodell setzt sich aus insgesamt elf Definitionen zusammen,
bestehend aus zwei Volumina, sieben Pharmakophorfeatures und zwei Bedingungen
(Constraints). Die Platzierung der einzelnen Pharmakophorbestandteile in der Bindetasche
erfolgte anhand der jeweiligen hot spots.

Als Ankergruppe wurde eine Carboxylatgruppe gewahlt, da sich Carboxylate bei vielen
bekannten AR-Inhibitoren bereits bewéahrt haben und zuverlassig an einer spezifischen
Position in der Anionen-Bindetasche binden. Die Definition eines included volumes (V1)
wurde an entsprechender Stelle anhand der berechneten hot spots (d) platziert, um optimale
Wechselwirkungen mit den drei Aminosauren Tyr48, His110 und Trplll sowie dem
Nikotinamidrest des NADP" zu gewabhrleisten. Die Definition des Volumens erfolgte durch
einen SMILES-String.

Um die offene Spezifitatstasche zu adressieren wurde ein feature (F1) mit der Eigenschaft
aromatisch an einer Stelle (b) gegeniber Trplll positioniert, um n-n-Wechselwirkungen
einzugehen. Da diese Anforderung fir eine bestimmte Ausrichtung des aromatischen
Systems unabdingbar war, wurden weiterhin zwei projected features (F2, F3) auf die Zentren
der beiden Ringe des Trplll gesetzt, die zusatzlich dafir sorgten, dass identifizierte
Molektle prinzipiell geeignet waren, die gewlinschten Kontakte tatsachlich auszubilden.
Constraint C1 forderte, dass mindestens entweder F2 oder F3 durch geeignete

Substrukturen der Kandidatenmolekiile adressiert werden mussten. Ein weiteres
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essenzielles feature bildete F4, welches bei Interaktionspunkt (c) innerhalb der Subtasche
Ala299/Leu300-Tyr309 lokalisiert ist und die Besetzung durch aromatische, n-Ring- oder
allgemein hydrophobe Substrukturen forderte. Ein Vergleich des Pharmakophormodells mit
der auf Rang 1 geflhrten Dockingldsung des Pyridazinonderivats 4 beziiglich der Templat-
konformation zeigte, dass die Platzierungen des aromatischen Ringsystems und des
Phenylrings genau mit den Positionen von F1 und F4 Gbereinstimmten.

Neben den Pharmakophorbestandteilen V1, F1 und F4, die das Grundgerist bildeten,
bestand das Modell noch aus drei hydrophilen features, wovon mindestens eins durch
entsprechende Funktionalitaten erfillt werden musste. Zur Ausbildung einer H-Briicke mit
Thr113 wurde F5 im Bereich der hinteren Spezifitdtstasche positioniert (e). Letztlich wurde
der Substituent F4 innerhalb der Subtasche durch die Funktionalitaiten F6 und F7 erweitert,
um gerichtete Wechselwirkungen mit der OH-Gruppe von Tyr309 oder der NH-Gruppe von
Leu300 (F6) einzugehen bzw. um mit dem Sauerstoffatom von Cys298 oder Ala299-NH (F7)
Zu interagieren. Mindestens eins der beiden features musste adressiert werden (C2). Die
Einflhrung dieser drei H-Briickenakzeptor- bzw. -donorfunktionen (F5-7) diente vor allem
einer moglichen Affinitdtserh6hung, der Verankerung an bestimmten Positionen und nicht
zuletzt der Loslichkeitserhéhung der gesuchten Kandidatenmolekiile.

Vervollstandigt wurde das Pharmakophormodell durch zahlreiche excluded volumes, die alle
Aminoséauren der Bindetasche beinhalteten und einen Bereich reprasentierten, innerhalb
dessen keine Atome der Datenbankverbindungen wahrend des Screenings liegen durften,
um als hit identifiziert zu werden. Durch die Definition dieser Volumina war es mdéglich, die
Form der Bindetasche wahrend des Suchprozesses zu imitieren um den fur die Liganden zur
Verfligung stehenden Platz zu begrenzen.

Der deutlich vergrof3erte Abstand zwischen Ala299/Leu300 und Tyr309 bedingt nicht nur die
Entstehung einer Subtasche, sondern auch eine zusatzliche moderate Offnung der
Spezifitdtstasche zum Solvens. Dies fuhrte wahrend den Datenbanksuchen im Rahmen des
Pharmakophormodelloptimierungsprozesses zu einer ldentifizierung mehrerer Liganden, die
Uber volumindse hydrophobe Substituenten (wie z.B. Naphtylreste) verfligten und die bei
Ligandenkonformationen, welche das Pharmakophormodell erfillten, in das Solvens ragten.
Da davon auszugehen war, dass diese Verbindungen mit derartig grof3en Substituenten
aufgrund sterischer Hinderung nicht in der Lage sein wirden, den Eingang der
Spezifitdtstasche in Form des Segments Val297-Leu300 passieren zu kdnnen bzw. dabei zu
gréReren strukturellen Konformationsanderungen der Bindetasche fuihren wirden, war das
Risiko keiner Ligandenbindung sowie der Adressierung einer anderen Proteinkonformation
zu gro3. Auch aus thermodynamischer Sicht hatte die Platzierung einer hydrophoben

Substruktur im polaren Solvens unginstige energetische Auswirkungen. Um einer
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Identifizierung solcher Moleklle vorzubeugen, wurde das Pharmakophormodell fiir die finale
virtuelle Datenbanksuche noch um zusatzliche, manuell platzierte excluded volumes
erweitert, welche die Offnung unterhalb der Subtasche versperrten und die Restriktivitat des
Pharmakophormodells weiter erhdhten.

Damit Datenbankmolekille vom Pharmakophormodell als hits erkannt wurden, mussten die
Verbindungen Uber eine Carboxylatgruppe verfligen, alle essenziellen features aufweisen,
beide constraints erfilllen und eine entsprechende GréRRe besitzen, d.h. es durften keine

Atome innerhalb der excluded volumes liegen.

ID Status Definition Radius [A] Hot spot
V1 essenziell Carboxylat:C(=0)[O-] 1,2 d
F1 essenziell aro 11 b
F2 PiN 1,0 -
F3 PiN 1,2 -
F4 essenziell aro|PiR|Hyd 1,0 c
F5 Akz|Don 1,0 e
F6 Akz 1,0 f
F7 Akz|Don 1,0 g
V2 essenziell exluded volumes variierend -
C1 essenziell at least one F[2,3] - -
C2 essenziell at least one F[6,7] - -

Tab. 2. Uberblick tiber die einzelnen Bestandteile des finalen Pharmakophormodells. Bedeutung der
Abkulrzungen: ,aro“ aromatisches System, ,Akz“ H-Briickenakzeptor, ,Don“ H-Briickendonor, ,Hyd*
hydrophober Rest, ,|* oder, ,PiR* =-Ringzentrum, ,PiN“ dient der Definition eines potenziellen
Interaktionspartners des Liganden von Seiten des Rezeptors und als Vorgabe fiir die Orientierung
eines n-Ringsystems des Liganden.

Pharmakophorbasierte Datenbanksuche

Die bei der Suche nach neuen Liganden der AR durchsuchte Molekildatenbank bestand aus
660.960 leitstrukturdhnlichen Verbindungen, die von der Chemical Computing Group™
(CCG) aus offentlichen Katalogen diverser kommerzieller Anbieter in Form einer MOE-
Datenbank (CCG-Datenbank) zusammengestellt worden sind. Um diese Datenbank fir ein
pharmakophorbasiertes Screening aufzubereiten, wurden von der CCG fur jedes Molekul bis
zu 500 Konformationen durch Verwendung des MMFF94x-Kraftfeldes generiert.

Die virtuelle Datenbanksuche mit dem finalen Pharmakophormodell flhrte zur Identifizierung

von 256 Verbindungen, die alle notwendigen strukturellen Voraussetzungen erflillten. Bei der
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nachfolgenden visuellen Begutachtung der Verbindungen wurde ersichtlich, dass eine
Vielzahl der Molekiile relativ viele rotierbare Bindungen aufwiesen, wodurch jeweils grol3e
Konformationsraume fur diese Verbindungen resultierten. Dementsprechend wirden fir
derartige Molekdile in wassriger Losung zahlreiche Konformere nebeneinander existieren. Je
mehr rotierbare Bindungen in einem Molekll enthalten sind, desto geringer ist die
Wahrscheinlichkeit, dass genau diejenige Ligandenkonformation eingenommen wird bzw.
durch Protein-Ligand-Wechselwirkungen induziert wird, die benétigt wird, um die gewiinschte
Bindetaschenkonformation zu stabilisieren. Weiterhin wird es mit jeder rotierbaren Bindung
fur Dockingprogramme schwieriger aus der potenziell verfugbaren Konformationsvielfalt
plausible Bindungsmodi zu berechnen, wodurch wiederum die Aussagekraft der
Dockinglésungen sinkt. Aus diesem Grund wurde die Entscheidung getroffen, die
Konformationsfreiheitsgrade der Kandidatenmolekiile zu begrenzen und die Anzahl an
zulassigen rotierbaren Bindungen zwischen Schweratomen auf ein Maximum von 5 zu
begrenzen. Durch diesen zusatzlichen Filterschritt, umgesetzt durch Ermittlung der
rotierbaren Bindungen mit MOE, wurde die Anzahl der Kandidatenmolekile von 256 auf 82
Verbindungen erniedrigt. Diese Molekile wurden im nachsten Schritt mit dem Programm
AutoDock3.0 in die MD-generierte Bindetaschenform gedockt, um die potenziellen

Bindungsmodi und Bindungsaffinitdten zu untersuchen (siehe Abschnitt 111.4.3).

[11.4.2.2 Ligandbasierter Ansatz

Als Ergédnzung zum proteinbasierten Ansatz wurde eine ligandbasierte Strategie zur
Identifizierung potenzieller Kandidatenmolekile verfolgt. Da keine experimentell bestatigten
Liganden der MD-generierten Bindetaschenkonformation bekannt waren, stitzte sich der
Ansatz auf die Hypothese, dass der Pyridazinon-Inhibitor 4 (siehe Abschnitt 111.3) einen
moglichen Kandidaten reprasentieren konnte, der die neue Bindetaschenform stabilisiert.
Diese Annahme wurde durch die Ergebnisse vergleichender Dockingsimulationen weiter
bekraftigt (siehe Abschnitt 111.4.1). Daher fungierte Verbindung 4 als Referenzstruktur
wéahrend zwei weiterer Datenbanksuchen, die mit dem Programm FeatureTreesXL'®
(Version 1.1.4) ausgefuhrt worden sind. Das Programm berechnet auf der Grundlage
zweidimensionaler Molekulstrukturen molekulare Ahnlichkeiten zwischen Referenzliganden
und den Verbindungen einer Datenbank. Eine ndhere Beschreibung der Methodik von

FeatureTreesXL (FTreesXL) findet sich in Kapitel 11.3.2.
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[11.4.2.2.1 Aufbau einer Pyridazinon-Moleklldatenbank

Die Intention der ersten ligandbasierten virtuellen Datenbanksuche bestand darin, potenzielle
Kandidatenmolekile zu identifizieren, die in Analogie zu den bekannten AR-Inhibitoren 1-4
(siehe Kapitel 111.3) tber eine Pyridazinonsubstruktur als Ankergruppe verfluigten. Da es in
dem Programm FTreesXL im Gegensatz zu Pharmakophormodellen nicht méglich war, eine
bestimmte Kopfgruppe zu definieren, die in allen gesuchten Verbindungen als notwendige
Grundvoraussetzung enthalten sein sollte, wurde bereits im Vorfeld eine Datenbank, die
ausschlieBlich aus Pyridazinonderivaten bestand, erstellt.

Der erste Schritt des sukzessiven Prozesses bestand darin alle Molekule, die innerhalb des
drug-like Subsets der Molekiildatenbank ZINC 8'° (~5 Millionen niedermolekulare Verbin-
dungen) Uber eine unsubstituierte Pyridazinon-Substruktur verfigten, zu identifizieren. Die
Durchfilhrung bestand in einer 2D-Suche, wofiir das Programm FILTER von OpenEye'’
verwendet worden ist und der SMART-String [cH]1:[cH]c(=O)[nH]n:c1(*) als Referenz diente.
Durch diese Suchanfrage konnten insgesamt 862 Pyridazinonderivate innerhalb der
Ausgangsdatenbank gefunden werden, die im Anschluss mit Hilfe des Tools OMEGA'"? von
2D- in 3D-Moleklile umgewandelt und als ,mol2“-Format abgespeichert wurden.
AbschlieBend wurden alle dreidimensionalen Molekulstrukturen in einer MOE-Datenbank

zusammengefasst.

[11.4.2.2.2 Ligandbasierte Datenbanksuchen mittels FeatureTreesXL

Nach dem Aufbau einer Pyridazinon-Datenbank wurde diese mit dem Programm FTreesXL
und anhand des AR-Inhibitors 4 als Referenzstruktur nach potenziellen Kandidaten-
molekiilen durchsucht. Nach der Berechnung molekularer Ahnlichkeiten wurde die jeweilige
Anzahl resultierender hits fiir einen Ahnlichkeitsbereich von 80 bis 90% in Bezug auf den
Referenzliganden bestimmt (siehe Tab. 3), einhergehend mit einer stichprobenartigen
Inspektion mehrerer Molekulstrukturen, um Zusammenhange zwischen berechneter

Ahnlichkeit und chemischer Konstitution eines Molekiils herstellen zu kénnen.

Ahnlichkeit [%0] 80 81 82 83 84 85 86 87 88 89 90

Hits 111 91 65 46 26 12 8 5 4 4 2

Tab. 3. Ubersicht tiber die Anzahl an Molekilen mit berechneten Ahnlichkeitswerten zwischen 80 und
90% in Bezug auf den als Referenzliganden verwendeten AR-Inhibitor 4.
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Letztlich wurden alle Verbindungen mit einer berechneten Ahnlichkeit von mindestens 80%
gegenuber der Referenzstruktur fir das weitere Vorgehen ausgewahlt, wodurch sich die
Molekilanzahl der Ausgangsdatenbank um ca. 1/8 auf 111 Strukturen verringerte. Nach
dieser Vorauswahl wurden die verbliebenen Verbindungen einer intensiven visuellen
Uberprufung bezuglich der konstitutionellen Eignung, die gewiinschte Proteinkonformation
stabilisieren zu kénnen, unterzogen. Dabei wurden 72 Verbindungen unter Berlcksichtigung
bekannter Interaktionsmotive publizierter AR-Ligand-Komplexe aufgrund ihrer Struktur

(z.B. Grol3e, Fehlen bestimmter Substituenten) als ungeeignet eingestuft (siehe Abb. 21).
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Abb. 21. Uberlagerung des Referenzliganden (AR-Inhibitor 4) mit dem generierten FeatureTree
(links). Beispiele aussortierter Verbindungen (mitte, rechts), die aufgrund ihrer chemischen
Konstitution, in diesem Fall dem Fehlen eines Substituenten fur die Adressierung der Subtasche
zwischen Ala299/Leu300-Tyr309, nicht als Kandidatenmolekiile in Frage kamen.

In Folge dessen blieben aus der erstellten Pyridazinondatenbank lediglich 39 Molekule fur
das weitere Vorgehen Ubrig. Ware man jedoch schon bei der Vorauswahl restriktiver
vorgegangen, indem man ausschlieRlich Verbindungen mit einer berechneten Ahnlichkeit
> 80% ausgewahlt hatte, waren einige vielversprechende Kandidatenmolekile unberiick-
sichtigt geblieben. Diese Beobachtungen zeigen deutlich den Nachteil dieses Verfahrens
gegenldber Pharmakophormodellen unter dem Aspekt, Moleklle zu identifizieren, die alle
Uber eine bestimmte chemische Konstitution verfiigen sollen, da hierbei keine Substrukturen
einer Referenzstruktur als essenziell definiert werden kénnen. Ebenso verdeutlicht dieses
Beispiel die Notwendigkeit der kontinuierlichen kritischen Uberpriifung computergenerierter
Ergebnisse, um gegebenenfalls korrigierend eingreifen zu kénnen.

In Ergdnzung zu dem Screening der Pyridazinon-Datenbank wurde eine weitere
Datenbanksuche mit FTreesXL und Molekil 4 als Referenzligand durchgefiihrt, um die
Anzahl potenzieller Kandidatenmolekile zu erhéhen und um weitere Grundgeriuste zu
identifizieren. Als Molekuldatenbank diente eine arbeitskreisinterne Variante des druglike
Subsets der offentlich zuganglichen ZINC-Datenbank (Version 8), die durch Anwendung

verschiedener Filterkriterien, wie z.B. dem Entfernen hochgradig reaktiver Funktionalitaten
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und weiterer sogenannter unwanted groups, prozessiert worden ist und ~2,9 Millionen
niedermolekulare Verbindungen enthielt.'”® Im Folgenden wird diese Datenbank als Interne-
Datenbank bezeichnet.

Nach entsprechender Bestimmung der fiir jedes Ahnlichkeitsniveau im Bereich zwischen 80
und 95% resultierenden Anzahl an hits sowie einer stichprobenartigen visuellen Inspektion
der Verbindungen von jedem Ahnlichkeitslevel, wurde letztlich die Entscheidung getroffen,
alle 352 Molekiile mit einer Ubereinstimmung von = 90% mittels Dockingsimulationen auf
ihre potenziellen Bindemodi zu untersuchen.

Im Gegensatz zu den vorangegangenen Suchen, wurde diesmal von vornherein darauf
verzichtet, eine bestimmte Funktionalitat als Ankergruppe vorzugeben, was zu einer grof3en

Vielfalt an Grundgeriisten mit potenziell neuen, alternativen und bioisosteren*’

175

Kopfgruppen
fuhrte. Als bioisoster werden in Anlehnung an Alfred Burger-"> Molekile bzw. funktionelle
Gruppen bezeichnet, die bei fast identischer Molekiilform und Volumen sowie einer ungefahr
gleichen Elektronenverteilung ahnliche physikalische Eigenschaften aufweisen und eine
vergleichbare biologische Wirkung besitzen. So sind z.B. Hydroxamsauren, Sulfonsauren,
Phosphonsauren und Tetrazole der Carboxylgruppe bioisostere Funktionalitaten, die als
potenzielle Ankergruppen in Frage kdmen. Um zu gewahrleisten, dass nur Verbindungen mit
potenziell geeigneten Ankergruppen fir das weitere Vorgehen ausgewahlt wurden, war es
notwendig alle Molekile visuell auf das Vorhandensein entsprechender funktioneller
Gruppen zu Uberprifen. Die Mehrzahl der 352 identifizierten Verbindungen verfligte Uber
endstandige Funktionalitaten, die geeignet erschienen, um an die katalytische Subtasche der
AR zu binden. Neben zahlreichen Carboxylaten und verschiedenen Heterozyklen (wie z.B.
Oxole, Triazole, usw.) wurden auch einige Lactame sowie Sulfonamide erfasst. Eine weitere
Bewertung, ob die gefundenen Funktionalitaten tatséchlich geeignete Ankergruppen
darstellen, erfolgte im nachsten Schritt des virtuellen Screenings wahrend der Auswertung
der durch Dockingsimulationen berechneten Bindeposen. Lediglich 35 Verbindungen wurden
bereits vorab verworfen, da diese keine geeignete bzw. keine polare endstandige
Kopfgruppe aufwiesen. Somit blieben noch 317 Verbindungen aus diesem Ansatz flr weitere

Analysen ubrig.

[11.4.2.3 Zusammenfassung der virtuellen Datenbanksuchen

Basierend auf zwei unterschiedlichen Strategien, einem protein- und einem ligandbasierten
Ansatz sowie durch die Anwendung zweier verschiedener Screeningverfahren wurden drei

Molekuldatenbanken, die insgesamt ~3,56 Millionen niedermolekulare Verbindungen ent-
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hielten, spezifisch nach potenziellen Kandidatenmolekiilen durchsucht. Trotz grundlegender
Unterschiede der angewandten Methoden zeigte die Mehrzahl der identifizierten
Verbindungen deutliche Gemeinsamkeiten hinsichtlich des Grundgerusts, das vereinfacht als
T- bzw. Y-artig bezeichnet werden kdnnte (siehe Abb. 22).
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Abb. 22. Reprasentative Beispiele von durch virtuelle Datenbanksuchen identifizierten Verbindungen
mit einer T- bzw. Y-artigen Konstitution.

Der resultierende, 438 Verbindungen umfassende Molekilsatz an virtuellen hits war
detaillierten, computerbasierten Analysen zuganglich und wurde in weiterer Folge bezlglich
des Potenzials, die MD-generierte Proteinkonformation zu adressieren und die Zielsetzung
zu erfillen, naher analysiert. Eine entscheidende Bedeutung kam dabei Dockingsimulationen

zu, bei denen die Molekule als Liganden in die neue Bindetaschenform eingepasst wurden.

I11.4.3 Dockingsimulationen der virtuell identifizierten Verbindungen:

Untersuchung der Bindemodi und Bindungsaffinitaten

Uberprifung der Vorhersagekraft des Dockingprogramms AutoDock3.0 mittels Re-

Dockingexperimenten

Bevor die 438 durch Datenbanksuchen gefundenen Kandidatenmolekiile mit Hilfe von
Dockingverfahren auf Bindemodi und Bindungsaffinitdten hinsichtlich der MD-generierten
Proteinkonformation untersucht werden konnten, galt es das hierfiir ausgewahlte Docking-
programm AutoDock3.0 fur das Zielenzym Aldose Reduktase und insbesondere bezlglich
Liganden mit Carboxylat- oder Hydantoin-Ankergruppen hinsichtlich dessen Vorhersagekraft
Zu Uberprifen. Dabei wurde Uberprift, ob mit den gewdhlten Einstellungen der Docking-
parameter prinzipiell plausible Dockinglésungen generiert werden konnten. Fir diese
Aufgabenstellung wurde abermals eine  Re-Dockingstudie  durchgefihrt  (vgl.
Abschnitt 111.4.1).
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Die Re-Dockingexperimente wurden erneut mit AutoDock3.0 durchgefiihrt und basierten auf
den vier PDB-Strukturen 1AHO, 1AH3, 1USO sowie 2FZ8, wodurch alle drei bekannten
Haupt-Bindetaschenformen berlcksichtigt wurden. Die jeweils angewandte Vorgehensweise
bei der Aufbereitung entsprechender binarer AR-NADP*-Komplexe fiir die Berechnung der
bendtigten Affinitatsgitter, die Aufbereitung der Ligandenmolekille sowie die verwendeten
Dockingprotokolle entsprachen den in Abschnitt 1ll.4.1 umfassend beschriebenen
Ausfiihrungen.

Die drei Inhibitoren Tolrestat, IDD594 und Zopolrestat, die alle Uber eine Carboxyl-
Ankergruppe verflgen, wurden als Carboxylate in das aktive Zentrum gedockt. Weiterhin
wurden fir jeden der vier Liganden jeweils zwei Dockingprozesse durchgefiihrt, wobei
sowohl die Bindungskonformation als auch eine minimierte Ligandenkonformation als
Ausgangspunkte dienten. Der Minimierungsprozess erfolgte mit SYBYL 8.0'%, das dabei
verwendete Protokoll nutzte das Tripos Kraftfeld”® sowie die Methode nach Powell, einen
Terminierungsgradienten von 0,005 kcal/(mol*A) und eine zuldssige maximale Anzahl von
1000 Schritten. Fir jeden Liganden wurden je 50 Dockinglésungen generiert, die
Gruppierung der Bindungsposen erfolgte gemanR einer definierten Toleranz von 1,0 A. Die
Beurteilung der Reproduzierbarkeit reeller Bindemodi sowie der Gute der Dockinglésungen
erfolgte jeweils durch die Berechnung der root-mean-square deviation (RMSD) zwischen den
beiden Dockingldsungen jedes Inhibitors, die von AutoDock3.0 auf Rang 1 geflihrt worden
sind und der jeweils kristallographisch bestimmten Ligandenkonformation. Fir die
Visualisierung der generierten Dockinglosungen wurde PyMOL verwendet. Tabelle 4 liefert

eine Ubersicht der erzielten Resultate der durchgefiihrten Re-Dockingstudien.

PDB-Code Ligand RMSD [A] ClustergrofRe Rangl
1AHO Sorbinil 0,18 50 Lésungen
1AH3 Tolrestat 1,29 23 Loésungen
1USO IDD594 1,81 6 Losungen
1789 Pyridazinon-Inhibitor 0,35 50 Lésungen
2FZ8 Zopolrestat 1,12 38 Losungen

Tab. 4. Ergebnisse der Re-Dockingstudien fur die jeweils nicht-minimierten Ausgangsstrukturen der
Liganden.

Die von AutoDock3.0 generierten Dockinglésungen belegten eindeutig die Eignung der

gewahlten Einstellungen, um plausible Dockinglosungen bekannter AR-Inhibitoren fir die

verschiedenen Bindetaschenkonformationen vorherzusagen, da es die verwendeten
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Einstellungen in funf Fallen durchweg ermdglichten, die experimentell aufgeklarten
Bindemodi nahezu identisch zu reproduzieren. Generell wird in diesem Zusammenhang eine
ermittelte  Abweichung von einem RMSD-Wert unter 2 A zwischen Dockinglésung und
tatsdchlichem Bindemodus als zufriedenstellend angesehen. Die resultierenden Vorher-
sagen der vorab zusatzlich minimierten Ligandenmolekiile entsprachen denen der
unveranderten, nicht minimierten Ligandenstrukturen in Bezug auf berechnete RMSD-Werte
sowie der Gruppierung der Dockinglésungen. Basierend auf diesen Erkenntnissen gelang es
dem Programm auch unter diesen Voraussetzungen, d.h. einer Modifizierung der
Ausgangskonformation durch Minimierung, die tatséchlichen Bindemodi zu reproduzieren

und somit die Eignung des verwendeten Dockingprotokolls zu bestétigen.

Dockingsimulationen der identifizierten Kandidatenmolekiile

Nach der erfolgreichen Uberpriifung der Eignung des Dockingprotokolls mittels Re-Docking-
experimenten wurden schlieBlich die 438 identifizierten Molekile mit dem Programm
AutoDock3.0 in die Bindetasche der MD-generierten Proteinkonformation gedockt.

Die Dockingsimulationen basierten auf den fiir die neuartige Bindetaschenkonformation in
Abschnitt 111.4.1 beschriebenen Affinitatsgittern sowie dem dargestellten und validierten
Dockingprotokoll. Die Aufbereitung der Ligandenmolekule, inklusive Minimierungsprozess,
erfolgte in Analogie zu der bereits beschriebenen Vorgehensweise mit SYBYL 8.0. Um die
Aussagekraft der berechneten Dockingldsungen zu erhéhen und die Strukturinformationen
so gut wie moglich den realen Bedingungen anzupassen, wurden die Protonierungszustande
saurer bzw. basischer Substrukturen aller identifizierten Molekile den pH-Werten des
Inhibitions-Assays (pH: 6,2) und der Kristallisationsbedingungen (pH: 5,0) angepasst. Hierflr
wurde zunachst das Programm ACD/pKa 8.03'° fiir die Abschatzung von pK.-Werten
verwendet. ACD/pKa 8.03 berechnet einzelne pKs-Werte fur alle vorhandenen Dissoziations-
zentren einer niedermolekularen Verbindung in wassriger Losung mit einer lonenstarke von
0 und einer Temperatur von 25°, wobei der restliche Teil des Molekils als neutral angesehen
wird. Die Genauigkeit der Vorhersagen wird mit + 0,2 pKs- bis 0,5 pKs-Einheiten fir
komplexere Strukturen angegeben. Die Modifizierung der Protonierungszustande und Erstel-
lung der jeweiligen Protomere, wobei bei nicht eindeutig vorhersehbaren Protonierungs-
zustédnden alle relevanten Protomere generiert und wahrend der Dockingsimulationen
bertcksichtigt worden sind, erfolgte ebenfalls mit SYBYL 8.0.

Hinsichtlich der vorhandenen Ankergruppen wurden folgende Protonierungszustande
gewdhlt: Alle Saurefunktionen, vor allem Carboxylgruppen, wurden in ihrer deprotonierten
Form an das Enzym gedockt. Dieser Protonierungszustand konnte bereits fur Carboxyl-

ankergruppen durch die hochaufgeloste Kristallstruktur LUSO experimentell belegt werden.
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Ebenso wurden alle Pyridazinone deprotoniert, obwohl bereits die Dockingstudie in
Abschnitt 111.4.1 zeigte, dass der Protonierungszustand des Pyridazinons eine unter-
geordnete Rolle, ohne relevanten Einfluss auf die korrekte Positionierung der Ankergruppe,
spielte.

Fur jeden Liganden wurden 50 Dockingldsungen generiert, die Gruppierung der Bindungs-
posen erfolgte gemaR einer Toleranz von 1,0 A. Die Visualisierung der Dockinglésungen
erfolgte abermals mit PyMOL. Die Auswertung der Dockingergebnisse bestand in einer
visuellen Inspektion der Dockinglosungen aller Ligandenmolekule, wobei tGberprift wurde, ob
die berechneten Bindemodi mit den tatsachlich ausgebildeten Wechselwirkungen bekannter
AR-Inhibitor-Komplexe Ubereinstimmten. Dabei war es wichtig, dass folgende Kriterien,
entsprechend den formulierten essenziellen Pharmakophorpunkten, von den Docking-
I6sungen erflllt wurden: Adressierung der katalytischen Subtasche mit einer polaren Anker-
gruppe, Besetzung der Spezifititstasche durch einen aromatischen Rest sowie Stabili-
sierung der Subtasche zwischen Tyr309 und Val297-Leu300 durch einen geeigneten
Substituenten. Konnten diese Aspekte von der vom Dockingprogramm auf Rang 1 geflihrten
Ldsung bzw. einer energetisch vergleichbaren Losung der untersuchten Verbindungen nicht
erfullt werden, wurde das Molekll von weiteren Analysen ausgeschlossen und verworfen.
Weiterhin wurde wahrend der visuellen Begutachtung ersichtlich, dass fur die Mehrzahl der
Verbindungen plausible Dockinglésungen generiert werden konnten, jedoch erschienen die
Bindemodi einer Vielzahl der potenziellen Kandidatenmolekille ungeeignet, die gewlinschte
Bindetaschenkonformation zu stabilisieren. Fur das weitere Vorgehen wurden wahrend der
visuellen Inspektion derartige Verbindungen aussortiert und nur an Molekilen mit
uberzeugenden Bindeposen festgehalten. Uberraschenderweise waren davon auch zahl-
reiche Molekullen betroffen, denen man aufgrund ihrer 2D-Struktur prinzipiell zugetraut hatte,
die Zielkonformation stabilisieren zu kdnnen. Von den 438 analysierten Verbindungen
blieben lediglich 70 fur weitere Analysen ubrig (siehe Tab. 5). Die Anzahl an Kandidaten-
molekilen wurde durch die Dockingexperimente auf nunmehr 16% des urspriinglichen

Molekulsatzes reduziert.

_ Pharmakophormodell FTreesXL FTreesXL
Screeningansatz o
(CCG-DB) (Pyridazinon-DB) (Interne-DB)
Molekilanzahl 32 8 30

Tab. 5. Ubersicht iiber die Anzahl der verbliebenen Molekiile der jeweiligen Datenbanken (DB) unter
Berucksichtigung der verschiedenen Screeningstrategien.
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Als Fazit bleibt festzuhalten, dass die durchgefihrten Dockingsimulationen ein
entscheidendes Filterkriterium im virtuellen Screeningprozess darstellten und durch die
Vorhersage mdoglicher Bindemodi eine erste detaillierte Beurteilung der identifizierten

Molekile ermdglichten.

[11.4.3.1 Re-Scoring der Dockinglésungen mit SFCscore

Im Anschluss an die Dockingsimulationen, in deren Verlauf bereits erste Bindungsaffinitaten
durch die in AutoDock3.0 implementierte Scoringfunktion ermittelt worden sind, wurden die
erhaltenen Dockinglésungen mit einer alternativen Bewertungsfunktion des Programms

SFCscore (Version 1.0) analysiert.

Uberpriifung der Vorhersagekraft von SFCscore anhand von AR-Inhibitor-Komplexen

Um vorab die Eignung des Programms sowie der Scoringfunktion SFC_290m zu uberprufen,
wurden fur elf AR-Inhibitor-Komplexstrukturen, von denen thermodynamisch- bestimmte
Bindungsaffinitdten vorlagen, mit Hilfe von SFCscore entsprechende pK;-Werte berechnet,
die anschlieend mit den tatsachlichen pKg-Werten verglichen wurden. Die bendtigten pKg-
Werte wurden entweder anhand experimentell bestimmter AG-Werte berechnet oder
stammten aus der Binding Database'’"'"® Die Berechnung der pK-Werte anhand der freien
Bindungsenthalpie erfolgte tber Gleichung 12 mit der idealen Gaskonstanten R und der
absoluten Temperatur T, durch die jeweilige Bestimmung der entsprechenden Bindungs-

kontanten (K,), deren reziproke Werte den Dissoziationskonstanten (K,;) entsprechen.

AG°

K, = e ®T (Gl. 12)

Die Scoringfunktion SFC_290m wurde von allen verfliigbaren Funktionen fir diese Studie
ausgewahlt, da diese Funktion gemal einer Kreuzvalidierung die Funktion mit der gréf3ten
Vorhersagekraft aller mittels multipler linearer Regression abgeleiteten Funktionen von
SFCscore darstellt.

Die Ergebnisse dieser Re-Scoringstudie sind in Tabelle 6 und Abbildung 23 dargestellt. Als
ein Mal fur die Korrelation zwischen thermodynamisch bestimmten pKg-Werten und mittels
SFCscore berechneten pKi-Werten der ausgewahlten AR-Inhibitor-Komplexe, wurde der

guadrierte Pearson-Korrelationskoeffizient R?von 0,54 berechnet.
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PKq PK;

PDB-Code Inhibitor |A| Abweichung [%)]
(ITC) (SFCscore)
1AHO Sorbinil 6,7'"% 7,1* 0,4 5,5
1AH3 Tolrestat 6,7'7% 7,0t 0,3 4,2
1PWM Fidarestat 8,217 7,2 1,0 11,7
1US0 IDD594 7,217 7,5 0,3 4,2
1789 Pyr-Inh 6,0'% 9,1 3,1 51,7
2AGT Fidarestat 6,8'"° 6,5 0,3 4,3
2FZ8 Zopolrestat 8,31 9,2 0,9 11,1
2FZD Tolrestat 6,7'"° 6,9 0,2 3,0
21KH LIT 5,5 6,6 1,1 20,2
2IKI IDD388 7,517 7.8 0,3 4,1
21KJ IDD393 7,417 7,6 0,2 2,2
Mittelwert 0,5+0,4* 7,1+5,6*

Tab. 6. Ubersicht iber den verwendeten Datensatz der mit SFCscore durchgefiihrten Re-
Scoringstudie. Neben der Angabe der verwendeten Kristallstrukturen durch PDB-Code und Namen
der Liganden (Pyr-Inh: Pyridazinon-Inhibitor) werden die thermodynamisch bestimmten pKg und von
SFCscore berechneten pKi-Werte sowie die jeweils resultierende Differenz und prozentuale
Abweichung angegeben. Fir die Berechnung der Mittelwerte blieben die Daten hinsichtlich des AR-
Ligand-Komplexes 1789 unberiicksichtigt (*). ° Experimentelle Messung des pKg-Werts unter
Verwendung humaner AR. * Berechnung des pKi-Werts anhand der porcinen AR.

10,0
9,5 1
9,0 1
8,5
8,0 1
7.5
7.0 1
6,5 1
6,0 -
55
50

berechn. pK;

5,0 55 6,0 6,5 7,0 7.5 8,0 8,5 9,0
exp. pKy

Abb. 23. Darstellung der Ergebnisse der Re-Scoringstudie. Korrelation zwischen thermodynamisch
bestimmten (pKy) und mittels SFCscore berechneten Bindungsaffinititen (pK;) ausgewahlter AR-
Inhibitor-Komplexe. In dem Diagramm blieben die Werte fur den AR-Ligand-Komplex 1289 unbertck-
sichtigt.
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Das Ergebnis in Bezug auf den AR-Pyridazinon-Inhibitor-Komplex 1Z89 stellte einen
Ausreil3er dar und war zudem schwer zu beurteilen, da signifikante Unterschiede zwischen
kinetisch und thermodynamisch bestimmten Affinitdtswerten bestehen, wofir vermutlich
auch Léslichkeitsprobleme mitverantwortlich sind. Einerseits wurde ein pKg-Wert von 6,0,
andererseits jedoch ein plCs,-Wert von 9,1 ermittelt, weshalb auch nicht eindeutig geklart
werden konnte, ob entweder eine deutlich fehlerhafte Vorhersage hinsichtlich der
berechneten Bindungsaffinitdt oder eine &ullerst exakte Berechnung vorlag. Aufgrund der
ansonsten sehr genauen Vorhersagen zwischen berechneten und experimentell bestimmten
Bindungsatffinitaten, belegbar durch eine durchschnittliche Abweichung von nur einer halben
GroRRenordnung und einer Abweichung von unter 10%, konnte zweifelsfrei die Eignung des
Programms SFCscore sowie der verwendeten SFC_290m-Funktion fir die korrekte

Abschétzung reeller Bindungsaffinitditen nachgewiesen werden.

Bewertung der AR-Kandidaten-Komplexe und Durchfiihrung eines Consensus-Scorings

Nachdem die Vorhersagekraft von SFCscore tberpruft worden ist, wurde die SFC_290m-
Funktion verwendet, um die Bindungsaffinititen der ausgewdahlten Molekile beziglich der
Templatkonformation abzuschéatzen. Die durchgefiinrten Berechnungen wurden anhand der
MD-generierten Proteinkonformation sowie der vom Dockingprogramm bestbewerteten
Dockinglésung eines jeden Ligandenmolekiils durchgefiihrt.

Auf der Grundlage der durch AutoDock3.0 und SFCscore berechneten Affinitaten wurde
schlie3lich ein Consensus-Scoring durchgefiihrt, um eine Affinitatsrangliste der Kandidaten-
molekile zu erstellen. Dabei wurden alle Verbindungen sowohl nach den von AutoDock3.0
berechneten AG-Werten, als auch nach den von SFCscore bestimmten pKi-Werten sortiert.
Dabei betrug die jeweils verwendete Toleranz 0,5 Einheiten, d.h. die Differenz zwischen den
Affinitdtswerten zweier Molekile musste >0,5 sein, damit diesen Verbindungen verschiedene
Range zugeordnet wurden. Letztendlich erfolgte die finale Bewertung bezuglich der
potenziellen Bindungsaffinitdt anhand eines Vergleichs des Mittelwerts der zugewiesenen

Réange, in Form einer Consensusrangliste (fur Teilergebnisse siehe Abschnitt 111.4.5).

[11.4.4 Untersuchung der Selektivitat durch Cross-Dockingexperimente

Aufgrund der ausgepragten Plastizitat der AR-Bindetasche ware es fahrlassig gewesen,
anzunehmen, den vermeintlichen Bindemodus eines potenziellen AR-Liganden anhand nur
einer einzigen Enzymkonformation vorhersagen zu kdnnen. Bei Wirkstoffdesignprojekten an

hochflexiblen Zielstrukturen besteht grundsétzlich die Problematik unvorhersehbarer
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struktureller Umlagerungen seitens des Rezeptors durch die Bindung der entwickelten
Liganden, sogenannte ,induced fit“-Effekte, die zu alternativen Proteinkonformationen sowie
unerwarteten Bindemodi fuhren kdnnen. Dieser Effekt soll an dieser Stelle anhand eines
konkreten Beispiels verdeutlicht werden.

Im Rahmen einer strukturbasierten Wirkstoffdesignstudie wurde eine Serie neuer AR-
Inhibitoren als potenzielle Analoga des bekannten Inhibitors Tolrestat entwickelt (siehe
Abb. 24).181
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Abb. 24. Strukturformeln des Inhibitors Tolrestat und zwei weiteren AR-Inhibitoren einer Serie an
Naphthoisothiazolessigsaurederivaten, die als potenzielle Tolrestatanaloga von Da Settimo et al.™®*
entwickelt und 2005 publiziert wurden.

Um die Hypothese zu unterstitzen, dass diese Inhibitoren einen Tolrestat-dhnlichen
Bindemodus einnehmen wirden, wurden Dockingsimulationen anhand der Kristallstruktur
1AH3 des AR-Tolrestat-Komplexes durchgefuhrt, wobei die Dockinglésungen der Molekile
auch tatsachlich Bindemodi vergleichbar dem des Tolrestats zeigten. Im Gegensatz zu der
darauf basierenden Annahme, dass dieser Bindemodus der wahrscheinlichste fir diese
Verbindungen sei, belegten Kristallstrukturen der entsprechenden AR-Inhibitor-Komplexe
jedoch, dass diese Liganden eine Bindetaschenform adressierten, die der des Sorbinils
(LAHO) mit geschlossener Spezifitatstasche ahnelte, und dartber hinaus einen anderen
Bindungsmodus einnahmen.’® Zu diesem Resultat kam ebenfalls eine Dockingstudie, die
mit AutoDock3.0 durchgefuhrt wurde und bei der nicht nur die Kristallstruktur des AR-
Tolrestat-Komplexes, sondern alle drei Haupt-Bindetaschenformen 1AHO, 1AH3 sowie 1USO
verwendet wurden.'®

Um die Proteinflexibilitat der AR in der vorliegenden Arbeit explizit zu berticksichtigen, wurde
daher im nachsten Schritt des virtuellen Screenings eine Selektivitatsuntersuchung der
verbliebenen 70 Molekile durchgefiihrt, um nicht Gefahr zu laufen, Molekile auszuwéhlen,
die an eine alternative Bindetaschenkonformation bevorzugt binden wirden. Die Beurteilung
der Selektivitat erfolgte mittels Cross-Dockingexperimenten. Unter einem Cross-Docking
versteht man das Einpassen von Liganden in die Bindetaschen verschiedener Protein-
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strukturen, Strukturen unterschiedlicher Proteine oder, wie in dieser Arbeit vollzogen, in

unterschiedliche Bindetaschenkonformationen desselben Rezeptors (vgl. Abschnitt 11.4).

Durchfiihrung der Cross-Dockingexperimente

Die Cross-Dockingexperimente wurden wiederum mit Autodock3.0 durchgefihrt und
basierten auf den drei Kristallstrukturen 1AHO, 1AH3 und 1USO. Hierbei wurden die
jeweiligen Affinitatsgitter verwendet, die bereits fur die Re-Dockingstudie in Abschnitt 111.4.3
erstellt worden sind, ebenso wie die dort beschriebenen Dockingprotokolle und
Ligandenfiles. Nachdem fur jede Verbindung 50 Dockinglésungen berechnet und
entsprechend einer definierten Toleranz von 1,0 A in Clustern zusammengefasst worden
waren, wurden die Bindemodi einer jeden Verbindung innerhalb der drei verschiedenen
Bindetaschen betrachtet. Die Visualisierung erfolgte mit PyMOL, wobei die fur die
Selektivitdtsabschatzung zu verwendende Dockinglésung jedes Molekils bestimmt wurde.
Diese Vorgehensweise war notwendig, da, wie die visuelle Inspektion ergab, nicht fir alle
Molekule fur jede Bindetasche sinnvolle Bindemodi auf Rang 1 gefiihrt wurden. Durch diese
Vorgehensweise wurde sichergestellt, dass die Selektivitatsbestimmung nur auf Docking-
I6sungen beruhte, die plausible Bindemotive aufwiesen.

Da die Selektivitdt beziglich einer bestimmten Proteinkonformation direkt mit der jeweiligen
Bindungsaffinitdt korreliert, erfolgte die Abschéatzung der Selektivitat jeweils Uber die
Berechnung der Differenz zwischen den Affinitatswerten (AG), die einerseits fur die MD-
generierte Konformation und andererseits fir die drei Haupt-Bindetaschenformen
resultierten. Auf der Grundlage der ermittelten Werte konnte eine Selektivitatsrangliste
erstellt werden (siehe auch Abschnitt 111.4.5 und Anhang VI.1).

Ergebnisse und Diskussion

Anhand der Selektivitatsrangliste wurden schlie3lich alle Verbindungen mit unzureichendem
Selektivitatsprofil vor der finalen Entscheidungsfindung, welche Molekile fur die
experimentellen Versuche in Frage kommen, aus dem Kreis der Kandidatenmolekile
entfernt. Die abschlieRende Molekillauswahl wurde ausschlie@lich auf Verbindungen
beschrankt, fur die ein Affinitdtsvorteil zugunsten der MD-generierten Konformation
gegenuber mindestens zwei der drei Bindetaschenformen berechnet werden konnte. Als
Folge reduzierte sich die Anzahl der Kandidatenmolekile von 70 auf 45, die diese Vorgabe
erfullten. Innerhalb des resultierenden Molekiilsatzes zeigten 21 Molekile Affinitatsvorteile
zugunsten der Zielkonformation gegeniiber allen drei anderen Bindetaschenformen und 24

zumindest gegenuber zwei der drei bisher bekannten AR-Bindetaschenkonformationen.
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Weiterhin kann konstatiert werden, dass die grof3te Konkurrenz zu der Templatkonformation
von der Bindetasche 1USO ausging, was aufgrund der groRten strukturellen Ahnlichkeit von
allen drei alternativen Proteinkonformationen hinsichtlich der Templatstruktur nicht
verwunderlich erschien (siehe Abschnitt I11.3.1). Auch wurden fir die 1US0-Konformation
insgesamt die meisten und zudem im Durchschnitt deutlich hdhere Affinitatsvorteile
berechnet als fiir die beiden anderen Bindetaschenformen. Aufgrund des offensichtlich
groRten Risikos die 1USO-Konformation anstelle der MD-generierten Bindetaschenform zu
adressieren, erschien es besonders ginstig, wenn die Kandidatenmolekiile an bestimmten
Positionen des zentralen aromatischen Grundgeriistes Uber relativ starre und volumindse
Substituenten verflgten, die aufgrund des vergleichsweise geringeren Volumens der
Spezifititstasche der 1USO-Konformation nicht an diese, sondern an die Templat-
konformation binden koénnten. Dariiber hinaus blieb die Suche nach strukturellen
Gemeinsamkeiten innerhalb des Molekilsatzes der aussortierten, als zu unspezifisch
eingestuften Verbindungen ergebnislos, auf die die unzureichende Selektivitat gegentber
der Zielkonformation hatte zurtickgefuhrt werden kdnnen.

Zusammenfassend lasst sich anhand des Ergebnisses, dass 45 von 70 getesteten
Verbindungen eine gewisse Spezifitdt beziglich der Templatstruktur aufwiesen, die Effizienz
der vorangegangenen Filterschritte belegen, mit deren Hilfe bereits im Vorfeld ungeeignete
Molekile gezielt aussortiert und die Molekillanzahl der Ausgangsdatenbanken deutlich auf

einen Uberschaubaren Kandidatenkreis reduziert werden konnten.

[11.4.5 Finale Molekiilauswahl

Bei der abschlieRenden Auswahl geeigneter Kandidatenmolekile, die Uber das grofite
Potenzial verfugten, die Zielsetzung zu erfillen, galt es alle gesammelten Informationen zu
beriicksichtigen. Da es in der vorliegenden Arbeit in erster Linie nicht um die Entwicklung
neuer hochaffiner Inhibitoren ging, sondern darum, eine neue Bindetaschenkonformation der
AR fir die Kristallisation mit nachfolgender Rontgenstrukturanalyse zuganglich zu machen,
wurde dem Selektivitatsprofil der Molekile als oberstes Auswahlkriterium besondere
Aufmerksamkeit geschenkt. Darliber hinaus spielten weiterhin die berechneten Bindemodi
der Verbindungen sowie die vorhergesagten Bindungsaffinitaten bezliglich der Zielkonfor-
mation eine zentrale Rolle. Bei einer eingehenden Analyse der jeweiligen Dockinglésungen
wurde besonders die Qualitat und Anzahl von gerichteten Protein-Ligand-Interaktionen sowie

die Oberflachen- bzw. morphologische Komplementaritdt untersucht. Zudem spielten die
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intramolekularen Energien der Ligandenkonformationen der Bindemodi eine Rolle, die von

AutoDock3.0 fiir jede Dockinglésung berechnet wurden.

Von den verbliebenen 45 Verbindungen wurden schlieBlich die 12 vielversprechendsten
Molekile mit durchweg Uberzeugenden Bindeposen, die sowohl von AutoDock3.0 und
SFCscore, als auch bei der visuellen Inspektion favorisiert wurden, fiir die experimentellen
Versuche ausgewdéhlt. Abbildung 25 zeigt die Strukturformeln der Kandidatenmolekile.
Tabelle 7 gibt Auskunft Gber die Resultate der jeweiligen Docking- und Cross-Dockingstudie
sowie des Re-Scorings, wobei aus Grinden der Vergleichbarkeit ebenfalls die ent-

sprechenden Werte des Phenyl-Pyridazinon-Inhibitors (PPI) angegeben sind.
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Abb. 25. Strukturformeln der zwdlf ausgewéhlten Kandidatenmolekiile.
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Selektivitatsprofil

Ligand  “CMPHOM G 1aHo 1AH3 1USO PK Sereening:
[kca/mol] (SFCscore) verfahren
[kca/mol]

PPI -9,79 -8,84 -8,47 -9,49 8,6 -
ARL-1 -11,11 -8,95 -9,20 -9,22 8,0 Pharmakophor
ARL-2 -9,67 -8,78 -8,71 -8,52 7,3 FTrees
ARL-3 -8,95 -8,24 -9,21 -8,00 7,1 FTrees
ARL-4 -10,88 -9,38 -9,74 -9.31 8,3 Pharmakophor
ARL-5 -10,90 -8,98 -8,90 -11,72 8,0 Pharmakophor
ARL-6 -11,10 -10,11 -9,94 -11,67 7,7 Pharmakophor
ARL-7 -8,51 -8,01 -7,75 -9,75 6,9 FTrees
ARL-8 -9,00 -8,29 -8,40 -8,23 7,0 FTrees
ARL-9 -9,42 -7,99 -7,82 -9,62 8,0 FTrees
ARL-10 -10,68 -10,44 -9,39 -9,56 8,9 FTrees
ARL-11 -8,63 -8,57 -8,09 -8,01 7,3 FTrees
ARL-12 -8,92 -8,99 -8,10 -7,82 7,9 FTrees

Tab. 7. Zusammenfassung der Ergebnisse der Dockingstudien sowie des Re-Scoringverfahrens der
ausgewahlten Kandidatenmolekile. Neben den durch AutoDock3.0 berechneten Bindungsaffinitaten
hinsichtlich der MD-generierten Proteinkonformation (AG MD-Konf.) werden entsprechende Werte in
Bezug auf die drei bekannten AR-Konformationen als Selektivitatsprofil angegeben. Weiterhin werden
die Ergebnisse der mittels SFCscore durchgefiihrten Re-Scoringstudie hinsichtlich der MD-
Konformation sowie die Screeningverfahren aufgefiihrt, mit denen die jeweiligen Molekiile identifiziert
worden sind.

Zum damaligen Zeitpunkt waren, bedingt durch die sehr begrenzte kommerzielle Verfugbar-
keit der ausgewahlten Molekiile, lediglich die drei Verbindungen ARL-7, ARL-8 und ARL-9
lieferbar. Aus diesem Grund wurde die Entscheidung getroffen, mit Hilfe der Online-
Datenbanksuchmaschine eMolecules'® nach verfiigbaren Analoga der anderen neun
Kandidatenmolekille zu suchen. Im Rahmen dieser Suche konnten drei Derivate mit
marginalen strukturellen Differenzen im Vergleich zu den Originalen identifiziert werden
(siehe Abb. 26). Die Derivate wurden vor der Bestellung ebenfalls allen Analysen
entsprechend der zuvor dargestellten Vorgehensweise unterzogen, um deren Eignung zu
Uberprufen. Die dabei erzielten Ergebnisse korrelierten durchweg mit denen der

Originalverbindungen (siehe Tab. 8).
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Abb. 26. Strukturformeln der drei bestellten Analoga der nicht verfligbaren Originalverbindungen.

Selektivitatsprofil .

. AG MD-Konf. SFCscore Screening-

Ligand AG 1AHO 1AH3 1USO
[kca/mol] pK; verfahren

[kca/mol]

ARL-4a -11,08 -8,89 -9,39-11,35 7,9 eMolecules
ARL-5a -11,56 -9,21 -9,16 -12,19 8,2 eMolecules
ARL-8a -10,19 -8,90 -9,35 -9,06 7,2 eMolecules

Tab. 8. Ergebnisse der Dockingstudien sowie des Re-Scoringverfahrens der ausgewahlten Struktur-
analoga von drei urspringlich ausgewahlten Kandidatenmolekuilen.

Die 6 bestellten Kandidatenmolekile verfligten entweder Uber eine Carboxylat- oder eine
Pyridazinon-Ankergruppe. Dadurch konnte fir alle Verbindungen davon ausgegangen
werden, dass einerseits eine Bindung an das Enzym nicht aufgrund mangelnder Affinitat der
jeweiligen Kopfgruppe scheitern wirde und andererseits, dass diese Funktionalitaten, da sie
bereits kristallographisch umfangreich charakterisiert worden sind, mit einem bestimmten
Bindemodus an die katalytische Subtasche binden wirden. Zudem war die Aussagekraft der
Dockinglésungen dieser Verbindungen im Gegensatz zu Molekilen mit alternativen
Kopfgruppen hoéher einzuschatzen, da die Vorhersagen des verwendeten Docking-
programms anhand von Liganden mit Carboxylat- bzw. Pyridazinongruppen uberprift
worden sind.

Obwohl Verbindung ARL-1 fiir die experimentellen Versuche aufgrund mangeinder
kommerzieller Verfugbarkeit nicht zur Verflgung stand, jedoch aufgrund der berechneten
Affinitdten und des vorhergesagten Uberzeugenden Interaktionsmusters eines der
vielversprechendsten Kandidatenmolekiile repréasentierte, soll an dieser Stelle auch auf den
berechneten Bindemodus dieser Verbindung eingegangen werden (siehe Abb. 27). Die
Carboxylatgruppe wurde durch die Anionen-Bindetasche gebunden, der benachbarte

Phenylring adressierte optimal den hot spot fiir aromatische Kohlenstoffe. Der Pyrazolring
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besetzte den Eingang zur Spezifitatstasche und formte ein n-n-Stacking mit Trpl111. Die
Aminogruppe war prinzipiell geeignet, geringflgige strukturelle Anpassungen des hoch-
flexiblen Proteinsegments Val297-Leu300 vorausgesetzt, zwei H-Bricken mit dem
Schwefelatom von Cys298 und mit dem Sauerstoffatom von Ala299 auszubilden. Die neue
Subtasche zwischen Ala299/Leu300 und Tyr309 unterhalb der Ligandenbindestelle wurde, in
Ubereinstimmung mit einem hot spot fir aromatische Kohlenstoffatome an dieser Position,
durch einen Phenylring besetzt und stabilisiert. Des Weiteren wurde die Ausbildung von zwei
H-Briicken mit Thr113 bzw. Cys303 durch die Platzierung des Morpholinrings in der hinteren
Spezifitdtstasche ermdglicht. Da der Bindemodus neben mehreren gerichteten Interaktionen,
auch eine sehr gute strukturelle Komplementaritat zur MD-generierten Bindetaschenform
zeigte, wurden fir diese Verbindung hohe Bindungsaffinitaten berechnet, die mit zu den

hochsten aller Kandidatenmolekile zahlten.

Leu300

Abb. 27. Bindemodus gemaf Dockingldsung von ARL-1.

Hinsichtlich der berechneten Bindemodi der sechs bestellten Verbindungen lasst sich
insgesamt feststellen, dass die jeweiligen Ankergruppen die katalytische Subtasche des
Enzyms adressierten, um mit den Aminosauren entsprechende H-Briickennetzwerke
auszubilden (siehe Abb. 28). Zudem gingen alle Verbindungen Uber ein zentrales
Ringsystem aromatische Wechselwirkungen (edge-to-face bzw. parallel stacking) mit Trp111

ein und adressierten mit einem Ligandenrest die Subtasche zwischen Ala299/Leu300 und
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Tyr309. Als besonders geeignete Substituenten fur die Ausbildung weiterer H-Bricken
erwiesen sich die Estergruppen der beiden Carboxylatverbindungen ARL-4a und ARL-5a.
Durch geringflgige Konformationsdnderungen seitens des Cys298 bzw. des hochflexiblen
Leu300 waren jeweils zwei weitere H-Brucken zwischen der Thiolfunktion von Cys298 und
den Carbonylsauerstoffatomen der Liganden sowie zwischen dem Leu300-NH und den
Ethersauerstoffatomen der Liganden mdglich. Die in allen sechs Molekiilen als Bindeglied
zwischen Ankergruppe und aromatischem Ringsystem vorkommende Saureamidbindung
stand in der eingenommenen Bindepose von ARL-9 als H-Brickenakzeptor fir eine
maogliche Interaktion mit Ala299-NH zur Verfigung. Wie die dargestellten Bindemodi
belegten, reprasentiert die Amidbindung ein sinnvolles Strukturelement, um die Distanz
zwischen Anionen-Bindetasche und Spezifitatstasche zu Uberbricken. Von der Amidbindung
kénnen gerichtete Interaktionen mit dem Protein eingegangen werden, die mit positiven
Effekten auf die Bindungsaffinitat einhergehen. AuRerdem werden mit dieser Substruktur nur
bis zu zwei rotierbare Bindungen in die Verbindungen eingefuhrt. Zusatzlich wirken sich die
hydrophilen Gruppen giinstig auf die Wasserléslichkeit der Liganden aus.

Des Weiteren kann zusammengefasst werden, dass alle Kandidatenmolekile den zur
Verfugung stehenden Raum der erweiterten Spezifitdtstasche sehr gut ausfullten und eine
ausgesprochen gute morphologische Komplementaritat aufwiesen. Bei der naheren
Betrachtung der Bindemotive wurde darlber hinaus deutlich, dass wenn es durch
entsprechende Bindemodi tatséchlich zu einer Besetzung der Spezifitatstasche kame, dies
bei den ausgewahlten Kandidatenmolekilen nur bei einer gleichzeitigen Besetzung von einer
der beiden Subtaschen ober- oder unterhalb der Spezifititstasche moglich ware, da
andernfalls der Platzbedarf bestimmter Molekiilreste nicht befriedigt werden kénnte. Aus
diesem Grund ist auch das Risiko einer Adressierung der 1USO- anstatt der Zielkonformation
bei diesen Verbindungen als gering einzuschatzen. Generell wéaren demnach auch
Bindemodi denkbar, bei denen die Grundgerliste eine um 180° verdrehte Orientierung
einnehmen, wobei die jeweiligen Substituenten folglich die Subtasche oberhalb der
Spezifitatstasche besetzen wirden. Interessanterweise wurde fir keines der analysierten
Kandidatenmolekille eine derartige Dockinglésung generiert, was die Schlussfolgerung
zulie3, dass auch das Risiko die Subtasche oberhalb der Spezifitatstasche zu adressieren

als gering einzuschétzen war.
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Abb. 28. Darstellung mittels Dockingsimulationen berechneter Bindemodi der sechs verfiigbaren
Kandidatenmolekiile: A) ARL-4a B) ARL-5a C) ARL-7 D) ARL-8 E) ARL-8a F) ARL-9.
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[11.4.6 Experimentelle Bestimmung des Inhibitionspotenzials und

Rontgenstrukturanalyse

Bestimmung des Inhibitionspotenzials der Kandidatenmolekille mittels in vitro Assay

Vor der abschlieBenden experimentellen Beurteilung, ob die Zielsetzung dieser Studie, eine
neue Bindetaschenkonformation der AR experimentell zugénglich zu machen, durch die
vorgeschlagenen Verbindungen erfillt werden konnte, galt es zunachst die Bindungsaffinitat
dieser Molekile bezuglich der humanen AR zu untersuchen. Die Bestimmung des
Inhibitionspotenzials der Kandidatenmolekiile wurde von Dr. Cornelia Koch im Arbeitskreis
von Prof. Dr. G. Klebe am Institut fir Pharmazeutische Chemie der Philipps-Universitat
Marburg durchgefihrt.

Bei dem hierflr verwendeten in vitro Assay wurde die Abnahme der Absorption des Co-
faktors NADPH wéahrend der enzymatischen Reduktion von Xylitol bei einer Wellenl&dnge von
340 nm gemessen. Da die Absorptionsabnahme des NADPH durch Oxidation zu NADP" der
AR-Aktivitat proportional ist, kann hieraus die Enzyminhibition durch Absorptionsmessungen
guantifiziert werden. Das verwendete Assayprotokoll entsprach dabei der von Steuber et al.
beschriebenen Methode.”® Als MaR fiir die inhibitorische Aktivitit der getesteten
Verbindungen wurden ICso-Werte aus den Messergebnissen ermittelt. Fir jedes Molekl

wurden jeweils drei Messungen durchgeflhrt.

Ergebnisse
Aufgrund unzureichender Ldslichkeit von vier Substanzen unter den Assaybedingungen

(Natriumphosphat-Puffer pH: 6,2) konnte lediglich das Inhibitionspotenzial von zwei der
sechs bestellten Verbindungen experimentell bestimmt werden. Dabei zeigte ARL-5a eine
inhibitorische Aktivitdt im einstelligen mikromolaren Bereich (ICso: 1,34 puM £ 0,21 pM),
wohingegen ARL-4a erstaunlicherweise keine Enzymhemmung zeigte (ICso: ~7,8 mM). Der
letztgenannte Werte sollte jedoch mit &aufBerster Vorsicht betrachtet werden, da der
verwendete Assay nicht fir Inhibitionsbestimmungen in einem derartig geringen
Affinitatsbereich entwickelt worden ist, was allerdings nichts an der generellen Aussage
andert. Die Frage nach der Ursache, wie dieser signifikante Affinitatsunterschied trotz nur
geringfugiger struktureller Unterschiede zwischen beiden Molekilen zustande kommt, lasst
sich aufgrund noch ausstehender Kristallstrukturen entsprechender AR-Ligand-Komplexe
zum derzeitigen Zeitpunkt nicht abschlieRend beantworten. Eine mégliche Erklarung wére,
dass die zusatzliche Subtasche zwischen Ala299/Leu300 und Tyr309 der MD-generierten
Proteinkonformation kleiner ist als durch die MD Simulation vorhergesagt wurde, weshalb

nur ARL-5a mit einem kleineren Substituenten, einer veresterten Ethylgruppe, darin binden
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kénnte und ARL-4a mit einem Isopropyl-Rest nicht. Mdglicherweise verhindert auch Leu300,
welches als eine Art ,Gatekeeper” fungiert, durch sterische Hinderung ein Passieren der
Isopropylgruppe. Ebenfalls erscheint fir ARL-4a unter Bericksichtigung der Docking-
Idsungen, insbesondere beziglich der 1AHO-Konformation, eine Adressierung der Binde-
taschenform mit geschlossener Spezifitatstasche aufgrund unzureichender Wechsel-
wirkungsmaglichkeiten nicht plausibel. Dieses Beispiel verdeutlicht sehr gut die Komplexitat
und Problematiken des strukturbasierten Wirkstoffdesigns und belegt, dass auch nahezu
identische Molekile nicht zwangslaufig zu vergleichbaren pharmakologischen Effekten
fuhren und das Vorhandensein einer bestimmten Ankergruppe nicht unmittelbar fir eine
erfolgreiche Bindung des Liganden ausreichen muss. Vielmehr unterstreichen diese
Ergebnisse auch, dass andere die Bindungsaffinitat und Loslichkeit beeinflussende Faktoren,
wie z.B. Entropie- und Solvenseffekte, stets im Rahmen des Wirkstoffdesigns beachtet
werden mussen.

Die geringe Lo6slichkeit der Kandidatenmolekile in dem wéassrigen Puffermedium (pH: 6,2)
war anhand ihrer chemischen Konstitution und den von den Anbietern angegebenen logP-
Werten nicht zu erwarten, zumal alle ausgewdahlten Kandidatenmolekiile, bis auf ARL-1, die
von Lipinski et al.® postulierten Richtlinien fiir die orale Bioverfiigbarkeit chemischer
Verbindungen, der sogenannten Rule of five, erfullten. Danach werden Verbindungen, die
zwei der folgenden Kriterien verletzen, mit hoher Wahrscheinlichkeit schlecht resorbiert: ein
Molekulargewicht < 500 Da, eine Anzahl an H-Brlckenakzeptoren < 10, eine Anzahl an H-
Brickendonoren <5 und ein berechneter logP-Wert < 5. Weiterhin wurde trotz der geringen
Loslichkeit unter den Assaybedingungen versucht, von allen Verbindungen Kristalle
entsprechender Protein-Ligand-Komplexe zu zichten und diese mittels Rontgenstruktur-

analyse aufzuklaren.

Ligand M [g/mol] logP ICso [UM]
ARL-4a 394 4.9 ~7778
ARL-5a 426 52 1,34 +0,21
ARL-7 305 1,7 -
ARL-8 339 2,4* -
ARL-8a 365 2,9* -
ARL-9 343 1,3* -

Tab. 9. Ubersicht (iber die physiko-chemischen KenngréRen der sechs getesteten Verbindungen
hinsichtlich der molaren Masse (M), des logarithmischen Oktanol-Wasser-Verteilungskoeffizienten
(logP) als Malf3 fir das Verhéltnis zwischen Fett- und Wasserldslichkeit einer Substanz. Die Angaben
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der Hersteller basierten einerseits auf computergestiitzten Berechnungen (*) oder die Auskunft
erfolgte ohne Angabe der jeweiligen Bestimmungsmethode.

Kristallisation und Rontgenstrukturanalyse

Nach der zumindest teilweise erfolgten Uberprifung der Bindungsaffinititen der sechs
Kandidatenmolekile sollten die aufgestellten Hypothesen letztendlich mit experimentellen
Daten belegt werden. Hierflir wurde versucht Kristalle der jeweiligen AR-Ligand-Komplexe zu
zlichten, um diese mittels Rontgenstrukturanalyse zu untersuchen. Die experimentellen
Arbeiten hierfir wurden ebenfalls im Arbeitskreis von Herrn Prof. Dr. G. Klebe in Marburg
von Dr. Cornelia Koch und Dr. Andreas Heine durchgefiihrt. Leider gelang es im Zeitrahmen
dieser Arbeit trotz mehrfacher Kiristallisationsansatze anhand eines etablierten

Kristallisationsprotokolls®*

seitens unserer Kooperationspartner noch nicht, entsprechende
Kristalle der jeweiligen Komplexe zu zichten und somit die aufgesteliten Hypothesen
abschlieRend experimentell zu verifizieren. Diese Aufgaben bleiben das Ziel zukinftiger

Forschungsarbeiten.

[11.4.7 Schlussfolgerung

Der neu identifizierte niedermolekulare Inhibitor der AR wurde im Rahmen des protein-
basierten Ansatzes des virtuellen Screenings identifiziert. Aus diesem Grund konnte die
Studie deutlich zeigen, dass nicht nur experimentell aufgeklarte Proteinstrukturen sondern
auch mittels computerbasierter Verfahren, wie z.B. MD Simulationen, berechnete Protein-
konformationen als Templatstrukturen prinzipiell fur die Identifizierung neuer Liganden
sinnvoll genutzt werden kénnen. Ebenso konnte nachgewiesen werden, dass die in diesem
Kapitel beschriebene Vorgehensweise fiir die gezielte ldentifizierung neuer Inhibitoren aus
mehreren Millionen Molekilen unter expliziter Berlicksichtigung der ausgepragten Protein-
flexibilitat des Targets, geeignet ist.

Eine abschlieRende Beurteilung hinsichtlich der Aussagekraft computergenerierter
Proteinkonformationen konnte jedoch zum Zeitpunkt der Anfertigung dieser Arbeit nicht
erfolgen, da die Ergebnisse der ausstehenden experimentellen Untersuchungen abzuwarten

sind.
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IV Targeting Hsp70 — Design einer neuen Inhibitorklasse

IV.1 Hitzeschockprotein 70: Vorstellung der Zielstruktur

IV.1.1 Klassifizierung

Hitzeschockproteine wurden erstmals in den 1960er Jahren von Ritossa beschrieben.'®® Im
Rahmen von Untersuchungen an Drosophila Larven konnte beobachtet werden, dass es in
Folge einer Hitzeexposition oder durch eine Behandlung mit unterschiedlichen Chemikalien
zu einer gesteigerten Expression von mRNAs bestimmter Proteine kam, weshalb die
entsprechenden Molekiille als Hitzeschockproteine bezeichnet wurden.'®*'® Heute ist
bekannt, dass Hitzeschockproteine nicht nur eine zytoprotektive Funktion unter Stress-
bedingungen zukommt, sondern dass diese Enzyme auch unter physiologischen
Bedingungen wichtige zellulare Aufgaben, wie z.B. die Faltung und den Transport von
Proteinen, iibernehmen.*®’

Hitzeschockproteine sind ubiquitar vorhanden und kommen sowohl in Prokaryoten als auch
in Eukaryoten vor. Die Klassifizierung dieser heterogenen Enzymklasse in einzelne Familien
erfolgt anhand der Molekilmassen, die einen GroRRenbereich von ~30 kDa bis ~110 kDa
umfassen. Unterschiede zwischen den einzelnen Familien bestehen beziglich Struktur,
biologischen Funktionen sowie dem Vorkommen in verschiedenen zellularen Kompar-

timenten.

Die Mitglieder der 70 kDa Hitzeschockproteinfamilie (Hsp70) sind molekulare Chaperone,

denen neben zytoprotektiven Funktionen'®®

eine wichtige Bedeutung bei der Aufrecht-
erhaltung der Proteinhomdostase'® zukommt. Als Cofaktor dient den Enzymen ATP. Hsp70
weisen untereinander hochkonservierte Aminosauresequenzen auf und werden in nahezu
allen Organismen sowie in allen zellularen Kompartimenten exprimiert und kommen dartber
hinaus nach heutigem Wissensstand auch im extrazellularen Raum vor.***** Innerhalb der
Hsp70-Familie wird zwischen zwei verschiedenen Arten von Proteinen unterschieden: durch
Stressfaktoren induzierbare Isoformen einerseits und den konstitutiv exprimierten Isoformen
andererseits, die auch als heat shock cognates (Hsc70) bezeichnet werden.*%

Fur den menschlichen Organismus konnte zum Zeitpunkt der Arbeit die Existenz von acht
Isoformen nachgewiesen werden, die sowohl Uber redundante als auch spezifische
Funktionen verfigen und sich untereinander durch die Aminosauresequenz, den

Expressionslevel sowie die intrazellulare Lokalisierung voneinander unterscheiden. Bis auf
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die zwei Isoformen Bip (Hsp70-5, Grp78) und mtHsp70 (Hsp70-9, Grp75), deren Vorkommen
auf das Lumen des Endoplasmatischen Retikulums bzw. der Mitochondrien begrenzt ist,
liegen die anderen Isoformen Uberwiegend im Zytoplasma und im Zellkern vor, von denen
das stressinduzierbare 72 kDa Protein (Hsp72) sowie die konstitutiv exprimierte 73 kDa
Isoform (Hsc70, Hsp73) die beiden am haufigsten vorkommenden Isoformen darstellen.*?°%3
Im weiteren Verlauf der Arbeit wird der Begriff Hsp70 nunmehr nicht nur explizit fir die
induzierbaren Proteine verwendet, sondern allgemein auch fir die konstitutiv exprimierten

Isoformen, wie z.B. Hsc70, gebraucht.

IV.1.2 Struktureller Aufbau von Hsp70

Primérstrukturen

Die Mitglieder der Hsp70-Proteinfamilie sind Monomere, die hochkonservierte Aminosaure-
sequenzen aufweisen und bestimmte Proteinstruktursegmente teilen. Die Enzyme bestehen
aus einer N-terminalen Nukleotidbindedoméane (NBD) mit ATPase-Aktivitat und einer C-
terminalen Substratbindedoméne (SBD), die tUber ein exponiertes Linkersegment mit einer
Protease-sensitiven Sequenz miteinander verbunden sind (siehe Abb. 29).*%

Der C-Terminus der verschiedenen Hsp70-Isoformen weist haufig ein EEVD-Motiv auf'®*%,
das als Bestandteil der Oligomerisierungsdomaéne fiir die Bindung von Co-Chaperonen sowie
anderen Hitzeschockproteinen verantwortlich ist.'*® Dariiber hinaus verfigen die beiden
humanen Isoformen Hsp70-5 und Hsp70-9, deren Vorkommen jeweils auf ein bestimmtes
zellulares Kompartiment begrenzt ist, Uber ein Lokalisierungssignal am N-Terminus. Gemein
ist beiden Proteinen zudem das Fehlen des EEVD-Motivs innerhalb des C-terminalen
Segments, anstelle dessen Hsp70-5 Uber eine Retentionssignalsequenz verfligt, die den

Austritt des Enzyms aus dem Endoplasmatischen Retikulum verhindert.*®’

Lokali- Nukleotidbinde- Substratbinde- Variable EEVD- Reten-
sierungs- domane domane Region Motiv tions-
signal signal

Abb. 29. Schematischer Aufbau humaner Hsp70-Proteine modifiziert nach Daugaard et al.'%.

Fur eine vergleichende Untersuchung der Aminosauresequenzen der acht zum Zeitpunkt der
Arbeit bekannten humanen Hsp70-Isoformen (hHsp70) untereinander sowie in Erganzung zu

Daugaard et al.'® fiir eine Gegeniberstellung der humanen Peptidsequenzen mit den
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Priméarstrukturen anderer Spezies wurde eine multiple Sequenzanalyse durchgefihrt. Als
nicht humane Hsp70-Isoformen wurden das bovine Hsc70-Enzym (bHsc70) und das
prokaryotische Hsp70-Enzym DnaK aus E. coli in die Analyse einbezogen, da diese beiden
Proteine im Rahmen der vorliegenden Arbeit von besonderer Bedeutung waren. Die hierfur
verwendeten Aminosauresequenzen stammten aus der UniProt Knowledgebase-Protein-
datenbank (UniProtKB)'*®. Fir die Sequenzvergleiche wurde das Programm ClustalW
(Version 2.0.10)'*° verwendet. Die Visualisierung der Ergebnisse erfolgte mit Boxshade
(Version 3.21)*® (siehe Anhang VI.2).

Hinsichtlich des Sequenzvergleichs der humanen Hsp70-Isoformen wird auf den ersten Blick
ersichtlich, dass deren Primarstrukturen insgesamt eine sehr hohe Homologie aufweisen.
Diese Beobachtung lasst sich anhand von berechneten Sequenzidentitdten, die in einem
Bereich zwischen 52 und 99% in Bezug auf Hsp70-la liegen (siehe Tab. 10), belegen.
Besonders die NBD ist hochkonserviert, wohingegen sich der variabelste Sequenzbereich
am C-Terminus befindet. Die beiden Isoformen Hsp70-5 und Hsp70-9 zeigen die grofRten
sequenziellen Abweichungen, wobei sich besonders die Peptidsequenz der NBD von
Hsp70-9 zusatzlich zu dem Lokalisierungssignal noch durch weitere sequenzielle

Differenzen am starksten von den NBDs der Gibrigen Enzyme unterscheidet.

Brotein Synonyme Spezies Aminosaure- Homologie zu

anzahl Hsp70-1a [%]
Hsp70-1a Hsp72, Hsp70-1 Homo sapiens 641 100
Hsp70-1b Hsp72, Hsp70-1 Homo sapiens 641 99,8
Hsp70-1t Hsp70-hom Homo sapiens 641 89,5
Hsp70-2 HspA2, Hsp70-3 Homo sapiens 639 84,6
Hsp70-5 BiP, Grp78 Homo sapiens 654 64,0
Hsp70-6 Hsp70B¢ Homo sapiens 643 81,8
Hsc70 Hsp73, Hsp70-8 Homo sapiens 646 86,1
Hsp70-9 mtHsp70, Grp75 Homo sapiens 679 49,8

bHsc70 - Bos taurus 650 86,0/99,9*

DnaK - Escherichia coli 638 50,0

Tab. 10. Ergebnisse einer Multisequenzanalyse der acht hHsp70-Isoformen modifiziert nach
Daugaard et al.”®® und erweitert um die Enzyme bHsc70 und DnaK in Bezug auf Hsp70-1la.
*Homologie zu humanem Hsc70.
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Ein weiterer Schwerpunkt der Analyse bestand in der Gegenuberstellung der Aminosaure-
sequenzen von humanem (hHsc70) und bovinem Hsc70 (bHsc70) sowie in dem Vergleich
der Primarstrukturen der humanen Isoformen mit dem prokaryotischen Hsp70-Enzym DnakK.
Bei der Analyse der beiden Peptidsequenzen der humanen und bovinen Hsc70-Isoform
wurde deutlich, dass sich diese Sequenzen in nur funf Aminosauren an zwei separaten
Positionen, also insgesamt nur auf3erst geringflgig voneinander unterscheiden und demnach

als nahezu identisch angesehen werden kénnen.

Im Gegensatz zu diesem Vergleich zeigten die Strukturen der betrachteten eu- und pro-
karyotischen Hsp70-Proteine, wie erwartet, mit einer Uberwiegenden Sequenzanalogie von
~50% deutlich weniger Sequenziibereinstimmungen (siehe Tab. 11). Die gréf3te Homologie

besteht mit einem Wert von ~60% zwischen DnaK und der humanen Isoform Hsp70-9.

Brotein Synonyme Spezies Aminosaure- Homologie zu
anzahl DnaK [%]

Hsp70-la Hsp72, Hsp70-1 Homo sapiens 641 50,0
Hsp70-1b Hsp72, Hsp70-1 Homo sapiens 641 50,0
Hsp70-1t Hsp70-hom Homo sapiens 641 49,0
Hsp70-2 HspA2, Hsp70-3 Homo sapiens 639 49,0
Hsp70-5 BiP, Grp78 Homo sapiens 654 50,9
Hsp70-6 Hsp70B’ Homo sapiens 643 49,1

Hsc70 Hsp73, Hsp70-8 Homo sapiens 646 48,6
Hsp70-9 mtHsp70, Grp75  Homo sapiens 679 60,3

Hsc70 Bos taurus 650 48,4

Tab. 11. Ergebnisse einer Multisequenzanalyse der acht hHsp70-Isoformen sowie des Enzyms
bHsc70 in Bezug auf das prokaryotische Hsp70-Enzym DnakK.

Tertidrstruktur

Die Verfugbarkeit experimentell aufgeklarter Hsp70-Tertiarstrukturen war zum Zeitpunkt der
Arbeit sehr gering. Bedingt durch die sehr geringe Anzahl an aufgeklarten Proteinstrukturen,
die beide Doménen enthalten, waren ebenfalls Informationen Uber die existierenden Konfor-
mationsraume der verschiedenen Isoformen sehr begrenzt. Zum Zeitpunkt der Arbeit waren
lediglich zwei Enzymstrukturen eines Zweidomanenkonstrukts, bestehend aus NBD und
SBD, in der PDB verdffentlicht. Erste Einblicke beziiglich des dreidimensionalen Aufbaus
|.201

und des Faltungsmusters eines funktionell intakten Hsp70-Chaperons gelang Jiang et a
2005 durch die Aufklarung einer Kristallstruktur des bovinen Hsc70 (PDB-Code 1YUW). Im
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Jahr 2009 wurde mit der Enzymstruktur des prokaryotischen Hsp70-Enzyms DnaK aus
E. coli (PDB-Code 2KHO) eine zweite dreidimensionale Zweidomé&nenstruktur eines Hsp70-
Chaperones publiziert. Neben diesen zwei Zweidomanenstrukturen konnten bereits auch
eine Reihe isolierter NBD- und SBD-Strukturen verschiedener Organismen experimentell
aufgeklart werden (siehe Anhang VI1.3).

Das experimentell aufgeklarte Faltungsmuster von Hsp70 entspricht einer bilobularen, lang-
gestreckten Proteinstruktur, bestehend aus zwei Domé&nen denen unterschiedliche
Funktionen zukommen, der NBD und der SBD, die durch ein exponiertes Linkersegment
miteinander verbunden sind. Die NBD (45 kDa) zeigt eine Actin-ahnliche Faltung und besteht
aus zwei globularen Subdomanen (1, Il), die sich jeweils wiederum in zwei Untereinheiten (la,

Ib, lla, Ilb) unterteilen lassen (siehe Abb. 30).20%2%

Substrathindedomane (SBD)

Nukleotid-
bindetasche | 2(‘. b b-Faltblatt-
; subdomane
.t o-helikale
o v ': Subdoméne
»
‘}; rt‘.. o ¢
o , (?\
x\" - “‘
\'§‘Q?
Llnkersegment AKX Substrat-

Nukleotidbindedoméne (NBD) bindetasche

Abb. 30. Darstellung des strukturellen Aufbaus von Hsp70 anhand der experimentell aufgeklarten
Proteinstruktur des prokaryotischen Hsp70-Enzyms DnaK des Bakteriums E. coli (PDB-Code 2KHO).

Die Nukleotidbindetasche, die fur die Bindung des Cofaktors ATP verantwortlich ist, ist in den
Bereichen la und lla lokalisiert.**>?% Auch die SBD (25 kDa) besteht aus zwei Subdoméanen,
einer p-Faltblattdoméne (~15kDa) und einer a-helikalen Subdoméane (~10 kDa).**® Die
B-Faltblattsubdoméne setzt sich aus zwei verdrehten B-Faltblattstrukturen mit jeweils vier
antiparallel verlaufenden Strangen, die durch Schleifensegmente (Loops) miteinander
verbunden sind, zusammen (siehe Abb. 31). Die a-helikale Subdomé&ne umfasst hingegen
funf a-Helices, von denen die Helices A und B an zwei Seiten an die pB-Faltblattsubdoméne
aggregiert sind. Die Bindung von Substratpeptiden erfolgt durch die Substratbindetasche, die
von zwei Strdngen und den verbindenden Schleifensegmenten (Loops) L;, sowie Lz,
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gebildet wird und seitlich durch die a-helikale Subdomé&ne in Form von a-Helix B
verschlossen wird. Der C-terminale Abschnitt der o-Helix B bildet dartber hinaus eine
Salzbriicke sowie mehrere Wasserstoffbriicken zu den beiden &ufReren Loops Lz, und Lsg
und tragt zu einer engen Bindung von Substratpeptiden bei. Uber die Funktionen der drei
weiteren Helices C bis E ist bislang relativ wenig bekannt, jedoch kénnten diese a-Helices,
neben der Funktion als Oligomerisierungsdoméane (EEVD-Motiv) auch fir eine Stabilisierung
der a-Helix B verantwortlich sein. Das Fehlen dieser Helices fuihrte in der Kiristallstruktur
1YUW zu einer teilweisen Endwindung, einhergehend mit der intramolekularen Bindung des

distalen Abschnitts der a-Helix B durch die Substratbindetasche.

a-Helix B

a-Helix C

Abb. 31. Tertiarstruktur der Substratbindedoméne des prokaryotischen Hsp70-Enzyms DnaK des
Bakteriums E. coli (PDB-Code 1DKZ), bestehend aus a-Helices (rot), p-Faltblattstrukturen (gelb) und
Loopsegmenten (grun).

Die Zielregion Interdomaneninterface

Die Kristallstruktur 1YUW des bovinen Hsc70 zeigt eine Proteinkonformation, bei der die
beiden Doméanen aneinander aggregiert vorliegen. Die Schnittstelle zwischen den beiden
Domanen, das sogenannte Interdomaneninterface, stellt aus morphologischer Sicht eine
Furche dar, an dessen Ausbildung vor allem die beiden Proteinregionen la und lla der NBD

sowie die a-Helix A (Aminoséauren 513-524) der SBD beteiligt sind.
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Die Morphologie des Interdomaneninterfaces wird wesentlich gepragt durch eine ladungs-
gestutzte Wasserstoffbriicke auf der linken Seite zwischen Asp152 und Lys524 sowie durch
ionische Interaktionen zwischen Argl71 und Glu513 auf der rechten Seite der Interface-
region, wodurch eine Kavitdt im Zentrum zwischen den beiden Interdomanenkontakten
ausgebildet wird (siehe Abb. 32). Im hinteren Bereich dieser Kavitat befindet sich mittig eine
kleine, relativ vergrabene Subtasche, die durch die drei hydrophoben Aminosauren Leu210,
Phe217 und Val219 geformt wird. An dieser Stelle sei darauf hingewiesen, dass die hier
dargestellte Beschreibung die Standardorientierung reprasentiert, in der das Protein bzw.
das Interdoméaneninterface in dieser Arbeit einheitlich betrachtet wird, sofern nicht

andersweitig angegeben (siehe Abb. 32 und 33).

Abb. 32. Darstellung der Interdomanenkavitat der bHsc70-Kristallstruktur 1YUW, bstehend aus NBD
(blau) und SBD (gelb).

Weiterhin sind noch die drei Aminosauren Glu516, GIn520 und Glu523 der a-Helix A sowie
Argl55 und Asnl74 der NBD wesentlicher Bestandteil der Interfacekavitéat, deren hydrophile
Seitenketten in die Furche hineinragen und sowohl einen Einfluss auf die Struktur, als auch
auf die physiko-chemischen Eigenschaften der Kavitat ausiben.

Aufgrund der Tatsache, dass sich bisher noch keine allgemein anerkannte Definition
hinsichtlich der an der Ausbildung der Interdomanenkavitat beteiligten Aminoséauren in der
Literatur durchgesetzt hat, wird fiir die Beschreibung dieser Proteinregion in der vorliegenden

Arbeit eine Definition postuliert. Der im Folgenden verwendete Begriff der unmittelbaren
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Interdoméneninterfacekavitdt umfasst insgesamt 26 Aminosduren, von denen die 18
Aminosauren Alal48, Tyrl49, Phel50, Asnl151, Aspl152, Argl55, Argl71l, llel72, 1lel173,
Asnl74, Thrl77, Alal78, lle181, Leu210, Phe217, Glu218, Val219, GIn376 innerhalb der
NBD und die weiteren 8 Aminosauren Lys512, Glu513, Glu516, Arg517, GIn520, Glu521,
Glu523 und Lys524 in der a-Helix A der SBD lokalisiert sind. Abbildung 33 gibt Auskunft Uber

die einzelnen Aminosauren der unmittelbaren Interfacekavitat sowie tUber deren raumliche

Anordnung.
Arg517
Glus13 //
Glu516 .
\
\\ Val219 - Phe217 )\
Aspl152 | Leu210 i
Asn151 \g\ o Alal48 ( Arg171
— < ' N ' 4
— '\(\, \\\ // Asn17{‘, ' lle173 B lle181
Tyr149 ; " b S oy
f ey Arg155 ‘ Ala178 Glnsw
Q (xl lle172
Phe1505L N [

Abb 33. Darstellung der unmittelbaren Interdomanenkavitat, koloriert entsprechend der Domanen-
zugehorigkeit zu der NBD (blau) oder der SBD (gelb).

IV.1.3 Katalytischer Mechanismus

Katalysierte Reaktionen

Hsp70 fungieren als molekulare Chaperone und besitzen eine zentrale Bedeutung fir die
zellulare Proteinhomdostase sowie den Zellschutz. Die Enzyme erfillen eine Vielzahl an
biologischen Funktionen und sind in diversen zellularen Prozessen, wie z.B. der Faltung von

195

Proteinen™ (siehe auch Abschnitt IV.1.4), involviert, wobei den Enzymen das Nukleotid ATP

als Cofaktor dient. Unter Beriicksichtigung der Tatsache, dass der katalytische Mechanismus
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von Hsp70 zum Zeitpunkt der Arbeit noch nicht vollstdndig aufgeklart war, soll dieser
Abschnitt einen Uberblick Uber die zum Zeitpunkt der Arbeit bekannten Details des
katalytischen Mechanismus von Hsp70 sowie Uber daran beteiligte Co-Chaperone nach
derzeitigem Wissensstand geben. Eine essenzielle Voraussetzung fur die Ausibung der
physiologischen Funktionen von Hsp70 besteht in der Fahigkeit der Enzyme, bestimmte
Peptidsequenzen zu erkennen und diese voriibergehend zu binden.?® Die Erkennung und
Bindung derartiger Peptidsegmente erfolgt durch die Substratbindetasche.'®*'%?% Eine der
zentralen biologischen Aufgaben des Hsp70-Chaperonsystems stellt die Faltung neu
synthetisierter Polypeptidketten sowie die Neufaltung teilweise denaturierter Proteine
dar.’**?" |m Rahmen der Faltungsprozesse kommt es vermehrt zu Rotationen um kovalente
Bindungen des Polypeptidriickgrates der gebundenen Substratpeptide. Soweit zum
Zeitpunkt der Arbeit bekannt war, kommt den Hsp70 dabei eine biochemische Bedeutung bei
der Katalyse der Peptidbindungs-cis/trans-lsomerisierung zu. Fir die prokaryotische Hsp70-
Isoform DnakK, die als erstes Mitglied einer neuen Enzymklasse der Sekundéaren Amidischen
Peptidbindungs-cis/trans-Isomerasen (APlasen) identifiziert worden ist, konnte bereits eine
derartige katalytische Aktivitdit nachgewiesen werden. Seitdem ist bekannt, dass diese
Enzyme bei der Katalyse die cis/trans-Isomerisierung von sekundaren amidischen

Peptidbindungen selektiv beschleunigen.?*®%

Zusammenhange zwischen der ATPase-Aktivitdt und Substratinteraktionen

Die Ausubung der verschiedenen biologischen Funktionen beruht auf der F&higkeit der
Hsp70 voribergehend mit hydrophoben Peptidsegmenten von Substratproteinen inter-
agieren zu konnen. An der Regulation der Wechselwirkungen zwischen Chaperon und
Substrat sind der Cofaktor ATP und eine Vielzahl verschiedener Co-Chaperone beteiligt, die
die ATPase-Aktivitait modulieren.’**?® Fiir die Darstellung der zum Zeitpunt der Arbeit
verfigbaren Erkenntnisse Uber die Zusammenhange zwischen Substratbindung, Substrat-
freisetzung und ATP-Bindung, Hydrolyse sowie Nukleotidaustausch dient der in
Abbildung 34 schematisch skizzierte Substrat-ATP-Zyklus.
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Abb. 34. Darstellung der Zusammenhange zwischen der Substratbindung und —freisetzung der SBD
und der intrinsischen ATPase-Aktivitat der NBD von Hsp70 Chaperonen, bestehend aus NBD (blau)
und SBD (gelb), im Zusammensp|el m|t J-Doménen Protelnen (JDP) und Nukleotidaustauschfaktoren
(NEFs) modifiziert nach Bukau et al.*** und Mayer et al.?

Die Bindung des Cofaktors ATP durch die Nukleotidbindetasche fuhrt zu einer 5-85 fachen
Affinitatsabnahme der Substratbindetasche gegenliber gebundenen Substratpeptiden,
wodurch es zu einer ~50 fachen Steigerung der Assoziationsraten kommt, wéhrend die
Dissoziationsraten um 2-3 GréRenordnungen zunehmen.”"*'? Die Bindung von ATP fiihrt
demnach zu strukturellen Veranderungen der SBD, die wiederum die Substratbindungs-
kinetiken beeinflussen. Die Nukleotidhydrolyse zu ADP ist der geschwindigkeitsbestimmende
Schritt des ATPase-Zyklus‘ vieler Hsp70-Chaperone und fihrt zu einer deutlichen
Affinitdtserhdhung der SBD zum Substrat, wodurch sich die Substratbindungs- und
-freisetzungsvorgange deutlich verlangsamen.?*?** Wahrend isolierte Hsp70-Proteine nur
Uber sehr geringe Hydrolyseraten verfiigen, wie z.B. Hsc70 mit 0,003 sek™ und DnaK mit
0,0003 sek™, existieren in vivo verschiedene Co-Chaperone, die an Hsp70 binden und die
Nukleotidumsetzung beeinflussen.?**** Eine groRe Gruppe von Co-Chaperonen stellt die
Familie der J-Domé&nen Proteine (JDP), wie z.B. Hsp40, dar, die die ATP-Hydrolyse
stimulieren und alle eine konservierte, ~70 Aminosauren umfassende J-Doméne enthalten,

die fiir die Bindung an und Stimulation von Hsp70 verantwortlich ist.?*”"#! Wie experimentelle
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Studien belegen, befindet sich mindestens eine Bindestelle der J-Domdane innerhalb der
NBD von Hsp70. Durch Protein-Protein-Interaktionen zwischen J-Domane und Hsp70 kommt
es zu einer naherungsweise 7-fachen Steigerung des ATP-Umsatzes.”® GleichermaRen
fuhren Interaktionen zwischen SBD und Substraten zu einer Erhéhung der Hydrolyserate, die
suggerieren, dass die Interdomanenkommunikation zwischen NBD und SBD nicht einseitig
ist, sondern dass eine gegenseitige allosterische Modulation vorliegt.

Den Abschluss des ATPase-Zyklus® bildet die posthydrolytische Freisetzung von ADP, die
durch eine weitere Klasse von Co-Chaperonen, den Nukleotidaustauschfaktoren (NEFs,
nucleotide exchange factors), unterstitzt wird. Zu diesen Co-Chaperonen zahlen GrpE-
ahnliche Proteine, Proteine der BAG-Familie, HspBP1 sowie atypische Hsp70 homologe
Proteine, wie z.B. Hsp110 und Hspl170. Die NEFs adressieren die NBD und beglinstigen die
Freisetzung von ADP sowie die erneute Bindung von ATP, wobei die verschiedenen

Proteinfamilien unterschiedliche strukturelle Mechanismen nutzen.*®*

Strukturelle Aspekte

Die dargestellten Erkenntnisse hinsichtlich des Substrat-ATPase-Zyklus‘ von Hsp70 zeigen
eine deutliche Kopplung der Substratbindung und —freisetzung der SBD mit der ATP-
Bindung und -Hydrolyse sowie dem Nukleotidaustausch der NBD. Im Folgenden soll nun der
Zyklus aus struktureller Sicht betrachtet werden.

Die Beobachtungen, dass die Substratbindung und —freisetzung bei gebundenem ATP
schnell erfolgt, wohingegen bei gebundenem ADP sich der Substrataustausch

151211 lassen darauf schlieRen, dass Hsp70 wahrend des Substrat-ATPase-

verlangsamt
Zyklus* zwischen zwei strukturellen Zustdnden alterniert. Vor dem Hintergrund der
Beobachtungen wurde vermutet, dass der Zustand mit gebundenem ATP mit einer
geodffneten Substratbindetasche und einer geringeren Affinitdt zu Substratpeptiden korreliert,
wahrend der posthydrolytische Zustand mit gebundenem ADP mit einer tberwiegend
geschlossenen Bindetasche einhergeht, wodurch die gebundenen Substratpeptide mit einer
hoheren Affinitat gebunden werden.!94201:206222223 15 Fplge der ATP-Hydrolyse kommt es
demnach zu Konformationsanderungen innerhalb der SBD, die zu einer Schlielfung der
Substratbindetasche fiihren,206:210.212:222

Die Freisetzung und erneute Bindung von Substraten erfordert wiederum erhebliche
Konformationsanderungen innerhalb der SBD, die zu einer Offnung der Peptidbindetasche
fuhren. Neben einer Entfernung der die Substratbindetasche seitlich verschlielenden
o-Helix B von der B-Faltblattsubdomane der SBD (siehe Abschnitt 1V.1.2), erscheint es

derzeit sehr wahrscheinlich, dass zudem auch strukturelle Verédnderungen innerhalb der
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Substratbindetasche der p-Faltblattsubdoméne an diesem Prozess beteiligt sind.”® In
diesem Zusammenhang sei auf die Publikation von Erbse et al.”® hingewiesen, wonach die
B-Faltblattsubdoméne eine offene als auch eine geschlossene Bindetaschenkonformation
einzunehmen vermag.

Fur die Aufklarung der zugrundeliegenden Mechanismen der Informationstbertragung
zwischen den beiden Doménen wurden bereits einige Studien durchgefihrt, die auf eine
Involvierung des Linkersegments hinweisen.?**?**?% Dariiber hinaus wird diskutiert, dass der
ATP-Umsatz nicht nur Auswirkungen auf die Konformation der SBD und auf die
Substratbindungskinetiken hat, sondern auch Bewegungen der SBD relativ zur NBD
verursachen kénnte.?”” Hierzu passen die Ausfiihrungen von Bertelsen et al.?®®, wonach NBD
und SBD ohne gebundenes Nukleotid keine umfassenden Interaktionen auszubilden
scheinen und demnach weitestgehend getrennt voneinander vorliegen sowie von
Mayer et al.?*°, wonach sich die beiden Domé&nen in Folge einer Bindung von ATP
zusammenzulagern scheinen. Eine groRe ATP-getriebene Konformations&nderung in
Hsp70-Enzymen ist konsistent mit den Ergebnissen von small-angle X-ray scattering-
Experimenten, die zeigten, dass eine Bindung von ATP an bHsc70 und DnaK zu

Veranderungen der GréRe und Form fiihrt, 2%

Als Erklarungsansatz fur den experimentell beobachteten Zusammenhang zwischen ATP-
Umsatz und Substratinteraktionskinetiken sowie den vermeintlichen zugrundeliegenden
Konformationsdnderungen der Hsp70-Proteine wurde zum Zeitpunkt der Arbeit eine Theorie
eines allosterischen Mechanismus‘ diskutiert.'9420%#10224231.232 7, Zeitpunkt der Arbeit
waren jedoch noch viele Zusammenhénge des komplexen Mechanismus® der zugrunde-
liegenden Regulation nur unzureichend aufgeklart und stellten somit Gegenstand zukinftiger
Studien dar.

IV.1.4 Physiologische Bedeutung

Hsp70 ist ein zentraler Bestandteil des Chaperonsystems mit essenzieller Bedeutung fur die
Aufrechterhaltung der Zellhomdostase, wobei die einzelnen Mitglieder sowohl Uber
redundante als auch spezifische Funktionen verfugen. Wahrend die biologischen Aufgaben
der stressinduzierbaren Isoformen offensichtlich vorrangig im Schutz von Zellen unter
unphysiologischen Bedingungen, wie z.B. der Exposition ungewdhnlich hoher Temperaturen,
Strahlung oder Chemikalien sowie der Regeneration geschadigter Zellen liegen, sind die

konstitutiv exprimierten Enzyme unter physiologischen Bedingungen an vielfaltigen
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Prozessen des Zellhaushalts, unter anderem der Aufrechterhaltung der Proteinhomdostase,
beteiligt.188-190,204

Wie bereits in Abschnitt IV.1.3 erwdhnt, spielt Hsp70 bei der Proteinfaltung eine zentrale
Rolle.’®?% Bei der Faltung fehlerhaft gefalteter Proteine bestehen die wesentlichen
Aufgaben der Chaperone in der Verhinderung einer unkontrollierten intermolekularen
Aggregation durch die Bindung und Stabilisierung des Peptidsubstrats sowie in der
anschlieBenden Unterstitzung der Faltung von Polypeptidketten zur nativen Konfor-
mation.’®?** |m zellularen Umfeld spielen diese enzymatischen Funktionen der Hsp70 nicht
nur bei der co- und post-translationalen Faltung neu synthetisierter Proteine?*’ sondern auch
bei der Wahrnehmung von Kontrollaufgaben hinsichtlich der Proteinqualitat*®®*® eine
entscheidende Rolle. Im Rahmen der Ausiibung dieser Kontrollfunktionen ist Hsp70 daflr
verantwortlich die Strukturen von Proteinen zu Uberwachen, fehlerhafte Proteinkonformere,
wie z.B. teilweise denaturierte oder aggregierte Proteine, zu erkennen und diese zu
korrigieren. Die Reaktivierung aggregierter Proteine erfolgt dabei in Zusammenarbeit mit
Hspl00-Chaperonen, wie Hspl104 oder ClpB (in E. coli). Nach der erfolgten Auflésung der
Proteinaggregate wird die Faltung des nativen Zustands unterstiitzt.?*>*" In diesem
Zusammenhang sei zudem erwahnt, dass Hsp70 nicht nur bei der Disassemblierung von
Proteinkomplexen sondern auch bei den entgegengesetzten Vorgangen, der Zusammen-
lagerung von Proteinen zu Komplexen eine Rolle spielt.

Zur Aufrechterhaltung der zellularen Proteinhomdostase sind die Mitglieder der Hsp70-
Proteinfamilie zudem auch an Abbauprozessen instabiler und fehlerhaft gefalteter Proteine
beteiligt.>**?* Hsp70 spielt in diesem Zusammenhang sowohl beim Ubiquitin-Proteasom-
System wie auch bei der lysosomalen Proteolyse eine Rolle, wobei den Chaperonen jeweils
eine Auswahlfunktion zukommt. Die Verbindung mit dem Ubiquitin-Proteasom-System erfolgt
dabei durch bestimmte Co-Chaperone, insbesondere durch CHIP, das als Ubiquitin-E3-
Ligase fur die von Hsp70 gebundenen Proteine fungiert und diese durch Ubiquitinierung far
die Degradierung durch das Proteasom markiert.'****® Bei der lysosomalen Proteolyse,
genauer gesagt der Chaperon-vermittelten Autophagozytose, werden Proteine, die ein
bestimmtes Motiv aufweisen, zunachst von einem Hsp70/Hsp90-Chaperonkomplex, der
zudem noch weitere Co-Chaperone wie Hsp40/DnaJB1, Hip, Hop und Bag-1 umfasst,
erkannt.®® Im Anschluss bindet dieser Komplex iber das gebundene Peptid an einen
lysosomalen Membranrezeptor (LAMP-2A). Eine zusatzliche Funktion des Chaperon-
komplexes besteht in der Entfaltung der Proteine fiir den Import in das Lysosom.?*%%#
Weiterhin wurde Hsp70 auch im Lumen von Lysosomen gefunden, wo diese Enzyme am

Proteinimport beteiligt sind.
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Wie dieser Sachverhalt zeigt, zahlt auch der Transport von Proteinen zwischen zelluléren
Kompartimenten zu den biologischen Aufgaben von Hsp70.?** Neben dem Proteintransport
in Lysosomen wurde zudem auch eine Beteiligung von Hsp70 an Transportvorgangen von
Proteinen in Mitochondrien und in das Endoplasmatische Retikulum beschrieben.?**?** |n
Analogie zur Beteiligung an den Transportvorgangen in Mitochondrien durch mtHsp70,
erleichtert die im Endoplasmatischen Retikulum lokalisierte Isoform Bip (Hsp70-5) den
Transport von Proteinen in das Lumen des Endoplasmatischen Retikulums sowie deren
anschlieRende Faltung.?*¢2*®

Darlber hinaus ist Hsp70 auch fur die Kontrolle der biologischen Aktivitat regulatorischer
Proteine, wie Nukledre Rezeptoren, Kinasen sowie  Transkriptionsfaktoren
beteiligt.’94+204207.233249 L1570 wurde beispielsweise eine Rolle bei der Zytokin-vermittelten
post-transkriptionellen Regulation des pro-apoptotischen Proteins Bim, einem Mitglied der
Bcl-2 Familie, in humanen Blutzellen zugewiesen.?*

Zusatzlich zur Kontrolle regulatorischer Proteine ist auch eine Beteiligung von Hsp70 an der
Regulierung des Zellzyklus®®*, der Zelldifferenzierung sowie der Apoptose®*, bekannt. So
konnte unter anderem in Mauszellen gezeigt werden, dass eine Erhdéhung der Hsp70-
Konzentration zu einer Abnahme der durch Strahlen verursachten Schaden fihrte,
einhergehend mit einer Erniedrigung der Apoptoserate.?*?

AbschlieBend sei neben den beschriebenen, vielféltigen biologischen Funktionen
intrazellularer Hsp70-Isoformen noch auf immunstimmulatorische Wirkungen in bzw. auf
Zellmembranen lokalisiertes Hsp70 hingewiesen, dem eine Schllsselrolle bei der Induktion
der zellularen Immunantwort zukommen konnte, worauf diverse Studien zunehmend

hindeuten.?®

IV.1.5 Pathophysiologie: Hsp 70 — ein therapeutisches Target

Die Mitglieder der Hsp70-Proteinfamilie erfiillen ein breites Spektrum wichtiger biologischer
Aufgaben und sind flr die Aufrechterhaltung der Zellhomdostase von zentraler Bedeutung
(siehe Abschnitt IV.1.4). Zudem mehren sich die Hinweise, dass die Enzyme auch an
diversen pathophysiologischen Prozessen beteiligt sind. So konnte bis heute bereits die
Involvierung von Hsp70 an einer Reihe verschiedener Krankheiten, wie z.B. Krebs-
erkrankungen, neuro-degenerativen Erkrankungen und Infektionskrankheiten, durch mehrere
Studien bestatigt werden.?® Die Forschung am Target Hsp70 erfolgte im Rahmen eines
Teilprojekts der Klinischen Forschergruppe 216 mit dem Ziel der Entwicklung neuer,

zielgerichteter Therapien fur die Behandlung einer bestimmten Krebserkrankung, dem

113



Multiplen Myelom. Aus diesem Grund soll der Schwerpunkt dieses Abschnitts auf die

Darstellung der Rolle der Enzyme bei Krebserkrankungen gelegt werden.

Die Rolle von Hsp70 bei Krebserkrankungen

In den letzten Jahren haufen sich Indizien, die auf eine Beteiligung von Hsp70 an der
Entstehung und Aufrechterhaltung onkologischer Signalwege bei verschiedenen
Krebserkrankungen hindeuten. Aufgrund der belegten Beteiligung der Enzyme an vielféltigen
Prozessen hinsichtlich der Regulation des Zellzykluses, die unter anderem deren
Involvierung an der Zellproliferation, Zelldifferenzierung und Apoptose umfasst, erscheint
eine pathologische Rolle von Hsp70 fir onkogene Prozesse nicht unwahrscheinlich. In
diesem Zusammenhang konnte bereits anhand experimenteller Daten deutlich gezeigt
werden, dass Hsp70 von Bedeutung fiir das Uberleben von Krebszellen ist und in
verschiedenen malignen Tumoren iibermaRig exprimiert wird®>*?*® sowie, dass eine hohe
Konzentration an Hsp70 fir das Uberleben von Tumorzellen verschiedenen Ursprungs
erforderlich ist.’92%°%2%>29 |n diesem Zusammenhang wurden bereits Studien publiziert, die
dokumentieren, dass eine hohe Hsp70-Expression nicht nur fir das Uberleben
verschiedener Tumorzellen in vitro, sondern auch fir das Wachstum humaner Tumor-
transplantate in immungeschwachten Mausen notwendig ist.”**?**° Andere Untersuchungen
identifizierten eine Korrelation zwischen der Expression von Hsp70 und einer gesteigerten
Zellproliferation, einer mangelnden Zelldifferenzierung, Lymphknotenmetastasen sowie
einem geringen Behandlungserfolg bei Brustkrebs.'’##°>?%12%% Daneben wurden hohe Hsp70-
Konzentrationen mit einer schlechten Prognose bei Endometrium-, Kolorektal- und
Prostatakrebs sowie bei einigen Leuk&mien in Verbindung gebracht.?¢2%8264265 \yeiterhin
konnte von Seo et al. nachgewiesen werden, dass eine Uberexpression von Hsp70
ausreicht, um die Entstehung von T-Zellymphomen in transgenen M&usen zu induzieren.?®*
Diese Feststellung ist deswegen von besonderer Bedeutung, da, wie bereits erwdhnt, die
Expression von Hsp70 in Krebszellen fehlreguliert sein kann, was mdoglicherweise auf eine
veranderte Aktivitit des Hitzeschocktranskriptionsfaktors 1 (Hsfl) zuriickzufiihren ist.2>>266:267
Eine vermeintliche Beteiligung von Hsfl an der Pathogenese verschiedener Krebs-
erkrankungen verdeutlicht die Beobachtung, dass Hsfl-Knockout Mause vor der Entwicklung
bestimmter maligner Tumore geschiitzt waren.”®®

Hinsichtlich der Rolle von Hsp70 beim Multiplen Myelom (MM), einer Krebserkrankung des
Knochenmarks, die durch eine maligne Vermehrung von Plasmazellen gekennzeichnet ist,
gelang es Mitgliedern der Klinischen Forschergruppe 216, Hsp70 eine pathologische
Beteiligung nachzuweisen.”® Die Resultate experimenteller Untersuchungen bestétigten

auch beim MM eine Hsp70-Uberexpression in den entarteten Plasmazellen im Vergleich zu

114



9

normalen Plasmazellen.®®® Weiterhin konnte gezeigt werden, dass eine genetische

Herunterregulierung von Hsp70, ebenso wie bei anderen Krebserkrankungen, Apoptose in

MM-Zellen induziert.?”

Darlber hinaus fiihrte eine Herunterregulierung des Hsp70-
Transkriptionsfaktors Hsfl ebenfalls zu Apoptose in den untersuchten MM-Zellen.?”* Diese
experimentellen Beobachtungen suggerieren, dass den beiden Proteinen Hsp70 und Hsfl
eine entscheidende Rolle fiur das Uberleben von MM-Zellen zukommt und sie demnach

potenzielle Zielstrukturen zur Behandlung von MM darstellen.

Beteiligung von Hsp70 an pathophysiologischen Signalwegen

Obwohl zum Zeitpunkt der Arbeit weder das Ausmalfd der Beteiligung von Hsp70 an der
Pathogenese verschiedener Krebserkrankungen, noch dessen Rolle an den
zugrundeliegenden pathophysiologischen Prozessen vollstandig bekannt war, schien die
anti-apoptotische Wirkung von Hsp70 auf Interaktionen mit verschiedenen Schlissel-
proteinen der Apoptosemaschinerie zu basieren. Eine diskutierte Hypothese besagt, dass
eine Uberexpression von Hsp70 den Krebszellen einen Uberlebensvorteil bietet, da die
Proteine in der Lage sind, sowohl mit mehreren Komponenten des Caspase-abhangigen, als
auch des Caspase-unabhangigen apoptotischen Signalwegs zu interagieren.”*>?223 |n
Bezug auf die Caspase-abhéngigen Prozesse konnte unter anderem anhand verschiedener
Studien dokumentiert werden, dass Hsp70 den wichtigen Apoptosemediator Bcl-2 reguliert®™*
und dass die Expression von Hsp70, die mittels TNF induzierte Apoptose, die Aktivierung der
Caspase-3, die Translokation von Bax sowie die Spaltung von PPAR hemmt.?>%"®
Hinsichtlich der Verhinderung der Translokation von Bax konnte mittels Immunpréazipitation

6

eine direkte Interaktion zwischen Hsp72 und Bax nachgewiesen werden?®®, wobei Hsp72

dessen Oligomerisierung unterbindet, einer Notwendigkeit fir die Perforation der
Mitochondrienmembran fiir die nachfolgende Freisetzung von Zytochrom c.?’"%’®

Die Blockade des Caspase-unabhangigen Signalwegs durch Hsp70 basiert unter anderem
auf der Beeinflussung bestimmter Proteasen (wie z.B. Cathepsine), Kinasen (wie z.B. c-Jun
N-terminale Kinasen, JNK) und AIF (apoptosis inducing factor).?”® Diesbeziiglich konnte
beispielsweise gezeigt werden, dass ein Knockdown von Hsp70 die Freisetzung von
Cathepsin B steigert und Lysosomen vor einer Foto- und Wasserstoffperoxid-vermittelten
Permeabilisierung schiitzt.”® Interessanterweise scheint es als ob die intrinsische ATPase-
Aktivitat von Hsp70 nicht fur jede der beschriebenen Funktionen benétigt wird, was sich
beispielsweise anhand der Nukleotidydrolyse-unabhangigen Wirkung von Hsp70 auf JNK
und AIF belegen lasst.?®?®* Zusammengefasst lasst sich festhalten, dass durch die

Interaktion von Hsp70 mit mehreren Proteinen verschiedener apoptotischer Signalwege und
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durch das Eingreifen an unterschiedlichen Stellen der Signalwege, Hsp70 umfangreiche anti-

apoptotische Effekte besitzt.

Experimentelle Anwendung von Hsp70-Inhibitoren

Die bisher aufgeflihrten Erkenntnisse experimenteller Studien weisen deutlich auf eine
potenzielle Schliisselrolle von Hsp70 in der Pathogenese verschiedener Krebserkrankungen
hin und lassen eine gewisse Abhé&ngigkeit von Krebszellen von Hsp70 erkennen.?®®
Folgerichtig wird aus diesem Grund seit einiger Zeit Uber die Mdglichkeit der Nutzung dieser
Proteinfamilie als biologische Zielstrukturen fiir die Therapie bestimmter Krebserkrankungen
diskutiert. In diesem Zusammenhang existieren bereits einige Studien, die den Nutzen einer
therapeutischen Hsp70-Inhibition bei Krebserkrankungen dokumentieren. So konnte anhand
von verschiedenen Krebszellmodellen deutlich gezeigt werden, dass shRNA-vermittelte
Herunterregulierung von Hsp70 Apoptose induziert und die gesteigerte Zellproliferation
verlangsamt.?>42%6.259.286.287 15570 Antisensekonstrukte zeigten in entarteten Zellen chemo-
sensibilisierende Eigenschaften und konnten im Zusammenhang mit einer adenoviralen
Infektion ohne weitere Stimuli Krebszellen abtoten.”* Der zytotoxische Effekt einer
Herunterregulierung von Hsp70 wird besonders bei transformierten Zellen deutlich,
wohingegen dieser Effekt in normalen, nicht transformierten Zellen oder Primérzellen bislang
noch nicht beobachtet werden konnte.?®® Die genannten Beobachtungen wurden bisher
damit erklart, dass Tumorzellen im Vergleich zu physiologisch intakten Zellen einen
konstitutiv gestressten Phanotyp mit einer gesteigerten Abhangigkeit gegentber der
zytoprotektiven Wirkung von Hsp70 aufweisen.?®

Auch die Beobachtung, dass eine simultane Inhibiton von Hsp72 und Hsc70
tumorspezifische Apoptose induziert, unterstreicht die vermeintlich pathophysiologische
Bedeutung dieser Enzyme bei Krebserkrankungen sowie deren Potenzial als molekulares
Target in der Krebstherapie.”® In diesem Zusammenhang war es beispielsweise mittels
RNA-Interferenz mdoglich zu belegen, dass ein siRNA/RNAi-vermittelter Knockdown von
Hsp72 und Hsc70 Apoptose in humanen MM-Zellen induziert.?*

Basierend auf den beschriebenen Beobachtungen ist davon auszugehen, dass die
Anwendung von Hsp70-Inhibitoren sowohl als Monotherapie als auch in Kombination mit

anderen Zytostatika zukunftig in der Krebstherapie eine wichtige Rolle spielen kénnte.
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IV.1.6 Hsp70-Inhibitoren

Die zunehmenden Erkenntnisse hinsichtlich der Beteiligung von Hsp70 an diversen
pathophysiologischen Prozessen im Zusammenhang mit verschiedenen Erkrankungen
rickten die Hsp70-Enzyme als pharmakologische Zielstrukturen in den Fokus des
Wirkstoffdesigns. Auf der Grundlage des in Abschnitt IV.1.3 beschriebenen allosterischen
Mechanismus zwischen ATPase-Aktivitdt und Substratbindung bieten sich am Target Hsp70
fur die Wirkstoffentwicklung mehrere potenzielle Angriffspunkte fir eine pharmakologische
Inhibierung der Enzyminaktivitat durch niedermolekulare Verbindungen an:

a) eine Inhibition des ATP-Umsatzes durch eine Adressierung der Nukleotidbindetasche oder
durch eine Stérung von Protein-Protein-Kontakten von Hsp70 und dessen Co-Chaperonen,
b) eine Hemmung der Bindung von Substratpeptiden durch eine Besetzung der
Substratbindetasche sowie

c¢) eine Unterbindung der Interdoméneninteraktionen.

Im Rahmen der Forschungsarbeit am Target Hsp70 gelang es in den letzten Jahren bereits
erste niedermolekulare Verbindungen zu identifizieren, die Hsp70 inhibieren.”**?*° Diese
Liganden lassen sich anhand des zugrundeliegenden chemischen Grundgeriists einem
breiten Spektrum verschiedener Molektlklassen zuordnen und weisen eine hohe strukturelle
Diversitat auf. Eine Vielzahl der bereits bekannten Hsp70-Inhibitoren lassen sich einer der

folgenden chemischen Klassen zuordnen:

Spergualindhnliche Verbindungen,
e Dihydropyrimidine,

e [Fettsauren,

e Thiophencarboxamide,

o Peptide und

e ATP-Analoga.

Das Molekil (-)-Spergualin wurde 1981 von Umezawa et al. als eine Verbindung mit
antibiotischer und antitumoraler Wirkung beschrieben, die die Autoren aus Bacillus sp
identifizierten (siehe Abb. 35).%%%?%® Die begrenzte Stabilitit des Molekiils in vitro und in vivo
fuhrte zur Synthese von Strukturanaloga, wie dem 15-Deoxyspergualin (15-DSG).?*#%
Experimentelle Studien zeigten die Bindung von 15-DSG und dessen Derivaten an
verschiedene Proteine, darunter auch Hsc70 und Hsp90.2%%%° Mit Hilfe von massen-

spektrometrischen Untersuchungen und Kompetitionsanalysen konnte weiterhin gezeigt
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werden, dass 15-DSG an das EEVD-Motif mit einer Affinitat von ~5 pM bindet.?**® Da die
Verbindung 15-DSG trotz einer verbesserten Stabilitdt nur Giber eine geringe Bioverfligbarkeit
verfugt, erfolgte die Entwicklung einer Serie von Derivaten, bei denen die Amide invertiert
vorlagen. Dies trug zu einer deutlichen Verbesserung der Stabilitat sowie der Aktivitat dieser

Verbindungen bei.***3%

o] OH NH R =}
HN)I\/}\/\/\N)LNH o NH . N/R;
SOSS: L
HO \/\/\H/\/\NHZ R? N Q
0 F|*‘
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Abb. 35. Strukturformeln bekannter Hsp70-Inhibitoren verschiedener Molekulklassen.

Auf der Suche nach weiteren Verbindungen, die die Hsp70-ATPase-Aktivitat modifizieren,
fokussierten sich Fewell et al., geleitet von der strukturellen Ahnlichkeit zu 15-DSG, auf eine
Serie von Dihydropyrimidinen.®®® Fir mehrere Verbindungen dieser Serie konnte eine
Inhibition der ATP-Hydrolyse experimentell gezeigt werden, wahrend einige Molekile die
ATPase-Aktivitat verstarkten.®® Dariiber hinaus wurde die biologische Aktivitat einer
weiteren Molekilserie, die 17 Dihydropyrimidine umfasste, an Hsc70 oder an DnaK getestet.
Die Verbindungen wiesen allerdings eine geringe Effizienz mit ECso-Werten zwischen ~75-
300 puM auf.** Obwonhl die bis heute identifizierten Dihydropyrimidine nur iiber eine geringe
biologische Aktivitat verflugen, lieferten diese Molekile durch deren Untersuchung in
verschiedenen biologischen Systemen Einblicke in die Rolle von Hsp70 bei verschiedenen

Krankheiten, wie z.B. bei Krebserkrankungen.**>%
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Eine weitere Verbindungsklasse mit einer experimentell belegten Hsp70-Inhibition
reprdsentieren bestimmte Fettsauren, wie Sulfoglycolipide. Fiur die Verbindung adaSGC
beispielsweise wurde ein ICso-Wert von ~50 uM ermittelt. Es ist zudem bekannt, dass es sich
bei dem Molekill um einen nichtkompetitiven Inhibitor der ATPase-Aktivitdt handelt.>"’
Mamelak und Lingwood gelang es fir zwei Vertreter dieser Verbindungsklasse,
Sulfogalactosylceramid und Sulfogalactoglycerolipid, experimentell deren Bindungstelle
innerhalb der NBD nachzuweisen.®”” In Analogie zu den anderen bereits genannten
Inhibitoren der ATPase-Aktivitat ist auch die Aktivitdt von adaSGC abhangig von J-Domé&nen
Cochaperonen. Eine weitere Gruppe fettsauredhnlicher Derivate mit inhibitorischer Wirkung
auf Hsp70 reprasentieren Acylbenzamide. Diese Verbindungsklasse geht auf die
Arbeitsgruppe von Schiene-Fischer zuriick, die sich auf der Suche nach potenziellen
Antibiotika mit einer Adressierung der cis/trans Aminopeptidylisomerase-Aktivitdt des

prokaryotischen Hsp70-Enzyms DnaK beschéaftigten, 208209308

Einen weiteren Versuch, Liganden des prokaryotischen Hsp70-Enzyms DnaK zu
identifizieren, unternahmen Celliti et al.*°°. Der Fokus lag dabei auf der Identifizierung von
Grundgerusten, die die SBD adressieren, wie die Thiophen-2-carboxamide. Auf der
Grundlage dieser Entdeckungen wurde eine Serie von Derivaten synthetisiert, die entweder
Uber ein Thiophen- oder ein Furanfragment verfligten und sich unter anderem durch
verschiedene hydrophobe Gruppen am Carboxamid unterschieden. Fir einzelne Mitglieder

dieser Serie konnte eine antimikrobielle Aktivitat experimentell nachgewiesen werden.

Zusatzlich zu den bereits beschriebenen Molekiilklassen existieren bereits Untersuchungen
Uber die Eignung verschiedener Peptide als potenzielle Hsp70-Inhibitoren, wie
beispielsweise einer Serie von Peptidsegmenten, die sich jeweils aus 18-20 Aminosauren
zusammensetzten und vermehrt Prolin enthielten, wie z.B. Drosocin, Pyrrhocoricin, und
Apidaecin. Fur die Verbindungen wurde eine Bindung an DnaK sowie ein Abtdten

empfindlicher Bakterien, ohne dabei eukaryotische Zellen zu beeintrachtigen, beschrieben.*°

Aufgrund der zentralen Bedeutung der ATPase-Aktivitat fir die Enzymfunktion von Hsp70
rickten niedermolekulare Verbindungen in den Fokus, die kompetitiv mit dem Cofaktor ATP
um die Nukleotidbindetasche konkurrieren. Dieser Ansatz weist Analogien zu Wirkstoffen der
Zielstruktur Hsp90 auf, bei der ATP kompetitive Molekile, wie z.B. Geldanamycin und
entsprechende Derivate bereits eine biologische Aktivitat zeigten.?*°

Ein Beispiel fur rationales Wirkstoffdesign lieferten in diesem Zusammenhang

Williamson et al.,, die einen strukturbasierten Ansatz verfolgten und Adenosinderivate
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entwickelten, die als kompetitive Inhibitoren mit ATP um die Nukleotidbindetasche
konkurrieren.*'* Mit Hilfe eines Fluoreszenzpolarisationsassays wurden die Adenosinderivate
hinsichtlich der Affinitat zu der Nukleotidbindestelle untersucht. Weiterhin konnte fir einige
der Verbindungen eine biologische Aktivitat gegeniber HCT 116 Kolonkarzinomzellen
experimentell nachgewiesen werden. In diesem Zusammenhang ist zu erwahnen, dass
Mitglieder dieser Inhibitorklasse sich zudem prinzipiell eignen, die Wirkung von Hsp90-
Inhibitoren in HCT 116 Kolonkarzinomzellen zu potenzieren, wie die Studie von Massey et al.
ergab.®" Diese Erkenntnis bekraftigt die in der Fachliteratur beschriebene vielversprechende
Maoglichkeit der potenziellen pharmakologischen Anwendung einer Kombination von Hsp70-
und Hsp90-Inhibitoren.?®

Neben den bisher beschriebenen Verbindungsklassen bekannter Hsp70-Inhibitoren
existieren eine Reihe weiterer Einzelmolekile, fir die eine Bindung an und bzw. oder eine
modulatorische Wirkung auf Hsp70 experimentell belegt ist. Hierbei soll nachfolgend
besonders auf die zwei Molekiile 2-Phenylethinsulfonamid (PES) und Apoptozol naher
eingegangen werden.

Leu et al. publizierten 2009 die Identifizierung von PES, einer niedermolekularen Verbindung
mit inhibitorischer Wirkung auf Hsp70.3*® Mit Hilfe eines PES-Biotin-Konjugats konnte Hsp72
als molekulares Target identifiziert werden. Durch eine Deletionsanalyse gelang es, die
Bindestelle auf den Bereich des C-Terminus einzugrenzen. Ebenso wie viele andere Hsp70-
Inhibitoren besitzt auch PES eine selektive Toxizitdt gegenliber Krebszelllinien, wobei der
zugrundeliegende Wirkmechanismus derzeit noch unklar ist. Weiterhin untersuchten die
Autoren mittels Immunoprazipitation die Wirkung von PES auf die Zusammensetzung von
Hsp70-Chaperon-Komplexen in verschiedenen Zelllinien. Die Studien ergaben, dass PES
die Interaktion zwischen Hsp72 und einigen BAG-Proteinen sowie die Assoziation mit dem
Transkriptionsfaktor p53 unterbindet. Die experimentellen Daten suggerieren, dass PES eine
Modifizierung der Enzymfunktion durch eine Veranderung der Assoziation von Hsp70 mit
dessen Co-Chaperonen bedingt.

SchlieBlich sei an dieser Stelle nhoch eine weitere interessante niedermolekulare Verbindung
mit Apoptose-induzierender Wirkung und der passenden Bezeichnung Apoptozol (Az)
erwahnt, die 2008 von Williams et al. beschrieben wurde.®* Dieses Molekiil besteht aus
einem zentralen Imidazolring, der mit drei substituierten Phenylringen sowie einem
Methylphenylbenzamidrest substituiert ist (sieche Abb. 35). Den Autoren gelang es, fur Az
sowohl die Bindung an Hsp70 als auch an Hsc70 mittels Affinititschromatografie
nachzuweisen. Eine Messung der Bindungsaffinititen des Molekiils hinsichtlich Hsp70

(Kg: 0,14 pM) sowie Hsc70 (K4 0,21 uM) mittels surface plasmon resonance spectroscopy
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belegt mit K-Werten im unteren micromolaren Bereich sowohl eine signifikante Bindung des
Az als auch eine vergleichbare Bindungsstarke gegeniber beiden Proteinisoformen.
Aufgrund der Apoptose-induzierenden Fahigkeit des Az in Verbindung mit der bekannten
Beteiligung der beiden Chaperone Hsp70 und Hsc70 an verschiedenen Krebserkrankungen,
die teilweise auf die anti-apoptotischen Aktivitaten dieser Enzyme zurlckzufuhren sind,
wurde die Verbindung zudem auf deren Zytotoxizitdt gegeniiber mehreren Krebszelllinien
untersucht. Die Untersuchung des zytotoxischen Potenzials von Az erfolgte dabei an den
drei Krebszelllinien SK-OV-3 (0,22 uM; Ovarialkrebszellen), HCT-15 (0,25 pM; Kolon-
krebszellen) und A549 (0,13 pM Pulmonalkrebszellen). Diese Ergebnisse dokumentieren das
Potenzial des Az als ein mdogliches Zytostatikum das Hsp70 adressiert und dabei
mdglicherweise die Funktion der Enzyme inhibiert. Neben dem zum Zeitpunkt der Arbeit
noch unbekannten zugrundeliegenden Wirkmechanismus war auch die Bindestelle des Az
an Hsp70 noch unbekannt (siehe Abschnitt IV.3.1).

Die in diesem Abschnitt beschriebenen Molekile liefern einen Uberblick Uber die
verschiedenen Verbindungsklassen, der zum Zeitpunkt der Arbeit von Januar 2008 bis Juni
2011 bekannten Inhibitoren von Hsp70. Die Entwicklung von Hsp70-Modulatoren als
therapeutisch nutzbare Wirkstoffe stand zum damaligen Zeitpunkt jedoch gerade erst am
Anfang und es fehilten niedermolekulare Verbindungen, die effizient und selektiv Hsp70
inhibieren, weshalb die Notwendigkeit bestand, die Forschung auf diesem Gebiet zu

intensivieren.
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IV.2 Aufgabenstellung

Die primare Zielsetzung der Forschungsarbeit an der biologischen Zielstruktur Hsp70
bestand in der Identifizierung und Entwicklung von niedermolekularen Liganden des
Interdoméneninterfaces als eine neue Klasse von Hsp70-Inhibitoren unter Anwendung
verschiedener Verfahren des computergestutzten Wirkstoffdesigns. Bei der Zielregion
handelt es sich um eine neue potenzielle Bindestelle, fur die bis heute noch keine Liganden
in der Literatur beschrieben wurden. Vor dem Hintergrund der Beobachtungen von
Jiang et al.?®* die experimentell Interdomaneninteraktionen identifizierten, die kritisch fur die
Enzymfunktion sind, wurde die Hypothese aufgestellt, dass dieser Proteinbereich eine
potenzielle Bindestelle fur neuartige Inhibitoren darstellen konnte. Diese Hypothese wird
zusatzlich durch beschriebene, im Rahmen des katalytischen Mechanismus auftretende
Interdoméaneninteraktionen gestitzt, die wichtig fiir einige biologische Funktionen von Hsp70
zu sein scheinen.

Aufgrund der Tatsache, dass bisher in der Literatur noch keine Liganden fiir diese
Proteinregion beschrieben wurden, galt es zunachst, die Hypothese der Adressierbarkeit
dieser Zielregion durch niedermolekulare Liganden zu verifizieren. Fur die initiale
Identifizierung maoglicher Liganden des Interdoméaneninterfaces wurde ein virtuelles
Screeningverfahren unter Anwendung eines protein- sowie eines ligandbasierten Ansatzes
durchgefuhrt. Erganzend wurde eine fragmentbasierte Strategie verfolgt, wobei nach
Molekilen mit einer bestimmten Substruktur als Ankergruppe gesucht wurde. Dariber
hinaus wurde der Versuch unternommen, die vermeintliche Bindestelle des affinen Hsp70-
Liganden Apoptozol mit Hilfe eines Cross-Dockingexperiments aufzuklaren. Aufgrund der bis
zum Zeitpunkt der Arbeit sehr limitierten Datenlage zu Proteinstrukturen von Hsp70-
Zweidomanenkonstrukten bildeten detaillierte computergestitzte Untersuchungen des
Interdoméneninterfaces einschlie3lich molekulardynamischer Simulationen einen weiteren
wesentlichen Bestandteil der Arbeit. Die Ergebnisse all dieser Untersuchungen werden im

Folgenden im Detail beschrieben und diskutiert.
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IV.3 Vorgehensweise, Ergebnisse und Diskussion

IV.3.1 Computergestitzte Suche nach der Hsp70-Bindestelle von Apoptozol

mittels Cross-Dockingverfahren

Der niedermolekulare Hsp70-Ligand Apoptozol (Az), dessen Bindung an die beiden Enzym-
isoformen Hsp70 und Hsc70 sowie die dabei resultierenden Bindungsaffinitaten bereits
experimentell bestimmt werden konnten, besitzt eine Apoptose-induzierende Wirkung und
zeigte in Untersuchungen an verschiedenen Krebszelllinien eine zytotoxische Aktivitat (siehe
Abschnitt 1V.1.6).3** Weiterhin wurde zum Zeitpunkt der Arbeit in der Fachliteratur diskutiert,
ob es sich beim Az zudem um einen Hsp70-Inhibitor handelt und ob die beobachtete
zytotoxische Wirkung des Molekiils auf eine Inhibition der Hsp70-Enzymfunktion zurtick-
zufiihren ist.3*

Obwohl bereits die Bindung von Az an Hsp70 und Hsc70 experimentell nachgewiesen
werden konnte, war die adressierte Proteinbindestelle des Molekiils zum Zeitpunkt der Arbeit
noch unbekannt. Informationen Uber die vermeintliche Bindestelle sowie Uber den
Bindemodus des Liganden Az héatten hilfreiche Hinweise fur das Liganden- bzw. Wirkstoff-
design am Target Hsp70 liefern und mdoglicherweise Rickschlisse auf einen
Inhibitionsmechanismus zulassen koénnen. Dariber hinaus hatte die Aufklarung des
molekularen Angriffspunktes eine alternative Zielregion fur zukinftige Inhibitoren, zusatzlich
zu der Substrat- und Nukleotidbindetasche, aufdecken kdnnen.

Aus diesen Griinden war die Identifizierung der adressierten Bindestelle des Az’ einher-
gehend mit der Berechnung potenzieller Bindemodi mit Hilfe einer vergleichenden Cross-
Dockingstudie ein Ziel der vorliegenden Arbeit. Die Studie setzte sich aus einer Serie
computergestitzter Dockingsimulationen an verschiedenen in Frage kommenden Ziel-
regionen, wie der Nukleotid- und Substratbindetasche und dem Interdomé&neninterface,

sowie aus Dockingverfahren an der gesamten Zweidoméanenstruktur zusammen.

Durchfilhrung der Dockingsimulationen

Die im Rahmen dieser Studie durchgefiihrten Dockingsimulationen basierten weitestgehend
auf einem Dockingprotokoll, das bereits fir die Dockingberechnungen an der Zielstruktur
Aldose Reduktase Uberprift und genutzt wurde (siehe Abschnitt 111.4.1) und an dieser Stelle
daher verkirzt dargestellt wird. Eventuelle Abweichungen von dem beschriebenen Protokoll
werden gegebenenfalls an entsprechender Stelle explizit angegeben.

Die Durchfiihrung der Dockingsimulationen erfolgte mit dem Programm AutoDock3.0.

Informationen hinsichtlich der jeweils verwendeten Proteinkristallstrukturen finden sich in den
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einzelnen Passagen der entsprechenden Dockingverfahren. Die Aufbereitung der Protein-
strukturen sowie die Berechnung der bendtigten Affinitatsgitter erfolgten analog zu der in
Abschnitt 111.4.1 dargestellten Vorgehensweise. Die Zentren der berechneten kubischen
Affinitatsgitter mit den Kantenlangen 24 A x 24 A x 24 A sowie einer Gitterweite von 0,375 A
wurden so gewahlt, dass die Gitter die verschiedenen Bindetaschen vollstéandig
umschlossen.

Die Erstellung der dreidimensionalen Molekdlstruktur des Az* erfolgte mit dem Tool Molecule
Builder des Softwarepakets MOE> (Version 2007.09). Die weitere Aufbereitung des
Ligandenmolekiils fir das Docking inklusive Minimierungsprozess erfolgte in Analogie zu der
in  Abschnitt 111.4.1 beschriebenen Vorgehensweise innerhalb des Softwarepakets
SYBYL 8.0.

Die gewdahlten Einstellungen der verschiedenen Parameter des Dockingprotokolls
entsprachen vollstdndig den in Abschnitt 111.4.1 beschriebenen Einstellungen. Bei jedem
Dockingverfahren wurden fir den Liganden Az 50 Dockinglésungen generiert. Die
Gruppierung der berechneten Bindeposen erfolgte gemaR einer Toleranz von 1,0 A. Die
Auswertung der Dockingergebnisse bestand in einer visuellen Inspektion aller generierten
Dockinglésungen innerhalb der jeweiligen Bindetasche. Die Visualisierung erfolgte mit Hilfe
des Programms PyMOL* (Version 0.99), wobei die verschiedenen Dockinglésungen des Az’
auf Plausibilitat geprift und zudem hinsichtlich der Wechselwirkungsprofile analysiert

wurden.

Dockingverfahren an der Nukleotidbindetasche

Die Kiristallstruktur 1YUW der bHsc70-Zweidomanenstruktur, die in dieser Cross-Docking-
studie als Rezeptor fur das Dockingverfahren an dem Interdomé&neninterface sowie an der
Zweidomanenstruktur verwendet wurde, war fiir das Dockingverfahren zur Adressierung der
ATP-Bindetasche ungeeignet. Dies lag an der Abwesenheit eines gebundenen Nukleotids,
wodurch der Eingang zum hinteren Bereich der Nukleotidbindetasche, in dem in Strukturen
von NBDs Ublicherweise die Phosphatgruppen des Nukleotids lokalisiert sind, durch die
eingenommene Seitenkettenkonformation des sogenannten ,Gatekeepers® Tyr15 verschlos-
sen wurde. Daruber hinaus wich die Konformation des Arg272 im Vergleich zu Protein-
strukturen mit gebundenem Nukleotid ab, was zu einer strukturellen Anderung im vorderen
Bindetaschenbereich fuhrte, in dem nativ das Nukleosid gebunden wird. Aus diesem Grund
wurde die Kristallstruktur 1KAX fir das Dockingverfahren ausgewahlt. Hierbei handelte es
sich um die Struktur der NBD von bHsc70 mit gebundenem ATP, in der die Aminosauren

Tyrl5 und Arg272 Konformationen einnahmen, die fir Kristallstrukturen der NBD mit
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gebundenem Nukleotid reprasentativ sind und eine Besetzung des hinteren Bereichs der
ATP-Bindetasche erlaubten. Die Kristallstruktur 1KAX unterschied sich mit einem RMSD-
Wert von lediglich ~1 A von der NBD der Proteinstruktur 1YUW, weshalb die Strukturen als
nahezu identisch angesehen werden konnten. Somit war eine Vergleichbarkeit mit den
Ergebnissen der Dockingsimulationen an der gesamten Zweidoméanenstruktur absolut
gegeben. Die gewahlten Einstellungen der Dockingparameter entsprachen vollstandig dem

eingangs beschriebenen Dockingprotokoll.

Ergebnisse und Diskussion

Die mit einer berechneten freien Bindungsenthalpie von AG =-13,19 kcal/mol auf Rang 1
gefuihrte Dockinglésung (Ubersicht {iber die Dockingergebnisse siehe Anhang VI1.4.1) fiillte
den zur Verfigung stehenden Raum der Nukleotidbindetasche adéquat und vergleichbar mit
dem nativ gebundenem Nukleotid diverser NBD-Kristallstrukturen aus (siehe Abb. 36). Der
mit zwei Trifluormethylgruppen substituierte Phenylring adressierte den Bereich der hinteren
Bindetasche, in dem in der urspriinglichen Kristallstruktur 1KAX die Phosphatreste des ATP
lokalisiert sind. Allerdings waren keine Gemeinsamkeiten hinsichtlich der in den
Komplexstrukturen von NBD und ATP ausgebildeten Wechselwirkungen erkennbar. In dem
eingenommenen Bindemodus konnte lediglich eine direkte Wechselwirkung zwischen der
NH-Gruppe des Az-Amids und Asp234 beobachtet werden. Auch die anderen
Dockinglésungen zeigten keine vielversprechenderen Bindemodi mit glinstigeren Wechsel-
wirkungsprofilen und wiesen zudem mehrheitlich nur geringfiigige oder keine raumlichen
Uberschneidungen mit dem Cofaktor ATP auf. Vor dem Hintergrund der in diesem
Dockingverfahren generierten Bindeposen und unter Berticksichtigung des offensichtlichen
konstitutionellen sowie physiko-chemischen Unterschieds zwischen Az und den nativen
Nukleotidliganden gab es keine Hinweise daflir, dass es sich bei der Nukleotidbindetasche

um die gesuchte Bindestelle des Az‘ handelte.
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Abb. 36. Dockingverfahren an der Nukleotidbindetasche von bHsc70. A) Darstellung des
experimentell aufgeklarten Bindemodus des Cofaktors ATP in der Kristallstruktur 1KAX. B)
Darstellung des Bindemodus der Rang 1-Dockinglésung des Apoptozols.

Dockingverfahren an der Substratbindetasche

Fur die Dockingsimulationen an der Substratbindetasche wurde die Kristallstruktur einer
isolierten SBD als Rezeptor verwendet, da die SBD der Enzymstruktur 1YUW aufgrund der
intramolekularen Bindung der teilweise entspiralisierten a-Helix B nicht fur die Bindung eines
Liganden zur Verfigung stand. Dabei handelte es sich um die Proteinstruktur 1DKZ, der
Tertiarstruktur der SBD des Enzyms DnakK, die bereits fur die Aufklarung der Kristallstruktur
1YUW als Templat fungierte.”®* Im Vorfeld der Dockingsimulationen wurde im Rahmen der
Proteinstrukturaufbereitung das gebundene Substratpeptid aus der Kristallstruktur entfernt.
Die weitere Durchfiihrung des Dockingverfahrens folgte dem eingangs beschriebenen

Dockingprotokoll.

Ergebnisse und Diskussion

Die visuelle Analyse der generierten Dockingldsungen ergab, dass fur Az keine
Uberzeugenden Bindeposen innerhalb der Substratbindetasche erzeugt wurden. Die
Dockingresultate zeigten, dass der Ligand prinzipiell geeignet ist, den zur Verfligung
stehenden Raum der Substratbindetasche umfassend auszufillen. Allerdings wurden dabei
jedoch nur einzelne bis keine direkten Wechselwirkungen, wie z.B. H-Briicken oder =n-r-
Kontakte, mit dem Protein ausgebildet. Weiterhin war deutlich zu erkennen, dass die
Substratbindetasche aufgrund der Spezialisierung auf die Bindung gestreckter Peptid-
segmente nicht ausreichend voluminds ist, um das Molekll Az vollstandig aufzunehmen.

Somit ragten bei den verschiedenen Dockingldsungen stets mehrere Reste des Liganden in
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das Solvens ohne sich an intermolekularen Interaktionen mit dem Rezeptor zu beteiligen,
was aus energetischer Sicht ungunstig erschien.

Bei der vom Dockingprogramm bestbewerteten Dockinglosung (AG = -10,49 kcal/mol) ragte
der Benzamidrest tief in die Kavitat der Bindetasche, die von gebundenen Substratpeptiden
Ublicherweise durch einen hydrophoben Rest adressiert wird, wie z.B. durch die Seitenkette
eines Leucins des in der Kristallstruktur urspriinglich gebundenen Peptidliganden, wahrend
die drei anderen substituierten Phenylringe des Az‘ auf beiden Seiten der Bindestelle in das
Solvens ragten (siehe Abb. 37, Ubersicht Gber die Dockingergebnisse siehe Anhang V1.4.2).
Eine derartige Besetzung der hydrophoben Kavitat durch eine hydrophile Molekulfunktion,
von der zudem keine gerichteten Wechselwirkungen eingegangen wurden, erschien
ebenfalls unglnstig. Weiterhin konnten in dem untersuchten Bindemodus auch von den
weiteren funktionellen Gruppen des Liganden keine gerichteten Wechselwirkungen mit
benachbarten Aminosduren beobachtet werden. Die Beobachtung, dass in dem
Dockingverfahren keine vielversprechenden Bindemodi resultierten, lasst sich plausibel
anhand der chemischen Konstitution des Az‘ erklaren, die Uber keine ersichtliche Analogie
zu dem fiir die Substratbindetasche des Enzyms DnaK bereits aufgeklarten Bindungsmotivs
verfugt. Dieses Bindungsmotiv umfasst einen Kern aus finf Aminosduren, vermehrt
hydrophober Reste, die auf beiden Seiten durch ein Segment bevorzugt positiv geladener
Reste flankiert werden.?®%" Folglich existierte eine offensichtliche Diskrepanz zwischen den
von Az und dem Rezeptor ausgebildeten Wechselwirkungen und den Interaktionsmustern,
die Ublicherweise von nativen Substratpeptiden ausgebildet werden. Auf der Basis der
analysierten Dockinglésungen und vor dem Hintergrund der aufgeflhrten Informationen
hinsichtlich des nativen Bindungsmotivs sowie bekannter Interaktionsprofile, war nahezu
vollstandig auszuschlieen, dass es sich bei der Substratbindetasche um die gesuchte

Bindestelle des Az‘ handelte.
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Abb. 37. Dockingverfahren an der Substrathindetasche von DnaK. A) Darstellung des experimentell
aufgeklarten Bindemodus eines Substratpeptids der Kristallstruktur 1DKZ. B) Darstellung des
Bindemodus der Rang 1-Dockinglésung des Apoptozols.

Dockingverfahren an dem Interdoméaneninterface

Das Dockingverfahren fir eine Adressierung des Interdoméneninterfaces erfolgte an der
Kristallstruktur 1YUW. Der Fokus der Dockingsimulationen wurde auf den Bereich der
unmittelbaren Interfacekavitat gelegt (siehe Abschnitt 1V.1.2). Die Aufbereitung der
Proteinstruktur sowie das zugrundeliegende Dockingprotokoll folgten der am Anfang des

Kapitels beschriebenen Durchfiihrung.

Ergebnisse und Diskussion

Die visuelle Auswertung der Dockinglosungen ergab, dass hinsichtlich der Zielregion
Interdoméneninterface im Gegensatz zu den vorangegangenen Dockingsimulationen
sinnvolle und vielversprechende Bindeposen von AutoDock3.0 generiert wurden.
Insbesondere die Dockinglésungen des bestbewerteten Clusters, das zugleich die meisten
Dockinglosungen vereinte, waren sehr interessant und uberzeugend (siehe Abb. 38,
Ubersicht tiber die Dockingergebnisse siehe Anhang VI.4.3). Der Bindemodus der Rang 1-
Dockinglésung mit einer gunstigsten freien Bindungsenthalpie von AG =-12,23 kcal/mol
zeigte eine sehr gute strukturelle Anpassung des Liganden an die Bindestelle. Az adressierte
das Zentrum der unmittelbaren Interfacekavitat und besetzte den verfigbaren Raum der
Bindetasche umfassend. Dariiber hinaus ermdglichte der Bindemodus die Ausbildung von
funf Wasserstoffbrickenbindungen, von denen drei Bindungen von der sehr glnstig

positionierten Amidfunktion des Benzamidrests mit Asnl74, Thrl77 und GIn520 geformt
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wurden, wahrend die anderen beiden H-Briicken von einer der beiden Phenylmethoxy-

gruppen und den Aminosauren Lys524 und Tyr525 der SBD ausgebildet wurden.

Im Anschluss an die Dockingberechnungen wurden alle 50 Dockingldsungen einem Re-
Scoringverfahren mit den Programmen DrugScore®s® und SFCscore unterzogen. Wahrend
DrugScore®®® fiir eine zusétzliche Bewertung der Giite der einzelnen Bindemodi und der
Identifizierung der vermeintlich glnstigsten Bindepose verwendet wurde, diente das
Programm SFCscore unter Nutzung der Scoringfunktion SFC_290m einer zusatzlichen
Abschatzung der Bindungsaffinitaten.

Der von AutoDock3.0 auf Rang 1l geflihrte Bindemodus lag in der Bewertung von

DrugScore®®P

auf Rang 13, wurde also von der Scoringfunktion ebenfalls als tberdurch-
schnittlich glnstig bewertet. Favorisiert wurde jedoch ein anderer interessanter
Bindungsmodus (AG =-10,13 kcal/mol), der von AutoDock3.0 auf Rang 29 gelistet wurde. In
dieser Bindepose adressierte der Ligand in vergleichbarer Weise wie im zuvor
beschriebenen Bindemodus das Zentrum der Interfacekavitat, jedoch in einer anderen
Orientierung (siehe Abb. 38). Der Hauptunterschied bestand in einem Switch des
Ditrifluormethylphenylrings und des Benzamidrests, von dem dabei zwei H-Bricken im
vorderen Bereich des Interfaces mit den Aminosduren Vall69 und Leul70 der NBD
ausgebildet wurden. Weiterhin entfielen bei dieser Bindepose die zwei von einer der beiden
Methoxyphenylgruppen ausgebildeten H-Briicken, da der daflir verantwortliche Molekilrest
die Position der anderen Methoxyphenylgruppe der zuvor beschriebenen Dockinglésung
einnahm und die zweite Methoxyphenylgruppe anstatt zur SBD in Richtung Solvens gerichtet
war. Diese von DrugScore®s® bevorzugte Bindepose erschien besonders vor dem Hinter-
grund, dass das Az fiir die in der Publikation von Williams et al.*** beschriebenen experi-
mentellen Untersuchungen {ber ein Linkersegment an einer Matrix immobilisiert wurde,
interessant. Das Linkersegment war dabei kovalent an die Amidgruppe des Liganden
gebunden, wodurch dieser Ligandenrest in Richtung des Solvens und in Richtung der Matrix
gerichtet sein musste. Aus diesem Grund reprasentierte diese Dockinglosung, im Gegensatz
zu dem zuvor beschriebenen Bindemodus, eine plausible Bindepose fiir das Uber ein
Linkersegment immobilisierte Az. Allerdings erschien der vom Dockingprogramm vorge-
schlagene bestbewertete Bindemodus flir das freie, nicht an einer Matrix immobilisierte Az
aufgrund der zahlreicheren direkten Wechselwirkungen und der Uberzeugenderen
strukturellen Anpassung, einhergehend mit einer engen Bindung des Liganden, insgesamt

die gunstigere Bindepose darzustellen.
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Abb. 38. Dockingverfahren an dem Interdoméaneninterface von bHsc70. A) Darstellung des Binde-
modus der von AutoDock3.0 ermittelten Rang 1-Dockinglésung des Apoptozols. B) Darstellung des
Bindemodus der von DrugScoreCSD favorisierten Rang 1-Dockinglésung des Apoptozols.

Der SFCscore-Berechnung nach zu urteilen, waren die beiden beschriebenen Docking-
I6sungen hinsichtlich ihrer Bindungsaffinitat zu der Interdoméanenbindetasche mit pK-Werten
von 7,17 (Rang 1 AutoDock3.0) und 7,10 (Rang 1 DrugScore“s®) als gleichwertig einzu-
schatzen. An dieser Stelle sei erwahnt, dass diese Werte sehr gut mit den experimentell
bestimmten K4-Werten von 0,14 uM bzw. 0,21 uM hinsichtlich der Komplexe Hsp70-Az und
Hsc70-Az korrelierten und dadurch das Potenzial dieser vielversprechenden Docking-

l6sungen als plausible Bindungshypothesen bestatigten.®*

Die Ergebnisse der Dockingverfahren lieBen die Schilussfolgerung zu, dass die
Interdoméanenkavitdt von allen drei separat untersuchten Zielregionen die plausibelste
Bindestelle des Liganden Az darstellte, da fiir diese Zielregion die sinnvollsten Bindemodi
berechnet wurden und die Ergebnisse mit experimentell gewonnenen Daten korrelierten.
Diese Beobachtungen stiitzten die Hypothese, dass die Interdoméanenkavitat eine mogliche
Bindestelle fur Inhibitoren darstellen kénnte.

Dockingverfahren an der Zweidoméanenstruktur

Im Rahmen des Dockingverfahrens an der gesamten bHsc70-Zweidoméanenstruktur 1YUW
erfolgten die Berechnungen im Gegensatz zu den vorangegangenen Dockingsimulationen
ohne Beschrankung auf eine bestimmte Zielregion und ohne vorherige Definition einer
speziellen Bindestelle in Analogie zu dem von Hetenyi et al. beschriebenem Blind docking-

Ansatz.*'® Unter einem sogenannten Blind docking versteht man Dockingsimulationen, bei
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denen keine spezielle Bindestelle vorab definiert wird und als Konsequenz die gesamte
Rezeptorstruktur nach potenziellen Bindestellen untersucht wird. Alle vermeintlich
vorhandenen Bindestellen treten wahrend des Dockingprozesses in gegenseitige
Konkurrenz zueinander und konkurrieren um die Bindung des Liganden. Dieser Docking-
ansatz dient primar der Aufklarung potenzieller Angriffspunkte fir Liganden an einer
biologischen Zielstruktur und findet vor allem Anwendung, wenn keine Informationen
hinsichtlich der Bindestelle eines Liganden an einem gegebenen Rezeptor vorliegen, wie es
in dieser Studie der Fall war. Hetenyi et al. demonstrierten, dass das Dockingprogramm
AutoDock mit bestimmten Einstellungen neben der Berechnung von Bindeposen fir eine
bestimmte, vorab definierte Bindestelle ebenfalls fir die Identifizierung potenzieller
Bindestellen an einer Zielstruktur geeignet ist.3¢3%

Die Intention der Dockingsimulationen am Zweidomanenkonstrukt bestand vorrangig in einer
Untersuchung, welche der drei zuvor adressierten Bindestellen vom Az bevorzugt adressiert
wird, wenn alle Bindestellen in gegenseitiger Konkurrenz zueinander stehen. Darliber hinaus

wurde die Enzymstruktur hinsichtlich weiterer alternativer potenzieller Bindestellen analysiert.

Die Einstellungen der einzelnen Dockingparameter wurden in Anlehnung an die Publikation
von Hetenyi et al.**® wie folgt gewahlt: Es wurden 100 Dockinglésungen generiert, wobei die
Gruppierung der Bindeposen zu Clustern gemaR einer Toleranz von 1,0 A erfolgte. Weiterhin
wurde eine initiale PopulationsgréRe von 50 verwendet sowie die Hochstzahl an Energie-
evaluierungen auf maximal 50,0 x 10° begrenzt. Die maximale Anzahl an Generationen
wurde auf 10,0 x 10° heraufgesetzt. Um mit den Affinitatsgittern die gesamte Proteinstruktur
erfassen zu koénnen, wurde der Abstand zwischen den Gitterpunkten von 0,375 A auf
0,550 A vergroRert.

Ergebnisse und Diskussion

Die Dockingldsungen zeigten eindrucksvoll, dass es mit den gewahlten Einstellungen
moglich war, innerhalb eines derart grol3en Suchraumes, eine Zielstruktur effizient nach
geeigneten Bindestellen abzusuchen und dabei plausible Bindeposen zu generieren.
Darlber hinaus wurden die bisherigen Beobachtungen bestétigt, wonach der Ligand Az
bevorzugt an die Interdomanenregion zu binden schien (siehe Tab. 12).

Im Rahmen des Dockingprozesses gelang es AutoDock3.0 Dockinglésungen des vorange-
gangenen explizit die Interfacekavitat adressierenden Dockingverfahrens mehrfach zu
reproduzieren ohne dabei jedoch den Bindemodus der Rang 1 Dockinglésung zu finden. Wie
die Auswertung der generierten Dockinglésungen zeigte, waren 5 der 6 bestbewerteten

Bindeposen innerhalb der Interdomanenregion lokalisiert. Wahrend sich die Bindeposen auf
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den Rangen 1, 2 und 6 zentral innerhalb der unmittelbaren Interdoménenkavitat befanden,
adressierten die Dockingldsungen 4 und 5 einen Interdomé&nenbereich, der am linken Rand-
bereich des Interfaces aul3erhalb der Kavitat direkt neben dem durch Asp152 und Lys524
gebildeten Bogen lokalisiert war. Fur die anderen 94 erzeugten Bindeposen wurden
durchweg unginstigere Wechselwirkungsenergien berechnet, weshalb sich an dieser Stelle
auf die Betrachtung der sechs bestbewerteten Dockinglésungen fokussiert wird.

Bei dem auf Rang 1l gefihrten Bindemodus (AG =-9,30 kcal/mol) fiillte Az den zur
Verfugung stehenden Raum der Interdoménenkavitat sehr gut aus, wobei zwei H-Brucken
zwischen der Amidgruppe und GIn156 sowie einer der beiden Methoxygruppen und GIn376
ausgebildet wurden (siehe Abb. 39, Ubersicht uber die Dockingergebnisse siehe
Anhang V1.4.4). Die Dockinglésung &hnelte der vom Scoringprogramm DrugScore©=P
favorisierten Bindepose des vorangegangenen Dockingverfahrens am Interdomanen-
interface, jedoch mit dem Unterschied, dass das Y-férmige Grundgerust des Az', bestehend
aus dem Imidazol und den drei substituierten Phenylringen, in einer entgegengesetzten
Orientierung band und dadurch nicht nur eine potenzielle Bindepose des Liganden Az,
sondern ebenfalls einen moglichen Bindemodus des Az-Molekils mit Linkersegment
reprasentierte.

Im Gegensatz zu den im Zentrum der Interdoménenkavitat lokalisierten Dockinglésungen
erschien eine Bindung des Az' an einer derart exponierten Stelle, wie in den Docking-
[6sungen der Range 4 und 5, fragwurdig und vergleichsweise unginstig, da sich Bindestellen
niedermolekularer Liganden sehr haufig in vergrabenen, vor dem Solvens geschiitzten
Proteinbereichen befinden. Der Bindemodus der Rang 4- (AG = -8,04 kcal/mol) ebenso wie
der Rang 5-Dockinglésung (AG = -7,89 kcal/mol) zeigte eine gute morphologische Struktur-
komplementaritdt zu dem adressierten Proteinbereich (siehe Abb. 39). Jedoch konnten
jeweils bis auf eine einzige H-Briicke zwischen der Amidgruppe des Az‘ und Thr222 keine

weiteren gerichteten Wechselwirkungen beobachtet werden.
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Abb. 39. Dockingverfahren an der Zweidomanenstruktur von bHsc70. A) Darstellung des Bindemodus
der Rang 1-Dockinglésung des Apoptozols. B) Darstellung des Bindemodus der auf Rang 4 geflhrten
Dockinglésung des Apoptozols.

Der Vollstandigkeit halber sei erwéhnt, dass die auf Rang 3 geflhrte Dockinglésung anstelle
des Interdomanenbereichs die NBD adressierte und den Eingang zu der Nukleotid-
bindetasche unter Ausbildung zweier H-Briicken zwischen der Az-Amidgruppe und Thrl4
sowie zwischen einer der beiden Methoxygruppen und Asn364 blockierte. Eine Adressierung
des hinteren Bindetaschenbereichs, wie in der Rang 1-Bindepose des Dockingverfahrens an
der Nukleotidbindetasche, konnte hingegen, bedingt durch die Seitenkettenkonformation des
Tyrl5, die diesen Raum verschlie3t, nicht erfolgen. Ebenfalls war eine Adressierung der
Substratbindetasche aufgrund der intramolekularen Bindung des a-Helix B-Segments in
diesem Dockingverfahren nicht moglich.

In Bezug auf die Identifizierung potenzieller, alternativer Bindestellen des Liganden Az sowie
fur zukinftige Liganden bleibt festzuhalten, dass sich bei der Analyse aller erzeugten
Dockinglésungen keine weiteren sinnvollen Bindestellen am Enzym bHsc70 heraus-
kristallisierten. Die Mehrzahl der Dockingldsungen war innerhalb des Interdomé&nen-
interfaces sowie zwischen den beiden NBD Subdomé&nen unterhalb der Nukleotid-
bindetasche lokalisiert. Dartiber hinaus befand sich ein Cluster von 10 Dockinglésungen auf
der Riuckseite der Interfacekavitat direkt unterhalb der Substratbindetasche in einer
langgestreckten Furche. Die Ausbildung dieser Bindestelle war auf die intramolekulare
Bindung der a-Helix B durch die Substratbindetasche zuriickzufiihren, weshalb die Furche
im nativen Protein vermutlich nicht existiert und daher keine Relevanz als sinnvolle

alternative Bindestelle besaf3. Schlie3lich waren dariber hinaus viele Cluster mit wenigen
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Mitgliedern an unspezifischen Stellen auf der gesamten Proteinoberflache verteilt. Einen
Uberblick Gber die Haufigkeit der durch die Dockinglosungen adressierten drei potenziellen

Bindestellen NBD, SBD und Interdoméaneninterface liefert Tabelle 12.

Bindestelle Dockinglosungen Clusteranzahl AG [kcal/mol]
Nukleotidbindetasche 6 6 -8,23
Substratbindetasche - - -
Interdoméaneninterface 12 12 -9,30
Interdomanenkavitat 7 7 -9,30

Tab. 12. Ubersicht uiber die Anzahl der jeweiligen Adressierungen der Hsp70-Bindestellen Nukleotid-
bindetasche, Substratbindetasche und Interdoméaneninterface, inshesondere der unmittelbaren
Interdoménenkavitat, und der fir jede Bindestelle jeweils glinstigsten berechneten freien Bindungs-
enthalpie (AG). Die Darstellung der Anzahl der unterschiedlichen Dockingldsungscluster dient der
Unterscheidung zwischen verschiedenen und gleichartigen Dockinglésungen an den jeweiligen Binde-
stellen. Bei den Dockinglésungen handelte es sich jeweils um verschiedene Dockinglésungen, die alle
ein eigenstandiges Cluster reprasentierten.

Dockingverfahren an einer erweiterten Zweidomanenstruktur

AbschlieBend wurde das Dockingexperiment noch um ein Dockingverfahren an der mittels
Homologiemodellen erweiterten bHsc70-Enzymstruktur HM-Hsc70 (siehe Abschnitt 1V.3.3)
erganzt, da aufgrund der intramolekularen Bindung eines Segments der teilweise
entspiralisierten a-Helix B durch die Substratbindetasche in der Proteinstruktur 1YUW diese
Bindetasche in der vorangegangenen Dockingsimulation nicht flr eine Bindung des
Liganden Az zur Verfiigung stand und folglich auch keine tatsachliche Alternative gegenuber
den anderen vorhandenen Bindestellen darstellte. Die Dockingberechnungen erfolgten unter

Verwendung des Dockingprotokolls des vorangegangenen Dockingverfahrens.

Ergebnisse und Diskussion

Die in diesem Verfahren generierten Dockinglésungen bestatigten die beobachteten
Tendenzen der vorherigen Dockingsimulation an der Zweidomanenstruktur hinsichtlich einer
bevorzugten Adressierung der Interfaceregion durch das Az und lieferten darliiber hinaus
Hinweise hinsichtlich der Praferenz einer Adressierung der Substratbindetasche durch den
Liganden Az beim Vorhandensein alternativer Bindestellen (siehe Tab. 13, Ubersicht iiber
die Dockingergebnisse siehe Anhang VI.4.5).

Vorweg sei erwdhnt, dass keine die Substratbindetasche adressierenden Bindeposen ein
Uberzeugendes Interaktionsprofil aufwies und in der Mehrzahl der Dockingldsungen der

Ligand einen Bindemodus einnahm, in dem der Ditrifluormethylphenylrest unspezifisch
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lediglich den vorderen Bereich der Substratbindetasche besetzte. Dabei wurde von keiner
Dockingldsung mehr als eine H-Brucke ausgebildet, wahrend die ubrigen Reste keine
Interaktionen mit dem Protein eingingen und in das Solvens ragten (siehe Abb. 40).

Abb. 40. Dockingverfahren an der erweiterten Zweidomanenstruktur HM-Hsc70. Darstellung eines
reprasentativen Bindemodus des Apoptozols (Rang 4, AG = -8,66 kcal/mol) innerhalb der Substrat-
bindetasche.

Die den Interdoméanenbereich adressierenden Dockingldsungen waren mehrheitlich im linken
Randbereich des Interdoméaneninterfaces lokalisiert und zeigten vergleichbare Bindeposen,
wie die entsprechenden Dockinglosungen, beispielsweise die Rang 4-Dockinglésung, des
vorherigen Dockingverfahrens. Vielversprechendere und energetisch glinstigere Bindeposen
im Vergleich zu dem vorherigen Dockingverfahren wurden fir den Proteinbereich der
unmittelbaren Interfacekavitéat hingegen nicht generiert. Hinsichtlich der Detektion alternativer
Bindestellen lieferte die durchgefiihrte Dockingsimulation an der erweiterten Zweidoménen-

struktur auch keine neuen Erkenntnisse.
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Bindestelle Dockinglésungen Clusteranzahl AG [kcal/mol]

Nukleotidbindetasche 6 6 -10,49
Substratbindetasche 4 4 -8,66
Interdomé&neninterface 8 6 -7,64
Interdoméanenkavitat 4 2 -6,38

Tab. 13. Ubersicht uiber die Anzahl der jeweiligen Adressierungen der Hsp70-Bindestellen Nukleotid-
bindetasche, Substratbindetasche und Interdoméaneninterface, insbesondere der unmittelbaren
Interdoméanenkavitat, und der fir jede Bindestelle jeweils glnstigsten berechneten freien Bindungs-
enthalpie (AG). Die Darstellung der Anzahl der unterschiedlichen Dockinglésungscluster dient der
Unterscheidung zwischen verschiedenen und gleichartigen Dockinglésungen an den jeweiligen Binde-
stellen. Bei den Dockingldsungen handelte es sich bis auf drei Dockinglésungen des Interdomanen-
interfaces bzw. der Interdomanenkavitat um jeweils verschiedene Bindeposen, die unterschiedliche
Cluster reprasentierten.

Zusammenfassung

Mit Hilfe des durchgefiihrten Cross-Dockingexperiments konnten vielversprechende
Hinweise hinsichtlich der vermeintlichen Hsp70-Bindestelle des Liganden Az sowie
Informationen Uber mégliche Bindeposen gewonnen werden. Darlber hinaus erfolgte in
diesem Rahmen eine erste Untersuchung des Enzyms auf Bereiche, die neben den beiden
offensichtlichen Hsp70-Zielregionen, der Substrat- und der Nukleotidbindetasche, als
zusatzliche potenzielle Bindestellen in Frage kommen kdnnten.

Die Resultate der durchgefiihrten Dockingsimulationen wiesen eindeutig und konsistent auf
eine bevorzugte Bindung des Liganden Az an die Interdomé&nenregion, insbesondere an die
Interdomé&nenkavitdt hin. Der Tatsache, dass in dieser Dockingstudie die insgesamt
bestbewertete Dockinglésung fur die Nukleotidbindetasche berechnet wurde, wurde bei der
abschlieBenden Bewertung der Ergebnisse lediglich eine untergeordnete Bedeutung
beigemessen, da diese Dockingldsung, wie auch alle anderen Dockinglésungen an dieser
Bindestelle, keine Ubereinstimmungen mit den Interaktionsprofilen zwischen der Nukleotid-
bindetasche und den nativen Liganden zeigten und dartber hinaus auch jeweils nur eine
einzige gerichtete Wechselwirkung mit dem Protein ausbildeten. In diesem Zusammenhang
wurde auch die Tatsache berlcksichtigt, dass zwischen Az und den nativen Nukleotid-
liganden keine offensichtlichen strukturellen Parallelen existierten und zudem physiko-
chemische Unterschiede bestanden. Deshalb wurde die Wahrscheinlichkeit einer Bindung
des Liganden an die Nukleotidbindetasche geringer als die Wahrscheinlichkeit einer Bindung
an das Interdomaneninterface eingeschéatzt.

Im Gegensatz zu den fur die Nukleotidbindetasche berechneten Dockinglésungen wurden fur

das Interdomaneninterface die insgesamt gesehen plausibelsten Bindeposen mit den
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Uberzeugendsten Interaktionsprofilen und sehr gunstigen Bindungsaffinitdten, die zudem mit
den zum Zeitpunkt der Arbeit publizierten experimentellen Beobachtungen vereinbar waren,
berechnet. AbschlieBend sei angemerkt, dass die Ergebnisse der Studie die Hypothese
stitzten, dass die Hsp70-Interdomanenregion und insbesondere die in der Kristallstruktur
1YUW ausgebildete Interfacekavitat, potenzielle Bindestellen fiir zukiinftige niedermolekulare

Liganden darstellen kénnten.

Bindestelle AG [kecal/mol]
Nukleotidbindetasche -13,19
Substratbindetasche -10,49

Interdoméaneninterface -12,23
Zweidomanenstruktur -9,30
HM-Zweidomanenstruktur -10,49

Tab. 14. Ubersicht Gber die fir jede Bindestelle jeweils giinstigsten berechneten freien Bindungs-
enthalpien (AG).

Nach Abschluss des praktischen Teils der vorliegenden Arbeit veroffentlichten Cho et al. im
November 2011 eine Studie mit zum damaligen Zeitpunkt neuen Hinweisen hinsichtlich der

Hsp70-Bindestelle von Az.3#

Darin beschreiben die Autoren experimentelle Unter-
suchungen, deren Ergebnisse auf eine Bindung von Az an die NBD hindeuten. Weiterhin
suggerierten die Ergebnisse eines biochemischen Assays in Kombination mit den
Informationen von Dockingsimulationen eine mdgliche Bindung von Az an die Nukleotid-
bindetasche.

Vor dem Hintergrund dieser Informationen erschien eine Bindung des Liganden an die NBD
als wabhrscheinlich, was jedoch die Mdoglichkeit einer zusatzlichen Adressierung des
Interdomé&neninterfaces nicht ausschlief3t. Diese Hypothese wurde bei den Untersuchungen
von Cho etal. nicht berlcksichtigt. Auch die in Betracht gezogene Adressierung der
Nukleotidbindetasche von Az konnte nicht eindeutig durch die Experimente nachgewiesen
werden, weshalb auch die Schlussfolgerungen der Autoren diesbezlglich eher vage
formuliert wurden. An dieser Stelle sei auch darauf hingewiesen, dass sich die Docking-
simulationen offensichtlich ausschlie3lich auf die Nukleotidbindetasche begrenzten, wodurch
die ldentifizierung weiterer moglicher Az-Bindestellen an der NBD ausgeschlossen war.
Unter Berlcksichtigung dieser Aspekte konnte man zum damaligen Zeitpunkt nicht davon

ausgehen, dass diese Ergebnisse denen der vorliegenden Arbeit entgegen stehen.
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Im Gegensatz hierzu wiesen die Resultate der im Paper beschriebenen Experimente klar auf
keine Bindung von Az an die SBD hin, wodurch das entsprechende Ergebnis der Docking-
studie der vorliegenden Arbeit gestitzt wurde.

AbschlieBend bleibt festzuhalten, dass auch durch die von Cho etal. durchgefihrten
Untersuchungen die tatsachliche Hsp70-Bindestelle von Az nicht identifiziert werden konnte
und die Aufklarung der Hsp70-Bindestelle von Az, z.B. durch Strukturaufklarung eines

Hsp70-Az-Komplexes, als Ziel zuklnftiger Arbeiten verbleibt.

IV.3.2 Liganden des Interdomaneninterfaces - Design neuartiger Hsp70-

Inhibitoren

IV.3.2.11dentifizierung von Kandidatenmolektlen durch virtuelles Screening

Die gewahlte Strategie zur initialen Identifizierung potenzieller Liganden des Interdoménen-
interfaces durch virtuelles Screening entsprach im Wesentlichen der in Abschnitt 111.4.2
beschriebenen Vorgehensweise. Die virtuellen Datenbanksuchen basierten erneut auf einem
protein- sowie einem ligandbasierten Ansatz, wobei einerseits eine Zweidomanenkristall-
struktur des bovinen Hsc70 und andererseits der bekannte Hsp70-Ligand Apoptozol als
Templatstrukturen dienten. Die weitere Bewertung der identifizierten Verbindungen
hinsichtlich méoglicher Bindemodi sowie Bindungsaffinititen erfolgte mittels Docking-
simulationen in Verbindung mit der Anwendung zusatzlicher Scoringverfahren. AbschlieRend
wurden ausgewahlte Kandidatenmolekile mit Hilfe von in vitro Assays auf ihre biologische

Aktivitat gegenliber Multiplen Myelomzellinien untersucht.

IvV.3.2.1.1 Proteinbasierter Ansatz

Computergestutzte Untersuchungen des Interdoméneninterfaces

Bei dem proteinbasierten Ansatz diente die rontgenkristallographisch aufgeklarte
Enzymstruktur 1YUW, die Proteinstruktur des bovinen Hsc70-Zweidomanenkonstrukts, als
Templatstruktur. Diese Struktur kann, wie die Sequenzanalyse in Abschnitt IV.1.2 deutlich
demonstrierte, aufgrund der nahezu vollstandigen Sequenzidentitdt im Vergleich mit
humanem Hsc70 als ein sinnvoller Ersatz fir die bisher noch nicht experimentell aufgeklarte

Tertiarstruktur der humanen Isoform angesehen werden.
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Untersuchung von Hsp70 hinsichtlich potenzieller Ligandbindestellen

Fur eine weitere computergestiitzte Bestatigung der Hypothese, dass die ausgebildete
Kavitat des Interdoméneninterfaces tatséachlich eine geeignete Bindestelle fir zukiinftige
Liganden reprasentiert, wurde die Enzymstruktur 1YUW mit Hilfe des in dem Softwarepaket
MOE (Version 2009.10) implementierten Tools Site Finder auf mogliche Bindestellen
analysiert.

Die Berechnungen beruhen auf einer geometrischen Methode basierend auf sogenannten
Alpha Shapes. Der Algorithmus ermittelt dabei die Anzahl der Kontaktatome des Rezeptors
innerhalb der jeweiligen potenziellen Bindetaschen, wobei eine Unterteilung in hydrophobe
bzw. hydrophile Atome sowie in Proteinrlickgrat- oder Seitenkettenatome erfolgt. Die
grafische Darstellung der Ergebnisse erfolgt in Form kolorierter, in den Bindestellen verteilter
Sphéren.

In Ubereinstimmung mit den Ergebnissen einer von Chen et al.®*

entwickelten sequenz-
basierten Methode zur Vorhersage mdglicher Bindestellen von Proteinen bewertete auch
Site Finder die Interfacekavitat von Hsp70 als eine mdgliche Bindetasche. Der identifizierte
Bereich umfasste insgesamt 136 Kontaktatome, darunter lediglich 35 Atome hydrophober
Natur, was auf einen ausgepragt hydrophilen Charakter mit einer Vielzahl an polaren
Aminosauren schlieBen lasst. Der entsprechende Bereich reprasentierte die viertgréf3te aller
detektierten Bindestellen hinter zwei Bindestellen innerhalb der NBD, unter anderem der
ATP-Bindestelle, sowie einem Bereich der Interdoméanenschnittstelle auf der Rlckseite der
Kavitat. Die letztgenannte Region erstreckt sich vor allem Uber die SBD, wobei es sich
jedoch eher um eine relativ solvensexponierte Furche, als um eine ausreichend vergrabene

Bindestelle handelt.

Analyse der Interfacekavitét hinsichtlich begunstigter Interaktionspunkte

Im Anschluss an die Uberprufung der Hsp70-Proteinstruktur auf potenzielle Bindestellen
erfolgte eine erste und zum Zeitpunkt der Arbeit einzige computergestiitzte Untersuchung
der Zielregion, der Interdomanenkavitat, hinsichtlich physiko-chemischer Eigenschaften
durch die Berechnung privilegierter Interaktionspunkte bestimmter Atomtypen und
funktioneller Gruppen mit Hilfe der beiden Programme DrugScore“*® und GRID.

Durch Anwendung der entsprechenden HotSpots-Funktion von DrugScore“*® wurden analog
zu der in Abschnitt 111.4.2.1.2 beschriebenen Durchfiihrung molekulare Wechselwirkungs-
felder flir 18 verschiedene Sonden berechnet. Der analysierte Bereich der Bindetasche
wurde als ein quaderférmiges Gitter definiert, das alle Aminosauren innerhalb eines Radius
von 15 A um das zentral lokalisierte GIn520 herum umfasste. Die Gitterweite betrug 0,375 A.

Fir eine intuitive Handhabung wurden die berechneten Wechselwirkungswerte auf Werte
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zwischen 0 bis 1 normalisiert, wobei 1 dem globalen Optimum entsprach. Im Fokus der
visuellen Analyse standen primar die Wechselwirkungsfelder der folgenden vier Sonden:
C.ar diente als aromatische, C.3 als hydrophobes Sondenatom, wahrend 0.2 einen
typischen H-Briickenakzeptor und N.3 einen potenziellen H-Briickendonor reprasentierten.
Die erganzende Bindetaschenanalyse mit dem Programm GRID**“® (Version 22a) basierte
ebenfalls auf einem quaderférmigen Gitter mit festgelegten Abstanden von 0,2 A zwischen
den einzelnen Gitterpunkten, dessen Zentrum ebenfalls GIn520 darstellte und dessen
Kanten 15 A vom Zentrum entfernt waren. Als Sonden dienten ein Wassermolekiil, eine
hydrophobe Sonde, ein sp? Carbonylsauerstoffatom, eine sp® Aminogruppe (NH.), ein
neutrales, flaches NH, (z.B. ein Amid), eine aromatische oder vinyloge sp? Alkylgruppe (CH)
sowie eine Methylgruppe.

Die Visualisierung der berechneten hot spots erfolgte mit dem Programm PyMOL, wobei die
jeweiligen Ergebnisse und die darauf basierenden Konturen bei unterschiedlichen
Interaktionswerten bzw. —energien (Konturleveln, K.1.) inspiziert wurden. Weiterhin wurde die
Visualisierung der von GRID berechneten Wechselwirkungsfelder in MOE durch ein von der
CCG™ in Person von Dr. Guido Kirsten bereitgestelltes SVL-Skript ermdglicht, wodurch die
generierten hot spots direkt fur die Konstruktion von Pharmakophormodellen genutzt werden

konnten.

Die im Rahmen der vorgenommenen Bindetaschenanalyse von beiden Programmen
identifizierten hot spots zeigten insgesamt fiir vergleichbare Sonden deutliche Uberein-
stimmungen, was sowohl die Aussagekraft der gesammelten Informationen erhdhte als auch
auf eindeutig lokalisierte potenzielle Interaktionsstellen hindeutete. Bei der folgenden
Darstellung der Ergebnisse standen besonders die fur die Erstellung der Pharmakophor-
modelle relevanten Interaktionsfelder im Fokus. Die berechneten hot spots deuteten generell
auf einen ausgepragt hydrophilen Charakter der Zielregion hin, was aufgrund der
solvensexponierten Lokalisierung des entsprechenden Proteinbereichs und der relativ
offenen Bindetaschenform plausibel und nachvollziehbar war (siehe Abb. 41). Aufgrund der
zahlreich vorhandenen hydrophilen Aminoséauren existierte prinzipiell fir zukinftige Liganden
eine Vielzahl an potenziellen Interaktionspartnern fir die Ausbildung gerichteter Wechsel-
wirkungen.

Fiar H-Bruckenakzeptoren wurden funf Wechselwirkungsbereiche detektiert: Innerhalb der
die Bindetasche seitlich begrenzenden Bdgen der linken (a) und rechten (b) Kavitétsseite
sowie an drei zentral lokalisierten Stellen, wobei ein besonders pragnanter Bereich zwischen
GIn520 und der durch die drei Aminosauren Leu210, Phe217 und Val219 geformten hinteren

Subtasche resultierte (c), der prinzipiell fur die Ausbildung von mehreren H-Bricken mit
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Thrl77, GIn520 sowie mit der Haupt- und Seitenkette von Asnl174 geeignet war. Ein hot spot
befindet sich im Zentrum zwischen den vier Aminosauren Argl55, Asnl74, GIn520 und
Glu523, der entsprechende Wechselwirkungen mit den Seitenketten der jeweiligen Amino-
sauren erlaubt (d). Ein weiteres Interaktionsfeld ist zentral zwischen Phe217, Glu516 und
GIn520 (e) lokalisiert.

Bevorzugte Positionen flr H-Briickendonoren sind ebenfalls an den beiden seitlichen
Randbereichen der Bindetasche sowie punktuell im Zentrum der Kavitat lokalisiert. Von
diesen Interaktionspunkten sei vor allem der ausgedehnte Bereich auf der linken Seite des
Interfaces (f) zu erwahnen, wo bei einer Adressierung durch entsprechende Ligandenreste
Alal48, Phel50, Arg155 und Glu523 als Interaktionspartner bereitstehen.

Darliber hinaus detektierten beide Programme auch ein paar vereinzelte, scharf umgrenzte
hydrophobe Regionen, wobei die Positionen der hydrophoben und aromatischen
Wechselwirkungsfelder deutliche Uberschneidungen zeigten und als nahezu identisch
angesehen werden kénnen. Aufgrund der Tatsache, dass fur die jeweiligen hydrophoben
Sondentypen (Methylgruppe, C.3) im Vergleich zu den aromatischen hot spots durchgangig
ungulnstigere Interaktionswerte bzw. -energien berechnet wurden, blieben diese bei der
nachfolgenden Pharmakophormodellentwicklung unbertcksichtigt. Innerhalb des Inter-
domaneninterfaces konnten vor allem drei pragnante aromatische Areale lokalisiert werden:
Ein hot spot befindet sich auf der linken Seite der Bindetasche innerhalb des Bogens, der
durch die ladungsgestiizte H-Briicke zwischen Asp152 und Lys524 sowie durch Glu523 und
Argl55 geformt wird (g). Eine weitere Position liegt im Zentrum des Interfaces zwischen
GIn520 und 1le173 (h) und ein vergleichsweise tief vergrabenes Feld ist im Bereich der von
Leu210, Phe217 und Val219 geformten Subtasche (i) zu finden.
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Abb. 41. Darstellung relevanter Interaktionsbereiche innerhalb der unmittelbaren Interdoméanenkavitét
der bHsc70 Kristalllstruktur 1YUW. Darstellung der mittels GRID (A und C) und DrugScore“s® (B)
berechneten Interaktionspunkte fur verschiedene Sondenatome. A) Sondenatom O.2 als H-Briicken-
akzeptor (K.I. -7,48; rot). B) Sondenatom N.3 als H-Briickendonor (K.I. 0,52; blau). C) Sondenatom
C.1= fir aromatische Systeme (K.l. -3,70; grun).

Die im Rahmen der Bindetaschenanalyse identifizierten potenziellen Wechselwirkungsfelder

bildeten die Grundlage fur den nachsten Schritt des virtuellen Screenings, der Entwicklung
geeigneter Pharmakophormodellhypothesen fir nachfolgende virtuelle Datenbanksuchen.

Entwicklung von Pharmakophormodellen und virtuelle Datenbanksuche

Die Suche nach ersten Hsp70-Liganden, die die Interfacekavitdt adressieren, erfolgte im
Rahmen des proteinbasierten virtuellen Screeningansatzes anhand von Pharmakophor-

modellen, die auf der Grundlage der gesammelten Informationen Uber pradestinierte
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Interaktionsstellen (hot spots) der vorangegangenen Bindetaschenanalyse abgeleitet

wurden.

Entwicklung von Pharmakophormodellen

Die Konstruktion der dreidimensionalen Pharmakophormodelle erfolgte mit Hilfe des
Pharmacophore Query Editors des Programmpakets MOE (Version 2009.10) anhand der
Enzymkristallstruktur 1YUW unter Bericksichtigung der zuvor berechneten hot spots.
Wahrend der Entwicklung eines Pharmakophormodells wurde stets versucht méglichst viele
pragnante Wechselwirkungsfelder zu adressieren, weshalb die resultierenden Pharmako-
phormodelle im Zentrum der Interdomanenbindetasche lokalisiert waren. Weiterhin wurde
bei der Formulierung der Pharmakophorhypothesen darauf geachtet, dass die gesuchten,
die Pharmakophormodelle erfiillenden Molekiile Uber eine gewisse GroRRe verfiigen, damit
die auf diese Weise identifizierten Verbindungen mdglichst selektiv und mit hoher Affinitat an

die intramolekulare Doméanenschnittstelle des Enzyms binden.

Nach mehreren iterativen Optimierungszyklen, bestehend aus Pharmakophormodell-
konstruktion mit anschlie@endem virtuellen Screening kleiner Testmolekildatenbanken,
visueller Betrachtung der identifizierten Molekiile (hits) und nachfolgender Modifizierung der
Pharmakophormodelle entstand schlieBlich das finale, fur die Datenbanksuche als

Suchanfrage verwendete und in Abbildung 42 dargestellte Pharmakophormodell.

Abb. 42. Darstellung des finalen Pharmakophormodells und dessen Positionierung innerhalb der
Interdoménenkavitat von bHsc70 (PDB-Code 1YUW).

Das Pharmakophormodell setzt sich aus insgesamt zwolf Definitionen zusammen,
untergliedert in neun Pharmakophorfeatures, die sich wiederum in funf regulare und vier
projected features unterteilen lassen, zwei Bedingungen (constraints) sowie einem
unzuganglichen Raum um die Aminoséuren der Interfacekavitét, bestehend aus excluded

volumes (siehe Tab. 15). Die Platzierungen der einzelnen Pseudozentren der
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Pharmakophorfeatures im dreidimensionalen Raum der Bindetasche erfolgten anhand der
globalen Minima der jeweiligen hot spots. Den Kern des Modells bildeten zwei aromatische
features (F1, F2), wobei F1 direkt oberhalb von Argl55 positioniert wurde, um prinzipiell die
Ausbildung entsprechender n-n-Interaktionen zwischen Protein und Ligand zu ermdglichen.
Fur die Ausbildung gerichteter Wechselwirkungen wurden zwei hydrophile features definiert,
die durch H-Bruckenakzeptoren oder -donoren erfiillt wurden (F3, F4). Die Positionen der
beiden features eigneten sich fir die Ausbildung mehrerer H-Briicken mit den Aminosauren
Argl155, Asnl74, GIn520 und Glu523 (F3) sowie mit Asnl74, Thrl77 und GIn520 (F4).
Dariber hinaus wurde noch ein weiteres feature als H-Briickendonor fiir potenzielle
Interaktionen mit Alal48, Phel50, Argl55 und Glu523 auf der linken Seite der Zielregion
platziert (F5). Zusatzlich wurde das Modell noch um vier projected features erweitert, jeweils
zwei auf beiden Seiten des Pharmakophormodells, die auf den Aminosauren Alal48,
Asnl74, Thrl77 und Glu523 platziert wurden, mit der Intention, die gesuchten Liganden
zentral innerhalb der Bindetasche zu positionieren. Projected features kennzeichnen die
Position potenzieller H-Briickenbindungspartner des Rezeptors, mit denen ein Ligand
interagieren kann bzw. soll. Mit Hilfe der Definition von excluded volumes um die
Aminosauren der unmittelbaren Bindetasche wurden die morphologischen Informationen der
Interfaceregion in das bestehende Pharmakophormodell integriert. Damit wahrend des
virtuellen Screeningprozesses Datenbankmolekile als hits erkannt werden, mussten die
Molektle alle vorgegebenen features erfilllen sowie mindestens ein projected feature auf

jeder Seite der Zielregion adressieren.
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ID Status Definition Radius [A] Position

F1 essenziell aro 1,0 g
F2 essenziell aro 1,0 h
F3 essenziell Akz|Don 1,0 c
F4 essenziell Akz|Don 1,0 d
F5 essenziell Don 1,0 f
F6 - proj Don 1,0 Glu523
F7 - proj Don 1,0 Alal48
F8 - proj Don 1,0 Thr177
F9 - proj Akz 1,0 Asnl74
V2 essenziell exluded volumes variierend -
C1 essenziell At least one F[6,7] - -
C2 essenziell At least one F[8,9] - -

Tab. 15. Ubersicht tber die einzelnen Bestandteile des fur die virtuellen Datenbanksuchen
verwendeten Pharmakophormodells. Bedeutung der Abklirzungen: ,aro“ aromatisches System, ,Akz*
H-Briickenakzeptor, ,Don“ H-Briickendonor, ,proj Akz“ projected feature H-Brickenakzeptor, das die
Position eines potenziellen H-Brickendonors des Proteins und ,proj Don“ projected feature H-
Briickendonor, das die Position eines potenziellen H-Briickenakzeptors des Rezeptors kennzeichnet.

Virtuelle Datenbanksuche

Auf der Suche nach potenziellen Liganden der Interfacekavitdit wurden anhand des
beschriebenen Pharmakophormodells zwei Molekildatenbanken unter Verwendung von
MOE durchsucht. Bei den Datenbanken handelte es sich um die von der Chemical
Computing Group zusammengestellte Datenbank (CCG-Datenbank) mit ~661.000
leitstrukturéhnlichen Verbindungen (siehe Abschnitt 111.4.2.1.3) sowie um eine arbeits-
kreisinterne Variante des druglike subsets der ZINC-Datenbank (Interne-Datenbank)'”,
bestehend aus ~2,9 Millionen niedermolekularen Verbindungen.

Das erstellte Pharmakophormodell erwies sich als sehr spezifisch und restriktiv, da von den
insgesamt analysierten ~3,6 Millionen Molekulen letztendlich nur 265 Verbindungen, von
denen 44 aus der CCG-Datenbank und 221 aus der Internen-Datenbank stammten, die an
sie gestellten Anforderungen erfillten und als in silico hits flur nachfolgende Docking-

simulationen ausgewahlt wurden.
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IV.3.2.1.2 Ligandbasierter Ansatz

Aufgrund der Tatsache, dass es sich bei dieser Studie um den ersten Versuch der
Identifizierung von Liganden des Hsp70-Interdoméaneninterfaces handelte, erschien es im
Rahmen des initialen virtuellen Screenings sinnvoll, eine Vielzahl mdglichst verschiedener
Grundgeriste (Scaffolds) zu identifizieren, um diese im weiteren Verlauf hinsichtlich ihres
Bindungspotenzials zu untersuchen. Aus diesem Grund wurde als Ergdnzung zu dem
proteinbasierten Ansatz eine ligandbasierte Strategie verfolgt, wobei der potente und
experimentell bestétigte Hsp70-Ligand Apoptozol (Az) als Templatstruktur diente. Dieser
Ansatz stitzt sich auf die konsistenten Resultate der durchgefiihrten Dockingstudien (siehe
Abschnitt 1V.3.1), die auf eine Bindung des Az an die Interfacekavitéat deutlich hinweisen. Die
computergestiitzte Suche nach moglichen Kandidatenmolekilen innerhalb der Internen-
Datenbank'” erfolgte mittels FTreesXL%%° (Version 1.1.4).

Im Anschluss an die Berechnungen der molekularen Ahnlichkeit zwischen Az und den
Datenbankverbindungen wurde die Anzahl resultierender hits fiir einen Ahnlichkeitsbereich
zwischen 80-100% ermittelt (siehe Tab. 16), d.h. wie viele Molekule der Datenbank tber eine
berechnete Ahnlichkeit von 80% bis 100% im Vergleich zur Referenzstruktur Az verfugten.
Dabei wurden die Molekile jedes Ahnlichkeitslevels stichprobenartig hinsichtlich ihrer
chemischen Konstitution inspiziert. Die visuelle Analyse bestétigte die prinzipielle Eignung
von FTreesXL fur ein sogenanntes scaffold hopping, die Identifizierung chemisch nicht
verwandter Grundgeruste mit biologisch vergleichbaren Wirkungen anhand einer biologisch
aktiven Ausgangsverbindung, da zahlreiche inspizierte Molekile keine offensichtlich erkenn-
baren strukturellen Ubereinstimmungen zu Az zeigten.®®® Als Kompromiss zwischen einer
detailliert analysierbaren Molekilanzahl und einer gewissen Strukturvielfalt, wurden alle 189
Molekiile mit einer berechneten molekularen Ahnlichkeit von mindestens 86% gegenuber Az

fur die nachfolgenden Dockingsimulationen ausgewahilt.

Ahnlichkeit [%] 80 81 82 83 84 85 86 87 88 89 90

Hits 21715 13883 8246 4381 1948 688 189 53 6 1 0

Tab. 16. Ubersicht uber die jeweilige Anzahl an Molekilen mit berechneten Ahnlichkeitswerten
zwischen 80 und 90% in Bezug auf den Referenzliganden Apoptozol.

Eine Uberpriifung moglicher Ubereinstimmungen an identifizierten hits des pharmakophor-

und des FTreesXL-basierten Screeningverfahrens ergab, dass kein Datenbankmolekil in

beiden Screeningansatzen herausgefiltert wurde. Dieses Resultat ist nicht Gberraschend und
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ist auf die deutlichen Unterschiede zwischen dem verwendeten Pharmakophormodell und

der chemischen Struktur von Az zurickzufihren.

IV.3.2.1.3 Dockingsimulationen an der Interdoméanenkavitat

Durch die Anwendung zweier etablierter Verfahren zur Identifizierung neuer Hsp70-
Liganden, einem pharmakophorbasierten Screening und einer ligandbasierten Ahnlichkeits-
suche, konnten aus Datenbanken mit insgesamt ~3,6 Millionen Verbindungen gezielt
454 Kandidatenmolekile herausgefiltert werden, um sie hinsichtlich ihres Bindungs-
potenzials an die Zielregion mittels Dockingsimulationen weiter zu untersuchen. Die Docking-
simulationen wurden mit AutoDock3.0 und anhand der Kristallstruktur 1YUW gemaf3 des in
Abschnitt 111.4.1 getesteten und beschriebenen Protokolls durchgefuihrt. Der Bereich der
Bindetasche wurde durch ein kubisches Gitter um GIn520 mit einer Kantenléange von 27 A in
jeder Dimension mit einem Abstand von 0,375 A zwischen den einzelnen Gitterpunkten
reprdsentiert. Fur jedes Ligandenmolekil wurden 50 Dockinglaufe des genetischen
Algorithmus durchgefuhrt, deren Dockingldsungen gemaR einer definierten Toleranz von
1,0 A in Clustern zusammengefasst wurden.

Aufgrund des Fehlens von Liganden, die die Interfaceregion adressieren, existierten keine
Informationen Uber spezielle Enzym-Ligand-Interaktionsmuster, die wahrend der Auswertung
der Dockingresultate hatten berticksichtigt werden kénnen. Daher wurde fir die weiteren
Analysen von allen Kandidatenmolekiilen ausschlief3lich die bestbewertete Dockinglésung
bertcksichtigt.

IV.3.2.1.4 Re-und Consensus-Scoring

Da fur die Zielregion des Interdoméaneninterfaces zum Zeitpunkt der Arbeit kein niedermole-
kularer Ligand bekannt war und aus diesem Grund auch keine Informationen Uber relevante
Protein-Ligand-Interaktionsmuster existierten, bestand die Schwierigkeit bei der Auswertung
der berechneten Dockinglésungen darin, potenziell relevante Bindemodi der Kandidaten-
molekile von vermeintlich artifiziellen zu unterscheiden und essenzielle Protein-Ligand-
Wechselwirkungen abzuleiten, die zu einer Bindung des Liganden und in weiterer Folge
maoglicherweise zu einer Hemmung von Hsp70 fuhren. Diese Problematik verdeutlicht einmal
mehr die Schwierigkeiten des strukturbasierten Ligandendesigns an neuen, noch nicht
umfassend charakterisierten Targets. Daher wurden zusatzliche Berechnungen zur

Abschatzung der Bindungsaffinitdten der 454 Kandidatenmolekile vorgenommen.
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Dieses Re-Scoringverfahren wurde mit SFCscore, unter Anwendung der SFC_290m-
Scoringfunktion, durchgefuhrt. Die Berechnungen basierten auf den Komplexen der
Proteinstruktur 1YUW und den jeweils auf Rang 1 gefuhrten Dockingldsungen jedes
Ligandenmolekuls. Um sich bei der Auswahl der Kandidatenmolekile fur die experimentellen
Untersuchungen auf die vielversprechendsten Verbindungen konzentrieren zu koénnen,
wurden diese durch ein Consensus-Scoring ermittelt. Dabei wurde den Verbindungen
zuné&chst basierend auf den fiir sie von AutoDock3.0 und SFCscore berechneten Bindungs-
affinitaten jeweils ein Rang zugewiesen. Aus den beiden zugewiesenen R&ngen jedes
Molekils wurde anschlieRend der Mittelwert gebildet, der schlie3lich fur die Erstellung einer
finalen Affinitdtsrangliste verwendet wurde. Um eine VergleichsgroRe fir die berechneten
Bindungsaffinititen der Kandidatenmolekiile zu haben und die auf diese Weise ermittelten
Affinitatsrange einordnen zu kdnnen, wurde das beschriebene Prozedere ebenfalls fiir den
Liganden Az auf Grundlage der fiir die Interfaceregion resultierenden Rang 1-Dockinglésung
(siehe Abschnitt 1V.3.1) durchgefuhrt. Auf der Grundlage der fur Az berechneten Bindungs-
affinitaten, wirde dem Liganden mit einem Rangmittelwert von 9,0 der 8. Affinitatsrang
zugewiesen werden. Die finale Affinitdtsrangliste mit Rangmittelwerten von 4,5 bis 46,0
umfasste insgesamt 77 Affinitatsrange. Fir die anschlieBende Auswahl geeigneter Test-
substanzen wurden ausschlie3lich Verbindungen oberhalb eines festgelegten Grenzwerts,
einem Rangmittelwert von mindestens 15 berlcksichtigt. Als Konsequenz dieser
Entscheidung wurde die Anzahl der verbliebenen Molekile von 454 auf 55 reduziert (siehe
Anhang VL.5). Der erstellten Affinitatsrangliste zufolge wirden 15 der 55 Verbindungen tber

eine hohere Bindungsaffinitat als Az zu der Interfacekavitat verfuigen.

IV.3.2.1.5 Auswahl der Kandidatenmolekile fur experimentelle Analysen

Die Zielsetzung des virtuellen Screenings bestand darin, erste Liganden des Interdoméanen-
interfaces von Hsp70 zu identifizieren, die die enzymatische Aktivitat inhibieren. Damit die
ausgewahlten Verbindungen sowohl mit hoher Affinitdt als auch mit ausreichender
Selektivitdt an Hsp70 binden, ist eine moglichst groRe chemische und strukturelle
Komplementaritdt zwischen den Liganden und der Bindetasche notwendig. Aus diesem
Grund kam den berechneten Bindeposen sowie den prognostizierten Bindungsaffinitaten
wahrend des Auswahlprozesses eine zentrale Bedeutung zu. Bei der eingehenden Analyse
der entsprechenden Dockinglésungen der 55 verbliebenen Molekile wurde besonders die
Qualitat und Anzahl der ausgebildeten Protein-Ligand-Interaktionen sowie die chemische

und morphologische Komplementaritat untersucht. Des Weiteren wurden auch die
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intramolekularen Konformationsenergien der Bindeposen uUberprift, da aulRergew6hnlich
hohe Werte auf sehr unginstige Geometrien hindeuten, wodurch die Wahrscheinlichkeit,
dass der Ligand die jeweilige Konformation tatsachlich einnimmt, abnimmt. Ein weiteres
Hauptaugenmerk lag auf der Auswahl chemisch mdglichst diverser Verbindungen, um ein
breites Spektrum verschiedener Verbindungsklassen experimentell zu untersuchen.

Da es sich bei dem verwendeten Assay zur Bestimmung der biologischen Aktivitat der
ausgewahlten Molektle um einen zellbasierten Assay handelte, spielte weiterhin die Polaritat
der Verbindungen eine entscheidende Rolle. Die zu testenden Molekile sollten unter den
Assaybedingungen idealerweise keine oder eine aul3erst geringe Anzahl expliziter Ladungen
aufweisen, da die Substanzen zunéchst die Zellmembran passieren missen, um mit dem
biologischen Target Hsp70 interagieren zu kénnen.

Von den verbliebenen 55 Verbindungen wurden schlie3lich auch unter Beriicksichtigung der
kommerziellen Verfligbarkeit die 9 vielversprechendsten Verbindungen (siehe Abb. 43) fur
die experimentelle Analyse von den entsprechenden Anbietern bezogen. Eine zusammen-
fassende Ubersicht (iber die Resultate der Dockingsimulationen und der Re-Scoringstudie

der final ausgewahlten Kandidatenmolekule zeigt Tabelle 17.
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HIL-7 HIL-8

HIL-9

Abb. 43. Strukturformeln der neun ausgewahlten Kandidatenmolekiile.
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Screening-

Ligand AG [kca/mol] SFCscore pK; Affinitatsrang

verfahren
HIL-1 -12,57 7,6 2 Pharmakophor
HIL-2 -12,14 8,0 3 Pharmakophor
HIL-3 -12,23 7,5 5 Pharmakophor
HIL-4 -11,87 7,6 7 Pharmakophor
HIL-5 -11,78 7,7 7 FTreesXL
HIL-6 -11,91 7,5 8 Pharmakophor
HIL-7 -13,48 6,2 11 Pharmakophor
HIL-8 -10,88 7,5 18 FTreesXL
HIL-9 -11,30 7,1 18 Pharmakophor

Tab. 17. Ubersicht Giber die von AutoDock3.0 berechneten freien Bindungsenthalpien (AG), der von
SFCscore berechneten pKi-Werte und des Affinitatsranges der fir experimentelle Untersuchungen
ausgewahlten Kandidatenmolekiile sowie des jeweiligen Screeningverfahrens, das die niedermole-
kulare Verbindung identifizierte.

Die Bindemodi der berechneten und analysierten Dockinglésungen der 9 Kandidatenmole-
kile zeigten, dass die Liganden durchweg das Zentrum der Interfacekavitat adressierten und
aufgrund ihrer GréRe und Konstitution geeignet waren, den verfiigbaren Raum umfassend
auszufillen. Der potenzielle Hsp70-Interfaceligand HIL-1 zeigte trotz des starren
trizyklischen Ringsystems eine sehr gute Anpassung an die Morphologie der Interfacekavitat
(siehe Abb. 44). Durch den Trizyklus und den Hydrofuranring, der in Richtung der von
Leu210, Phe217 und Val219 ausgebildeten Subtasche im hinteren Bereich der Bindetasche
ragte, wurden alle detektierten hot spots fur hydrophobe bzw. aromatische
Interaktionspunkte adressiert sowie eine H-Briicke mit Thrl77 ausgebildet. Darliber hinaus
ermdglichte der Bindemodus prinzipiell noch die Ausbildung zwei bis drei weiterer H-Briicken
mit den Aminosauren GIn520, Asn174 und bzw. oder mit Arg155.

Bei den Verbindungen HIL-2 und HIL-6 handelte es sich um sehr ahnliche Derivate einer
Molekilserie, deren Dockinglésungen einen konsistenten Bindemodus zeigten. Die beiden
zentralen Phenylringe lagen in einer Ebene, dass beiden Liganden eine Bindung an den
hinteren Bereich der Bindetasche unter Ausbildung von n-n-Kontakten mit Arg155 sowie die
Adressierung der vergleichsweise vergrabenen Subtasche durch den Piperidin- bzw.
Pyrrolidinring ermdglichte. Der Cyclopropylrest war im linken Randbereich gegentiber von
Val219 platziert. Die Carbamidbindungen standen senkrecht zur Ebene der Phenylringe,
optimal fir die Ausbildung von H-Bricken mit GIn520 und Glu523. Fir zusatzliche H-
Briicken standen Asnl74 und Thrl77 als Donoren zur Verfigung, die Sulfonylgruppe der
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Liganden fungierte als Akzeptor, wodurch insgesamt von den Molekilen drei der vier
vorgegebenen projected features des Pharmakophormodells adressiert wurden. Die Auswahl
zweier derart &hnlicher Verbindungen basierte einerseits auf Uberzeugenden Resultaten der
in silico Untersuchungen und erlaubte andererseits eine Uberpriifung der verwendeten
Assays, ob fur die beiden Strukturanaloga vergleichbare Ergebnisse gemessen werden
wirden.

Bedingt durch eine gewisse strukturelle Parallelitéat gegeniber HIL-2 und HIL-6 sowie einer
unubersehbaren molekularen Ahnlichkeit untereinander, zeigten die Bindemodi von HIL-3
und HIL-4 vergleichbare Interaktionsmuster wie die zuvor beschriebenen Verbindungen. Die
Sulfonylgruppe wurde optimal positioniert, um H-Bricken mit Asnl74 und Thrl77
auszubilden. Zudem konnte die Ausbildung einer H-Briicke mit GIn376 beobachtet werden.
Die zentrale amidische NH-Gruppe interagierte mit GIn520, wahrend der Benzimidazolrest
eine H-Bricke mit Alal48 einging und dessen Phenylring den aromatischen hot spot
oberhalb von Arg155 besetzte und fir ein n-n-Stacking nutzte.

Auch flir HIL-5 wurde ein Bindemodus berechnet, der den verfigbaren Raum der Binde-
tasche umfassend ausflillite und dabei eine sehr gute strukturelle Anpassung zeigte. Das
voluminése bizyklische Ringsystem des Molekils mit zwei davon abgehenden Benzylsub-
stituenten adressierte unter Ausbildung einer H-Briicke mit 1lel72 den linken vorderen
Kavitatsbereich, wahrend die terminale Carbamidgruppe den rechten hinteren Randbereich
unter Ausbildung zweier H-Briicken mit GIn376 und Glu516 adressierte. HIL-5 war die
einzige Verbindung der ausgewdhlten Kandidatenmolekiile, die auch Aminosduren des
rechten Randbereichs der Bindetasche als Interaktionspartner fir Wechselwirkungen nutzte.
Weitere H-Briicken konnten dartiber hinaus von der Methoxygruppe des zentralen Phenyl-
rings, die in Richtung der hydrohoben Subtasche ragte, mit Thr177 sowie Asnl174 ausgebil-
det werden.

Im Gegensatz zu dem Bindemodus von HIL-5 adressierte HIL-7 vornehmlich die linke Halfte
der Bindetasche, wobei es aus dem unmittelbaren Bindetaschenbereich seitlich herausragte
und sich an eine Furche der linken &uf3eren Interfaceseite anlagerte. Vom Dockingprogramm
wurde fiir diese Bindepose, trotz des seitlichen Herausragens eines MolekUlrests, eine hohe
Affinitdt vorhergesagt, mit der von allen Dockinglésungen der 9 verbliebenen Kandidaten-
molekile (HIL-1 bis 9) ginstigsten berechneten freien Bindungsenthalpie. Mdglicherweise
lasst sich diese Affinitdtsabschatzung mit einer sehr guten strukturellen Anpassung an die
Morphologie der Kavitat sowie der Ausbildung von mehreren gerichteten Wechselwirkungen
erklaren. Der Bindemodus ermdéglichte die Ausbildung von drei H-Briicken, die zwischen der
Aminogruppe und Alal48, der Carbonylfunktion des Bizyklus’ und Asnl74 sowie zwischen

dem Morpholinring, dessen Protonierung vorausgesetzt, und der Carbonylfunktion der

152



Hauptkette von Glu523 mit durchgéngig optimalen Distanzen von 2,8-3,3 A zwischen den
Schweratomen. Zusatzlich konnten zwischen dem Bizyklus und Argl55 =-m-Interaktionen
eingegangen werden.

Die niedermolekulare Verbindung HIL-8 wurde im Rahmen des ligandbasierten Screening-
ansatzes identifiziert und wies eine groRe, offensichtliche molekulare Ahnlichkeit zu dem
bekannten Hsp70-Liganden Az auf. Aus diesem Grund waren auch die beobachtbaren
Parallelen der fur beide Moleklle mittels Dockingsimulationen berechneten Bindemodi nicht
Uberraschend. Ebenso wie die Rang 1-Dockinglosung des Az’ fir das Dockingverfahren an
der unmittelbaren Interdomanenkavitat (siehe Abschnitt IV.3.1) adressierte HIL-8 den
zentralen Bereich der Kavitdt und zeigte dabei deutliche Parallelen hinsichtlich der
Positionierung und Orientierung des Y-férmigen Grundgeriists. Durch die nahezu identische
Adressierung des linken Randbereichs der Interdomanenkavitat durch die beiden
Methoxphenylyreste des Liganden konnte ebenfalls die Ausbildung einer H-Briicke mit
Lys524 beobachtet werden. Die grof3te Abweichung stellte die entgegengesetzte
Positionierung des vom Y-formigen Grundgertst abzweigenden Ligandenrests dar. Dieser
Molekiilteil, bestehend aus einer Carbamidgruppe und einem substituierten Pyridin, ragte
nicht in den hinteren Bereich der Kavitat, sondern besetzte den vorderen Eingangsbereich,
wobei eine H-Bricke zwischen Carbamid und dem Carbonylsauerstoff von llel72
ausgebildet wurde und Interaktionen zwischen dem Pyridinstickstoff des Liganden und der
Aminfunktion von llel72 eingegangen werden konnten.

Die Verbindung HIL-9 band mit gestreckter Konformation in die Bindetasche, wobei dessen
drei Ringe planar in einer Ebene lagen und sich dadurch tief bis in den hinteren Bereich der
Kavitat zwischen die beiden Doménen schoben. Die Carboxylatfunktion interagierte am
rechten Randbereich mit GIn376 und, je nach dessen Protonierungszustand, mdglicherweise
mit Argl71, wahrend die NH-Gruppen der Carbamidfunktionen H-Bricken mit GIn520 und
Glu523 ausbildeten. Das Interaktionsmuster wurde zudem noch um aromatische Kontakte in

Form eines parallel stackings mit Arg155 erganzt.

153



154



Abb. 44. A) Darstellung der Interdomanenkavitat mit einer Ubersicht (iber relevante Aminosauren.
Darstellung der Bindemodi der neun Kandidatenmolekile innerhalb der Interdoménenkavitat B) HIL-1
C) HIL-2 D) HIL-3 E) HIL-4 F) HIL-5 G) HIL-6 H) HIL-7 I) HIL-8 J) HIL-9.

Zusammenfassend ist zu konstatieren, dass fiur alle ausgewdahlten Kandidatenmolekile
plausible Bindemodi mit einer Uberzeugenden morphologischen Anpassung an das Protein
im Zentrum der Zielregion erhalten wurden, wobei mit Ausnahme von HIL-5 alle
untersuchten Verbindungen bevorzugt gerichtete Wechselwirkungen mit den Aminosauren
der linken Halfte der Interdomanenbindetasche eingingen. Dartber hinaus bestatigten die
beobachteten Interaktionsmuster die Eignung der vorab definierten projected features des
Pharmakophormodells als wichtige Interaktionspartner, da mindestens zwei dieser H-
Brickenbindungspartner durchgéngig von allen Molekilen adressiert wurden. Weiterhin ist
noch zu erwahnen, dass durch geringfligige Anpassungen der Seitenketten der zahlreich
vorhandenen polaren Aminosduren bei jeder Dockinglosung zahlreiche weitere
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Wechselwirkungen resultieren konnten. Daher ist es bei der Auswertung von in silico
generierten Bindeposen wichtig, nicht nur die tatsachlich beobachtbaren Interaktionen,
sondern auch alle weiteren durch geringfiigige strukturelle Anpassungen seitens des

Rezeptors potenziell méglichen Wechselwirkungen zu bericksichtigen.

Im Anschluss an die Auswahl der Kandidatenmolekdile fir die nachfolgenden in vitro Assays
erfolgte abschlieBend eine Uberprifung der Strukturvielfalt der ausgewahlten Liganden-
molekile hinsichtlich der Abdeckung des urspriinglichen chemischen Raumes der 55
bestbewerteten Verbindungen durch die getroffene Molekilauswahl anhand eines
hierarchischen Clusterings mit Hilfe von MOE. Hierfiir wurde ein von der CCG in Person von
Dr. Guido Kirsten zur Verfigung gestelltes SVL-Skript verwendet, das eine Ahnlichkeits-
matrix auf Basis der molekularen fingerprints der 55 Molekiile berechnete. Die Berechnung
der fingerprints erfolgte unter Verwendung der MACCS Structural Keys (Bit packed) und
Verwendung des Tanimoto coefficient. Molekulare fingerprints kodieren bestimmte
Eigenschaften oder Fragmente eines Molekils mit der Intention, Molekllstrukturen mittels
simplen Deskriptoren zu beschreiben, um schnelle computergestiitzte Molekilvergleiche mit
geringem Rechenaufwand zu ermdglichen. In Abh&angigkeit vom jeweiligen Schema werden
verschiedene Eigenschaften hervorgehoben.3?'3%

Auf der Grundlage der ermittelten Ahnlichkeitsmatrix erfolgte anschlieRend ein Clustering,
d.h. die Zusammenfassung ahnlicher Moleklle zu einer Molekullgruppe, einem Cluster. Die
Visualisierung der berechneten Ahnlichkeiten erfolgte in Form eines Dendrogramms, das die
gegenseitige VerknUpfung aller Molekile untereinander entsprechend ihrer molekularen
Ahnlichkeit darstellt (Complete Linkage Clustering). Das Dendrogramm verfiigt iiber eine
Skalierung: je weiter sich die Verbindungslinien zweier Knotenpunkte in Richtung x-Achse
befinden, desto groRer ist deren berechnete molekulare Ahnlichkeit. Die Auswertung des
erzeugten Dendrogramms bestatigt den Erfolg der bewusst vorgenommenen Auswabhl
moglichst verschiedener Ligandenmolekile fir die experimentellen Analysen und die
Abdeckung eines mdglichst breiten chemischen Spektrums, da bis auf die sehr &hnlichen
Verbindungen HIL-2 und HIL-6 ausschliellich Molekile mit hoher struktureller Diversitat

ausgewahlt wurden (siehe Abb. 45).
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Abb 45. Dendrogramm des hierarchischen Clusterings der 55 bestbewerteten Molekuile des virtuellen
Screenings.

IV.3.2.1.6  Experimentelle Untersuchungen der Kandidatenmolekile

Im letzten Schritt des Screeningverfahrens ging es darum die chemischen Verbindungen
experimentell zu untersuchen und dadurch die computergestitzten Berechnungen in Bezug
auf vermeintliche Bindungsaffinitaten, Bindeposen sowie hinsichtlich der jeweils adressierten
Bindestelle zu Uberprufen. Hierzu wurden die 9 Kandidatenmolekiile zundchst hinsichtlich
der zytotoxischen Aktivitdt gegentber Krebszellen anhand eines Zellviabilitdtsassays
untersucht. Als humanes Krebszellmodel wurden Multiple Myelomzellen gewahlt. Die
Entscheidung fiir diese Zellen beruhte einerseits darauf, dass die Zielstruktur Hsp70 im
Rahmen der Klinischen Forschergruppe 216 bearbeitet wurde (siehe Abschnitte 1.3 und 1V.2)
und andererseits flr diese bisher unheilbare Krebserkrankung von Kooperationspartnern
bereits eine pathogenetische Rolle der beiden Isoformen Hsp72 und Hsc70 nachgewiesen
werden konnte.?®® Die experimentelle Durchfilhrung der Assays erfolgte durch Elisabeth
Muller im Arbeitskreis von Prof. Dr. R. Bargou unter der Aufsicht von Dr. M. Chaterjee,

Medizinische Klinik und Poliklinik Il der Universitat Wirzburg.

Die biologische Wirkung einer vermeintlichen Hsp70-Inhibition auf die Zellviabilitat wurde
nach einer 72-stiindigen Inkubationszeit fir jeweils verschiedene Konzentrationen der
niedermolekularen Verbindungen an Multiplen Myelomzellen getestet. Die Tests erfolgten an

der humanen Zellinie INA-6°%* die ein etabliertes Model fiir das Multiple Myelom
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reprasentiert, sowie an mononuklearen Zellen des peripheren Blutes. Letzteres diente als
eine Art Spezifitditskontrolle, da diese Zellen durch die Substanzen idealerweise nicht
abgetttet werden sollten. Der prozentuale Anteil an lebenden, apoptotischen und toten
Zellen wurde mit Hilfe einer Annexin V-FITC/Propidiumiodid- Farbung und anschlieRender
Durchflusszytometrie analysiert. Fur die Ermittlung sogenannter kill curves (Toétungskurven)
wurden verschiedene Konzentrationen der Substanzen titriert und die lebenden
Zellfraktionen wurden weiter analysiert, wofiir die Software GraphPad Prism®** verwendet
wurde. Als Mal fir die zytotoxische Aktivitat der getesteten Verbindungen wurden ECgo-
Werte aus den Messergebnissen ermittelt (siehe Tab. 18). Zusatzlich zu den 9 Kandidaten-
molekilen wurde auch der im Screening als Ligandtemplatstruktur verwendete Hsp70-
Ligand Apoptozol mit dem beschriebenen Assay untersucht, um die Werte der ausgewahlten

Verbindungen einordnen zu kdnnen.

Ligand M [g/mol] logP ECso [UM]
Az 626 - 8,0
HIL-1 480 5,10 17
HIL-2 442 4,80 90
HIL-3 415 3,77 -
HIL-4 486 2,0 -
HIL-5 467 4,15* -
HIL-6 444 1,83 90
HIL-7 467 2,41 18
HIL-8 494 5,55* 0,7
HIL-9 364 3,61 -

Tab. 18. Ubersicht iiber die physiko-chemischen KenngréRen der neun getesteten Verbindungen und
Uber die experimentell bestimmten ECs-Werte. Als Kenngrof3en sind die jeweilige molare Masse (M)
und der logarithmische Oktanol-Wasser-Verteilungskoeffizient (logP) angegeben. Der Oktanol-
Wasser-Verteilungskoeffizient dient als ein MaRR fur das Verhaltnis zwischen Fett- und Wasser-
I6slichkeit einer Substanz, wobei die Angaben auf den Informationen der Hersteller basierten oder mit
Hilfe des Tools ACD/LogP>*?® computergestiitzt berechnet wurden (¥).

AbschlieBend sei erwdhnt, dass es sich bei dem verwendeten Assay um eine indirekte
Methode zur Bestimmung einer potenziell vorliegenden Ligandbindung und ligandinduzierten
Inhibition von Hsp70 handelt, da die zytotoxische Aktivitat der Kandidatenmolekile an
ganzen Zellen bestimmt wurde, jedoch keine direkte Bestimmung einer Bindung an das
separierte Zielprotein erfolgte. Aus diesem Grund wurde bereits und wird auch weiterhin in

Folgearbeiten versucht, eine Bindung der Kandidatenmolekile an Hsp70 naher zu
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charakterisieren und eindeutig sowohl in vitro, als auch in der Targetzelle nachzuweisen.
Diese Arbeiten waren zum Zeitpunkt der Anfertigung der vorliegenden Dissertation noch
nicht abgeschlossen und sind Bestandteil aktueller Forschungsprojekte, weshalb an dieser
Stelle keine abschlieBenden Ergebnisse prasentiert werden kdnnen. Erste Teilergebnisse
der experimentellen Untersuchungen kénnen den Dissertationen von A. Hartung®®’ und

D. Zilian®® entnommen werden.

Zusammenfassung und Ausblick

Als Resultat des durchgefuhrten Protokolls zur Identifizierung einer neuartigen Klasse
niedermolekularer Hsp70-Inhibitoren, die das Interdoméneninterface adressieren sollen,
gelang es mit Hilfe eines virtuellen Screenings unter iterativer Anwendung eines breiten
Spektrums verschiedener Methoden des computergestitzten Wirkstoffdesigns aus einer
Anzahl von ~3,6 Millionen Molekiilen gezielt 9 Kandidatenmolekile zu identifizieren. Von den
9 Kandidatenmolekiilen zeigten 5 Verbindungen in dem Zellviabilitdtsassay eine zytotoxische
Aktivitat gegeniiber den Multiplen Myelomzellen (siehe Tab. 18). Diese Ausbeute entspricht
einer Trefferquote von 56% und zeigt das groRe Potenzial der Nutzung computerbasierter
Methoden flr die Identifizierung neuer Liganden und potenzieller Leitstrukturen fiir gegebene
biologische Zielstrukturen. Die in der Fachliteratur angegebenen Trefferquoten von virtuellen
Screeningstudien fir die Identifizierung biologisch aktiver Enzyminhibitoren umfassen einen
groRen Bereich mit Werten von 1%°® bis 60%°** oder mehr. In diesem Zusammenhang sei
darauf hingewiesen, dass hohe Trefferquoten mit Werten von uber 50% vielfach bei
Untersuchungen einer statistisch geringen Anzahl an getesteten Verbindungen
resultierten.®3*33* Weiterhin ist zu beriicksichtigen, dass sich die einzelnen Trefferquoten nur
schwer bzw. in den wenigsten Fallen direkt miteinander vergleichen lassen, da der Erfolg
eines virtuellen Screenings von vielen verschiedenen Faktoren, wie z.B. der Anzahl und
Qualitat der verfugbaren Strukturinformationen und der Definition unterschiedlicher Kriterien,
wann ein Molekll als hit gewertet wird, abhangig ist. Die in dieser Studie erzielte
Trefferquote von 56% ist somit als ein sehr gutes Resultat anzusehen, besonders wenn
berilicksichtigt wird, dass es sich hierbei um eine Suche nach den ersten Liganden fir eine
neuartige Bindestelle des Enzyms Hsp70 handelt, die bis zum Zeitpunkt der Arbeit nicht
naher untersucht wurde und wofur zum Zeitpunkt der Arbeit keine Liganden bekannt waren.
Von allen aktiven Verbindungen ist besonders HIL-8, als Molekil mit dem groRten
gemessenen zytotoxischen Potenzial, hervorzuheben. Die biologische Aktivitat des Liganden
ist aufgrund der vorhandenen strukturellen Parallelen zu Az nicht Gberraschend. Interessant
ist jedoch die vergleichsweise starkere Zytotoxizitdt, die moglicherweise auf die

Lvertauschten® Positionen der Carbamidfunktion und des aromatisches Systems im Vergleich
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zum Az zurickzufuhren ist (siehe Abb. 46) und aus HIL-8 eine vielversprechende Templat-

struktur fur zukinftige Liganddesignstudien macht.

o]

0%n &

HIL-8 Apoptozol

Abb. 46. Vergleich der Molekdlstrukturen von HIL-8 und Apoptozol.

IV.3.2.2 Adressierung des Interdoméaneninterfaces mit TMAO-Derivaten

Im Rahmen der Arbeit an der Zielstruktur Hsp70 gelang es unserem Kooperationspartner
Dr. C. Grimm, Lehrstuhl fir Biochemie, Biozentrum, Universitdt Wurzburg zwei weitere
Kristallstrukturen des Zweidomanenkonstrukts des Enzyms bHsc70 (As 1-554), die
sequenziell analog zu der von Jiang et al.”® publizierten Proteinstruktur 1YUW sind,
aufzuklaren. Die Kristallstrukturen verfigen Uber eine hohere Auflosung als die Kristall-
struktur 1YUW und lieferten weitere Strukturinformationen hinsichtlich des Interdoménen-
interfaces, u.a. Uber alternative Seitenkettenkonformationen der Aminosauren der Inter-
domanenkavitat. In beiden Proteinstrukturen befindet sich jeweils ein Molekul Trimethyl-
aminoxid (TMAO) der Kristallisationspufferlosung, ein Osmolyt mit stabilisierendem Effekt auf
biologische Strukturen wéhrend der Proteinkristallisation, innerhalb des Bogens der linken
Seite des Interdomaneninterfaces, der von Asp152 und Lys524 gebildet wird (siehe Abb. 48).
Ausgehend von dieser Beobachtung wurde der Versuch unternommen, das Molekulfragment
TMAO als Ankergruppe fiir eine gezielte Adressierung der Interfacekavitdt zu nutzen und
nach Derivaten des Molekiils als potenzielle Interfaceliganden und vermeintliche Hsp70-
Inhibitoren zu suchen, um die Hypothese der Eignung der Interdoméanenkavitat als
potenzielle Bindestelle belegen zu kénnen. Es sei erwahnt, dass es bei diesem Ansatz
primér nicht darum ging, mdglichst hochaffine Inhibitoren zu finden, sondern mit Hilfe der

gesuchten Molekile nachzuweisen, dass es prinzipiell méglich ist, die Interdom&nenkavitét
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mit Liganden zu adressieren und diesen Ansatz durch weitere experimentelle Daten zu

untermauern.

Virtuelles Screening nach TMAO-Derivaten als potenzielle Interfaceliganden

Basierend auf den eingangs genannten kristallographischen Beobachtungen kann TMAO als
ein Molekulfragment angesehen werden, von dem erwiesen ist, dass es innerhalb der
Interfacekavitat an Hsp70 bindet und dadurch eine potenzielle Ankergruppe fur zukinftige
Liganden darstellen konnte. Diese Strukturinformation wurde fur ein weiteres virtuelles
Screening genutzt. Die Suche nach niedermolekularen Verbindungen kommerzieller
Anbieter, die Uber eine TMAO-Substruktur verfiigen, wurde mit Hilfe der Online-
Suchmaschine eMolecules anhand einer TMAO-Substruktursuche durchgefiihrt. Bei der
computergestiitzten Suche wurden insgesamt 230 Molekile identifiziert, von denen 23
Molekule unterschiedlichster struktureller Klassen fir nachfolgende Dockingexperimente
ausgewahlt wurden. Bei der getroffenen Vorauswahl wurde neben dem Vorhandensein
bestimmter Strukturmerkmale, wie einer bestimmten Molekulgréf3e, dem Vorhandensein
aromatischer Systeme und einer begrenzten Anzahl an rotierbaren Bindungen, und der
Erflllung spezieller physiko-chemischer Parameter, wie der Erflllung der Kriterien der von
Lipinski postulierten Rule of five (siehe Abschnitt 11.4.6), besonders auf eine hohe
strukturelle Diversitat der Verbindungen Wert gelegt. Unter den ausgewahlten Molekilen
befanden sich interessanterweise N-Oxide diverser bekannter Arzneistoffe, wie z.B.
Citalopram N-Oxid, Eletriptan N-Oxid und Doxylamin N-Oxid, sowie weitere bekannte

pharmakologisch aktive Substanzen.

Durchfihrung der Dockingsimulationen und Auswahl von Kandidatenmolekulen fir

experimentelle Untersuchungen

Im Rahmen dieses virtuellen Screenings wurden zwei verschiedene Ansétze von Docking-
simulationen durchgefihrt: ein Dockingverfahren mit der expliziten Vorgabe einer Adres-
sierung der kristallographisch aufgeklarten Bindestelle des TMAO durch die entsprechende
Substruktur der Liganden und ein Dockingprozess ohne jegliche Restriktionen. Als Rezeptor
wurde die mit 1,9 A héher aufgeldste bHsc70-Zweidomé&nenstruktur, die seit Oktober 2013
unter dem Code 4FL9 in der PDB publiziert ist, verwendet. Die Interdomanenkavitat wurde
als Bindestelle definiert. Die Erstellung der dreidimensionalen Ligandenstrukturen erfolgte fur
beide Dockingverfahren mit dem Tool Molecule Builder des Softwarepakets MOE. Die
nachfolgenden Energieminimierungsprozesse erfolgten mit dem Softwarepaket SYBYL 8.0
(siehe Abschnitt 111.4.1). Die Dockingberechnungen mit der Vorgabe einer Adressierung der

kristallographisch ermittelten TMAO Position innerhalb der Interfacekavitdt wurden mit dem
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etablierten Programm GOLD (Version 3.2) durchgefuhrt (siehe Abschnitt1l.4). Das
Programm ermdglicht die Definition spezieller Parameter, wodurch der Suchraum wéahrend
der Dockingsimulation gezielt eingeschrénkt werden kann und auf diese Weise die
Maoglichkeit besteht, bestimmte Informationen in das Docking einflieBen zu lassen. Fur
dieses Dockingverfahren wurde die Methode der Substructure-based distance constraints
(Substruktur-basierte Distanzbeschrankung) verwendet, was hilfreich ist, wenn die zu
analysierenden Verbindungen alle Uber eine gemeinsame Substruktur verfiigen. Durch die
Definition dieser Bedingung wird dem Programm vorgegeben, ein Atom der gemeinsamen
Substruktur aller Liganden in einem vorab definierten Distanzbereich zu einem vorab
definierten Proteinatom der Bindestelle zu platzieren. Fir jeden Liganden wurden 10
Bindeposen generiert. Als Scoringfunktion fir die Dockingsimulationen wurde GoldScore und
als Re-Scoringfunktion ChemScore ausgewabhilt.

Das nicht-restriktive Dockingverfahren ohne Vorgabe einer Adressierung der exakten TMAO-
Bindestelle durch den entsprechenden Ligandenrest wurde mit Hilfe des Dockingprogramms
AutoDock3.0 durchgefiihrt, wobei analog zu Abschnitt IV.3.1 (Dockingverfahren an dem
Interdoméneninterface) entsprechende Affinitatsgitter erzeugt sowie das beschriebene
Dockingprotokoll verwendet wurden. Die notwendige Aufbereitung der Liganden erfolgte in
Analogie zu der in Abschnitt 111.4.1 beschriebenen Vorgehensweise, pro Ligand wurden 50

Dockingldsungen generiert.

Die Dockinglésungen beider Dockingverfahren wurden anschlieRend zunéchst mit Hilfe von
PyMOL visuell auf Plausibilitat geprift. Die von AutoDock3.0 generierten Dockingldsungen
wurden zusatzlich auf Ubereinstimmung der Positionierung der TMAO-Substruktur der
jeweiligen Liganden mit der kristallographisch determinierten Position analysiert.

Fur die weitere Auswertung wurden ausschlie8lich Liganden beriicksichtigt, deren Binde-
posen einen plausiblen und vielversprechenden Bindemodus zeigten. Im Rahmen des
nachfolgenden Re-Scoringverfahrens, das fur eine moglichst realistische Vorhersage der
potenziellen Bindungsaffinitat mit SFCscore unter Verwendung der SFC_290m-Scoring-
funktion durchgefuhrt wurde, wurde von jedem Liganden diejenige Bindepose mit der
bestmoglichen Ubereinstimmung der TMAO-Substruktur im Vergleich zu der experimentell
bestimmten TMAO-Position verwendet.

Bei der Auswahl von Verbindungen, welche als Kandidatenmolekile fir experimentelle
Untersuchungen am geeignetsten erschienen, wurden primar Molekile bericksichtigt, bei
denen die Positionierung des TMAO-Ligandenrests der von AutoDock3.0 berechneten
Rang 1-Bindepose mit der kristallographisch ermittelten TMAO-Position Ubereinstimmte.

Diese Vorgehensweise wurde gewahlt, da die jeweiligen Bindeposen von AutoDock3.0 ohne
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Zwang in Form vorab definierter Restriktionen als globales Minimum und energetisch
glnstigste Losungen gefunden wurden. Aus diesem Grund besitzen diese Dockingldsungen
im Vergleich zu den von GOLD generierten Bindeposen eine hdhere Aussagekraft und die
Wahrscheinlichkeit erschien héher, dass diese Molekile tatsdchlich die Zielregion wie
berechnet adressieren wiirden. Die Betrachtung der Glte und Plausibilitéat der mittels GOLD
generierten Bindeposen diente als zusatzliche Entscheidungshilfe und machte es in weiterer
Folge méglich, einen umfassenderen Eindruck potenzieller Bindemodi sowie potenzieller
Enzym-Ligand-Wechselwirkungsprofile zu erhalten.

Nach eingehender Analyse und Beriicksichtigung der erhobenen Daten wurden die funf
Verbindungen TMAOD-1, TMAOD-2, TMAOD-3, TMAOD-4 und TMAOD-5 (siehe Abb. 47)
fur nachfolgende experimentelle Untersuchungen von kommerziellen Anbietern bezogen. Fir
alle funf Kandidatenmolekiile wurde ein vielversprechender Bindemodus berechnet, in
Verbindung mit der Vorhersage konsistent hoher Bindungsaffinitaten im Rahmen des

Docking- und Re-Scoringverfahrens (siehe Tab. 19).
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Abb. 47. Strukturformeln der funf ausgewahlten Kandidatenmolekiile.

163



Ligand Arzneistoff AG [kcal/mol] pK; M [g/mol] clogP

TMAOD-1 Citalopram -7,84 5,94 340 1,2%% 2,64
TMAQOD-2 Cyclobenzaprin -9,06 4,66 291 -
TMAOD-3 Eletriptan -11,60 6,19 399 1,78%% 2 65%%
TMAOD-4 Tamoxifen -7,42 5,56 388 3,65°% 5,23%%
TMAOD-5 Doxylamin -6,90 5,23 286 -

Tab. 19. Ubersicht iiber den zugrundeliegenden Arzneistoff des jeweiligen N-Oxids, die von
AutoDock3.0 berechneten Bindungsenthalpien (AG), der von SFCscore berechneten pKi-Werte sowie
Uber die physiko-chemischen KenngréRen molare Masse (M) und des berechneten logarithmischen
Oktanol-Wasser-Verteilungskoeffizienten (clogP) der fur experimentelle Untersuchungen ausge-
wahlten Kandidatenmolekiile.

Ergebnisse und Diskussion

Die berechneten Bindemodi der fiunf fur experimentelle Untersuchungen bezogenen
Kandidatenmolekiile zeichneten sich durchweg durch eine sehr gute morphologische
Anpassung an die Interdomanenbindetasche aus, die in einer dichten Bindung resultierte. An
dieser Stelle sollen die von AutoDock3.0 berechneten Bindeposen beschrieben werden.

Die TMAO-Ankergruppe des Liganden TMAOD-1 adressierte exakt die experimentell
aufgeklarte TMAO-Position innerhalb des von Aspl52 und Lys524 geformten Bogens der
linken Kavitatsseite (siehe Abb. 48). Das Zentrum der Bindetasche wurde optimal durch die
beiden Ringsysteme ausgefullt, wahrend das Stickstoffatom der Nitrilgruppe eine H-Briicke
zum Proteinrtickgrat von Asnl174 ausbildete und der 1,3-Dihydroisobenzofuranrest nahezu
parallel zum Arg155 positioniert war, wodurch ein n— n-Stacking ermdglicht wurde.

TMAOD-2 flllte ebenfalls ideal den zentralen Raum der Bindetasche mit dessen
trizyklischem Ringsystem aus, das sich direkt unterhalb von GIn520 befand. Durch die nicht
planare Konformation des Ringsystems passte sich dieser Rest mit den aus der Ebene
seitlich stehenden aulReren Phenylringen optimal der Seitenkette des zentralen GIn520 an,
wodurch eine dichte Bindung resultierte. Weiterhin ragte der Ligand tief in die Kavitat bis zu
der durch Leu210, Phe217 und Val219 gebildeten, Uberwiegend hydrophoben hinteren
Subtasche hinein.

Trotz der Derivatisierung der TMAO-Substruktur von TMAOD-3 konnte von AutoDock3.0 die
experimentell aufgeklarte Platzierung der TMAO-Substruktur gleich mehrfach gefunden
werden. Eine dieser Bindeposen wurde zudem auch als energetisch glnstigste
Dockinglésung bewertet. Auch der Ligand TMAOD-3 passte sich sehr gut den Konturen der
Bindetasche an und nahm eine Bindepose mit langgestreckter Konformation ein, wodurch

der gesamte Raum der Kavitat von der linken bis zur rechten Kavitatsseite ausgefullt wurde.
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Eine H-Briicke wurde zwischen der Sulfonylgruppe und dem Asnl174 Peptidrickgrat geformt,
wahrend zusatzliche H-Bricken prinzipiell durch geringfliigige strukturelle, adaptive
Seitenkettenrotationen der Bindetaschenaminosauren zwischen der Sulfonylgruppe des
Liganden und Asnl74, Thrl77 sowie GIn520 héatten resultieren konnen. Wéahrend das
Grundgerist des Liganden tief im Inneren der Bindetasche gebunden war, war dessen
Pyrrolrest fur die Ausbildung potenzieller H-Briicken Richtung Solvens gerichtet.

Bei der Verbindung TMAOD-4 handelt es sich um das N-Oxid des bekannten Arzneistoffs
Tamoxifen, einem selektiven Estrogenrezeptormodulator zur Therapie von Mamma-
karzinomen. Der Ligand adressierte das Zentrum der Interfacekavitat und versperrte durch
die drei verzweigten Phenylringe, die einen grofen Raum beanspruchten, nahezu vollstandig
die frontale Offnung der Interfacekavitat.

Das Molekil TMAOD-5 besal3 von allen besteliten Kandidatenmolekillen das geringste
Molekulargewicht und besetzte aufgrund der vergleichsweise geringeren GrofRe aus-
schlieBlich die linke Halfte der Bindetasche, wobei die eingenommene Konformation der
beiden Ringstrukturen, analog zu TMAOD-2, eine sehr gute Anpassung an die GIn520-

Seitenkette zeigte, wodurch eine dichte Bindung resultierte.
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Abb. 48. Darstellung der Interdoménenkavitat der aufgeklarten bHsc70-Kristallstruktur (PDB-Code
4FL9) mit dem Ldsungsmittelmolekil TMAO (A) sowie mit den Bindeposen der fiinf Kandidaten-
molekile TMAOD-1 (B), TMAOD-2 (C), TMAOD-3 (D), TMAOD-4 (E), TMAOD-5 (F).
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Experimentelle Untersuchungen

Den Abschluss des virtuellen Screenings bildeten experimentelle Untersuchungen, die von
unseren Kooperationspartnern durchgefuhrt wurden bzw. werden, um die Ergebnisse der
zuvor beschriebenen computergestitzten Berechnungen zu Uberprifen. Das primare
Interesse bestand dabei in der Erbringung des experimentellen Nachweises der Bindung der
Liganden an das Hsp70-Interdomé&neninterface mit Hilfe von Rontgenstrukturanalysen, um
die Hypothese der Eignung dieses Proteinbereichs als eine neue Bindestelle fir nieder-
molekulare Liganden zu verifizieren. Die aufgeklarten Protein-Ligand-Komplexstrukturen
hatten weiterhin fur eine Uberprifung der Bindeposen und eine erste Ableitung von Protein-
Ligand-Wechselwirkungsprofilen genutzt werden kodnnen, die wiederum wichtige Infor-
mationen fur zuklntige Inhibitordesignstudien hétten liefern konnen.

Die experimentellen Untersuchungen waren allerdings zum Zeitpunkt der Anfertigung der
vorliegenden Dissertation noch nicht abgeschlossen und sind Bestandteil aktueller
Forschungsprojekte, weshalb an dieser Stelle keine abschlielenden Ergebnisse prasentiert

werden kénnen.

IV.3.3 Erweiterung der Substratbindedoméane einer Hsc70-Zweidomé&nen-
struktur mit Hilfe eines Homologiemodelansatzes

Fur die im Rahmen der vorliegenden Arbeit durchgefiihrten Studien an der biologischen
Zielstruktur Hsp70 war die Kristallstruktur des bovinen Hsc70 (bHsc70) mit dem PDB-Code
1YUW, als bis dato einzige publizierte Proteinstruktur eines eukaryotischen, funktionell
intakten Zweidoméanenkonstrukts eines Hsp70-Enzyms, von zentraler Bedeutung (siehe
auch Abschnitt 1V.1.2). Die von Jiang et al.”* aufgeklarte bHsc70-Tertiarstuktur, die anstelle
der insgesamt 650 nur 554 Aminosauren (As) umfasst, gliedert sich in NBD (As 1-383),
einem exponierten Linkersegment (As 384-394) und SBD (As 395-554). Die fehlenden 96
Aminosauren sind im nativen Enzym Bestandteil von drei zusammengelagerten C-terminalen
oa-Helices (a-Helices C-E), wie entsprechende Kristallstrukturen isolierter SBDs
belegen.’®®%** In der Kristallstruktur 1YUW liegt die a-Helix B (As 527-554) teilweise ent-
spiralisiert vor, wobei die Aminoséuren 539-544 durch die Substratbindetasche intra-
molekular gebunden werden (siehe Abb. 49). Weiterhin unterscheidet sich die aufgeklarte
Enzymstruktur von der Struktur des nativen bHsc70 durch zwei, aus kristallographischen
Grinden vorgenommenen Mutationen (E213A, D214A), die sich jedoch nicht im Bereich des

unmittelbaren Interdomaneninterfaces befinden.
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Fur die eigene Forschung an der Zielstruktur Hsp70 erschien es sinnvoll und notwendig den
Mangel der Kiristallstruktur 1YUW in Form der drei fehlenden C-terminalen o-Helices zu
korrigieren, um die bHsc70-Tertiarstruktur fiir computerbasierte Untersuchungen, wie
Dockingexperimente und MD Simulationen (siehe Abschnitte 1V.3.1 und IV.3.4), der Struktur
des nativen Enzyms anzugleichen. Dabei erfolgte zudem eine Korrektur der Enzymstruktur
hinsichtlich der artifiziellen, nicht nativen intramolekularen Bindung der teilweise
entwundenen o-Helix B durch die Substratbindetasche, wodurch erst die Substrat-
bindetasche fir die Dockingsimulationen erschlossen wurde.

Hierfir wurden verschiedene computergestitzte Methoden aus dem Bereich des Molecular
Modelling iterativ angewendet, wobei ein besonderer Schwerpunkt auf der Erstellung von
Homologiemodellen fehlender Proteintertiarstrukturen lag. Unter einem Homologiemodell
versteht man in der Bioinformatik ein Modell des rdumlichen Aufbaus einer biologischen
Struktur, wie z.B. eines Proteins oder eines bestimmten Proteinbereichs, mit bekannter
Primarstruktur jedoch unbekannter Tertiarstruktur, das basierend auf einer homologen,
bereits experimentell aufgeklarten dreidimensionalen Struktur berechnet wurde.**¥"3%® Bej
der Erstellung von Homologiemodellen wird die Tatsache ausgenutzt, dass sequenziell
verwandte Proteine haufig einen vergleichbaren raumlichen Aufbau aufweisen, weshalb eine
moglichst hohe Sequenzidentitat zwischen Templatstruktur und der zu erstellenden Struktur
die Berechnung erleichtert und zugleich die Aussagekraft des Modells erhoht.**%% Die
Berechnung von Homologiemodellen, besonders eines Modells der drei a-Helices C-E, war
zum damaligen Zeitpunkt notwendig, da die PDB keine verwendbaren Strukturen dieses
Proteinbereichs eines bHsp70-Enzyms enthielt. Im Folgenden wird die Vorgehensweise der
computerbasierten Erstellung einer nahezu vervollstdndigten bHsc70-Proteinstruktur

beschrieben.

Identifizierung von geeigneten Templatstrukturen fir die Erstellung eines Homologie-

modells der bHsc70-Oligomerisierungsdoméne

Eine essenzielle Voraussetzung fur die Vervollstandigung der dreidimensionalen bHsc70-
Proteinstruktur 1YUW um die fehlenden C-terminalen a-Helices war die Kenntnis der
Sekundarstrukturen sowie des Faltungsmusters dieses Sequenzbereichs, wofir die Struktur-
informationen von SBD-Tertiarstrukturen verwendet wurden. Aus diesem Grund wurde im
ersten Schritt eine umfangreiche Suche nach entsprechenden bereits publizierten Hsp70-
Tertiarstrukturen durchgefiihrt, um einerseits Proteinstrukturen des fehlenden Segments zu

identifizieren und andererseits einen umfassenden Uberblick Uber samtliche bereits
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aufgeklarte dreidimensionale Hsp70-Enzymstrukturen zu erhalten, die als mdgliche Templat-
strukturen fur strukturbasierte Ligandendesignstudien hatten verwendet werden kénnen.

Im Rahmen dieser Suche kamen drei verschiedene Suchstrategien zum Einsatz: Eine
Suchanfrage wurde mit Hilfe des Programms Relibase (Version 2.2.1) durchgefiihrt.*** Die
PDB wurde nach allen Tertiarstrukturen mit einer Hsp70-ahnlichen Primarstruktur
durchsucht, wobei als Templat die Aminosauresequenz der Isoform Hsp70-1a fungierte. Als
Anforderungen an die gesuchten Proteinstrukturen wurden eine minimale Sequenzidentitat
von 40% sowie eine maximale von 100% festgelegt. Weiterhin wurden Stichwortsuchen
innerhalb der PDB und zusétzlich eine Literaturrecherche einhergehend mit der Sammiung
von PDB-Codes von Hsp70-Kristallstrukturen aus Publikationen durchgefiihrt. Mit Hilfe der
angewandten Suchstrategien konnten im November 2008 insgesamt 45 Proteinstrukturen
identifiziert werden (siehe Anhang VI1.3). Die ermittelten Kristallstrukturen zeigten die Tertiar-
strukturen verschiedener Hsp70-Isoformen und stammten ausschlie3lich von einem der
folgenden funf Organismen: Homo sapiens, Bos taurus, Escherichia coli, Rattus norvegicus
und Caenorhabditis elegans. Alle Strukturen, mit Ausnahme der bereits beschriebenen
bHsc70-Zweidomanenstruktur, reprasentierten entweder die N-terminale Nukleotidbinde-
doméne (NBD) oder die Substratbindedoméne (SBD) oder bestimmte Sequenzabschnitte

einer der beiden Domanen.

Auswahl geeigneter Templatstrukturen fiur die Erstellung von Homologiemodellen

Im Anschluss an die Identifizierung experimentell aufgeklarter Hsp70-Tertiarstrukturen ging
es im zweiten Schritt um die Auswahl einer geeigneten Templatstruktur, die idealerweise im
zu modellierenden Proteinabschnitt eine hohe Sequenzidentitdt gegentber der bHsc70-
Primarstruktur aufweisen sollte. Zu diesem Zweck wurde innerhalb der PDB eine
sequenzbasierte Suchanfrage basierend auf der Aminoséduresequenz 525-650 von bHsc70
im FASTA-Format®*? mit der Suchmachine BLAST**® durchgefiihrt. Nach eingehender
Uberpriufung der gefundenen Enzymstrukturen hinsichtlich Sequenzlange, Sequenziiberein-
stimmungen mit der Templatsequenz, Giite der Proteinstruktur, Héhe der Auflésung und der
Uberprufung des Vorhandenseins von Sequenzliicken (gaps) stellte sich schlieRlich die
Kristallstruktur 2P32 als bestes Templat fur die Erstellung eines Homologiemodells des
fehlenden Enzymsegments heraus. Die Kristallstruktur 2P32 der C-terminalen a-Helices
eines Hsp70-Enzyms des Fadenwurms Caenorhabditis elegans besteht aus 120
Aminoséauren, die in Form dreier zusammengelagerter o-Helices vorliegen. Fur die
ausgewahlte Kristallstruktur als Templatstruktur sprach eine zufriedenstellend hohe

Sequenzidentitat von 65%, bezogen auf die gesamten 120 Aminosauren der Kristallstruktur
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sowie von 72% in Bezug auf die fir die finale Zweidomanenstruktur letztlich genutzten 76
Aminosauren des bHsc70-Sequenzbereichs 538-613 und die Abwesenheit von Sequenz-
licken in diesem Proteinabschnitt.

Die Erstellung des Homologiemodells anhand der gewdhlten Templatstruktur 2P32
(Homologiemodell a) erfolgte mit Hilfe des Tools Homology Model des Softwarepakets
MOE** (Version 2009.10). Aufgrund der zum Teil entspiralisierten o-Helix B der
Kristallstruktur 1YUW im Sequenzbereich der Aminosauren 527-554 und der teilweisen
intramolekularen Bindung durch die Substratbindetasche, war es weiterhin notwendig, das
entsprechende Proteinsegment aus der urspriinglichen Proteinstruktur zu entfernen sowie in
Analogie zu der Vorgehensweise der Berechnung von Homologiemodell a ein Homologie-
modell der nativen Helix B des bHsc70 (Homologiemodell b) zu erstellen. Ein Segment
dieses Modells diente als Verbindungsstiick zwischen der Kristallstruktur 1YUW und
Homologiemodell a. Bei Homologiemodell b handelte es sich um ein Modell der bovinen
SBD, das auf Basis der Kristallstruktur 1DKZ, einer Tertiarstruktur der DnaK-SBD, erstellt
wurde und 219 Aminosauren des bovinen Sequenzbereichs 391-610 umfasst. In diesem
Sequenzbereich existieren drei Sequenzliicken: zwischen 554 und 555 der bovinen SBD-
Sequenz liegen in der DnaK-SBD-Sequenz 8 Aminosauren und zwischen 557 und 558 9
Aminosauren, wahrend die 6 Aminosauren des bovinen Sequenzabschnitts 579 bis 584 in
der DnaK-Sequenz fehlen. Da diese Sequenzunterschiede jedoch in einem Sequenz-
abschnitt liegen, der von dem Homologiemodell b fiir die finale, erweiterte Proteinstruktur

nicht bendtigt wurde, waren diese Abweichungen nicht von Bedeutung.

Finale Erstellung der erweiterten bHsc70-Zweidomanenstruktur

Im dritten und letzten Schritt erfolgte schlie3lich in MOE der Zusammenbau der finalen
erweiterten bHsc70-Zweidomé&nenstruktur durch die Fusionierung der Kristallstruktur 1YUW
mit ausgewahlten Struktursegmenten der beiden ersteliten Homologiemodelle. Fir die
Zusammensetzung der einzelnen Proteinstrukturen zu dem finalen Konstrukt wurde
zunachst das Homologiemodell b auf die SBD der Kristallstruktur 1YUW und anschlieBend
das Homologiemodell a der drei o-Helices auf das entsprechende Proteinsegment des
Homologiemodells b fur die benétigte rAumliche Anordnung und Ausrichtung der Strukturen
zueinander Uberlagert. Im Anschluss wurden an den zwei Schnittstellen die drei Protein-
strukturen mit Hilfe des in MOE integrierten Tools Molecule Builder Gber zwei kovalente
Saureamidbindungen miteinander verknipft, gefolgt von einem mit dem in MOE integrierten
Tool GizMOE Minimizer durchgefuhrten Minimierungsprozess. Der Minimierungsprozess war

auf die Aminosaurenatome der Verknipfungsstellen begrenzt und diente dazu, die
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Geometrien zwischen den Bindungspartnern zu optimieren. Im Rahmen dieses Projekts
wurden mehrere auf 613 Aminosauren erweiterte Enzymstrukturen, bestehend aus der
bHsc70-Kristallstruktur, Homologiemodell b als Linkersegment zwischen Kiristallstruktur und
dem Homologiemodella der a-helikalen SBD-Subdoméane, nach der beschriebenen
Vorgehensweise erstellt. Die einzelnen Gesamtstrukturen unterschieden sich in den
jeweiligen Sequenzlangen der drei verwendeten Proteinstrukturen sowie in den jeweiligen
Verknupfungspositionen. Die finale, fir die computergestitzten Simulationen verwendete
bHsc70-Gesamtstruktur bestand letztendlich aus der Kiristallstruktur 1YUW (As 1-524), dem
Homologiemodell b (As 525-537) und dem Homologiemodella (As 538-613). Bei der
Analyse der verschiedenen erweiterten Proteinstrukturen und Auswahl der Struktur wurden
folgende Kriterien berlcksichtigt: Abwesenheit oder Vorhandensein von mdglichst wenigen
sichtbaren Deformationen der Sekundarstrukturelemente, Abwesenheit oder Vorhandensein
von mdoglichst wenigen zu geringen Seitenkettenatomabstanden zwischen der a-helikalen
Subdomaéne und der B-Faltblattsubdoméane, Vorhandensein mdglichst sinnvoller Geometrien
an den Schnittstellen zwischen den Struktursegmenten. Die beschriebene finale Protein-
gesamtstruktur wurde abschlieBend einem Equilibrierungsprozess in wassriger Losung
unterzogen (siehe Abschnitt1V.3.4.2), um vorhandene strukturelle Spannungen, z.B.
aufgrund zu kurzer oder zu langer interatomarer Abstdnde und bzw. oder ungunstiger
Bindungswinkel, aufzulésen. Daraus ergab sich schlieRlich eine computergestitze
Erweiterung der bHsc70-Kristallstruktur 1ZYUW um 59 Aminosauren von 554 auf insgesamt
613 Aminosaduren in Form der drei terminalen a-Helices (siehe Abb. 49) zusammen mit der
Rekonstruktion einer freien Substratbindetasche fiir computerbasierte Simulationen (siehe
Abschnitte IV.3.1 und IV.3.4). Die erweiterte Enzymstruktur wird in der Arbeit als HM-Hsc70

bezeichnet.
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Abb. 49. Darstellung der SBD von bHsc70. A) Darstellung der SBD mit intramolekular gebundener
o-Helix B (rot) der Kiristallstruktur 1YUW. B) Darstellung der mit Hilfe von Homologiemodellen
erweiterten SBD, wobei die verwendeten Struktursegmente des Homologiemodells a rot und des
Homologiemodells b orange eingefarbt sind.

IV.3.4 Molekulardynamische Untersuchungen von Hsp70

IV.3.4.1Rationale und Zielsetzung

Die Gesamtstruktur von Hsp70 war aus strukturbiologischer Sicht zum Zeitpunkt der Arbeit
lediglich rudimentéar erforscht, was sich in einer geringen Anzahl an verfugbaren experi-
mentell aufgeklarten Zweidomanenstrukturen wiederspiegelte. Vergleichsweise wenig war
auch dber intrinsische Proteindynamiken und die jeweiligen Konformationsrdume der
verschiedenen Hsp70-Isoformen bekannt. Intrinsische Proteinbewegungen fiihren zu
verschiedenen Proteinkonformationen und haben dadurch erhebliche Auswirkungen auf die
Entwicklung niedermolekularer Liganden als Proteinmodulatoren im Rahmen des struktur-
basierten Wirkstoffdesigns.>**3*’ Aus diesem Grund erschien es neben der Identifizierung
und Entwicklung potenzieller Liganden fir eine Bindetasche einer gegebenen, experimentell
aufgeklarten Proteinkonformation sinnvoll, die Hsp70-Proteinstruktur mit Hilfe von Molekular-
dynamik (MD) Simulationen computergestiitzt zu untersuchen.

Die Zielsetzung dieser Studie bestand in der Identifizierung und Charakterisierung der
Proteinflexibilitaét von Hsp70, in Form einer Untersuchung intrinsischer Proteinbewegungen,
einhergehend mit einer Analyse des Konformationsraumes. Der Fokus lag dabei auf einer
Untersuchung der Stabilitdt der Proteinkonformation mit aneinander aggregierten Domé&nen

der Kristallstruktur 1YUW sowie der Stabilitdt der Interdomé&nenkavitéat als Zielregion der
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zuvor prasentierten Ligandendesignstudien. Dartber hinaus ging es im Rahmen der Studie
auch um den Versuch einer Identifizierung charakteristischer Proteinkonformere des
generierten Konformationsensembles, die fur zukinftige strukturbasierte Wirkstoffdesign-
projekte als Templatstrukturen genutzt werden kénnen. Weiterhin erfolgte eine Bestimmung
des Flexibilitatsgrads der einzelnen Aminoséauren der untersuchten Hsp70-Isoform, um einen
generellen Uberblick uber bevorzugt variable Bereiche ausgepragter Flexibilitat und
vergleichsweise rigider Proteinregionen, speziell im Bereich der Interdomanenschnittstelle zu
erhalten.

Hierfir wurden im Rahmen der vorliegenden Arbeit MD Simulationen von verschiedenen
Protein- bzw. Protein-Ligand-Strukturen in wassriger Losung durchgefiihrt. Bei der unter-
suchten Zielstruktur handelte es sich um bHsc70-Zweidomanenstrukturen, wodurch die
Studie das Spektrum an in der Literatur beschriebenen MD Simulationen von Hsp70
erweiterte, die sich zum Zeitpunkt der Arbeit auf Simulationen einzelner Hsp70-Domanen

beschrankten.3*

IV.3.4.2Durchfuhrung der Molekulardynamik Simulationen

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden MD Simulationen von zwei verschiedenen
Proteinstrukturen und eines Protein-Ligand-Komplexes durchgefiihrt. Als Ausgangskonfi-
gurationen dienten die jeweiligen Atomkoordinaten der bHsc70-Kristallstruktur 1YUW, der
erweiterten bHsc70-Proteinstruktur HM-Hsc70 (siehe Abschnitt IV.3.3) sowie des bHsc70-
Apoptozol-Komplexes, wofiur die Rang 1-Dockinglésung des Interdoméaneninterfacedockings
verwendet wurde (siehe Abschnitt IV.3.1).

Alle Parametrisierungsschritte und Simulationen wurden mit der Version 10 des Programm-
pakets AMBER' durchgefiihrt. Fur die Parametrisierung der Proteinatome wurde das
Parm99SB-Kraftfeld®*® aus AMBER verwendet. Mit Hilfe des Programms LEaP wurden die
Enzymstrukturen um fehlende Wasserstoffatome erganzt. Die Bestimmung der RESP-
Ladungen des Liganden Apoptozol erfolgte, indem zunéchst mittels der HF/6-31G* Methode

350
3

in Gaussian 0 elektrostatische Potenziale berechnet und anschlieBend mit Hilfe von

ANTECHAMBER?®** die RESP-Ladungen®? berechnet wurden. Fehlende Kraftfeldparameter
des Liganden wurden mit dem Programm PARMCHK?*!
Atomtyp*>® bestimmt.

Im Vorfeld der MD Simulationen wurden die untersuchten Strukturen mit SANDER Uber 200

passend zum jeweiligen GAFF-

Schritte mit einem steepest descent Algorithmus minimiert. Da hierbei noch kein Solvens

vorhanden war, wurde ein modifiziertes ,Generalized Born“ implizites Solvensmodell®**
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genutzt. Im Nachgang wurden den minimierten Strukturen bis zur Neutralitit Na’-
Gegenionen hinzugefugt. Danach wurden die aufbereiteten Systeme mit dem Programm
LEaP mit dem TIP3P Solvensmodell”® in einer Box aus mehreren tausend Wassermolekiilen
solvatisiert, wobei ein Mindestabstand von 8,0 A zwischen dem Protein und den Kanten der
Box gewahlt wurde. Uber die konkrete Anzahl an jeweils involvierten Wassermolekiilen
sowie Uber weitere Informationen zu den untersuchten Systemen gibt Tabelle 20 Auskunft.
Im Anschluss an die Solvatisierung wurde ein Equilibrierungsprozess durchgefiihrt, wobei
das System zunachst von 100 K auf 300 K Uber einen Zeitraum von 20 ps aufgeheizt und
danach innerhalb von 5 ps wieder auf 100 K im NVT-Ensemble abgekihlt wurde. Bei dem
Prozess wurden die Positionen aller Atome des Systems mit Ausnahme der Solvens-
molekile unter Anwendung der ,ibelly* Option fixiert. Im nachsten Schritt wurde das jeweilige
Gesamtsystem, bestehend aus Protein bzw. Protein-Ligand-Komplex und Solvens ohne
positionslimitierende Krafte im NPT-Ensemble Uber 25 ps auf 300 K erwarmt. Fir die auf
diese Weise aufbereiteten Systeme wurden Trajektorien Gber einen Zeitraum von 10-20 ns
berechnet (siehe Tab. 20). Die einzelnen MD Simulationen erfolgten unter periodischen
Randbedingungen, einem konstanten Druck (1 atm) und einer konstanter Temperatur
(300 K)**®°, wobei Zeitschritte von 2fs gewahlt wurden. Auf alle Bindungen zu

Wasserstoffatomen wurde der SHAKE Algorithmus®®

angewandt, wahrend die ,Particle
Mesh Ewald“ Methode®” fiir elektrostatische Wechselwirkungen genutzt wurde. Fiir van der
Waals Wechselwirkungen wurde ein Distanzausschlusskriterium von 8.0 A definiert. Die

berechneten Koordinaten der Trajektorien wurden alle 1 ps gespeichert.

Parameter Hsc70 HM-Hsc70 Hsc70-Az
Simulationszeit 20 ns 15ns 10 ns
Solvensmolekiile 4 Na*, 23870 H,0O 8 Na', 27312 H,O 3 Na*, 24250 H,0
Gesamtatomanzahl 80215 91531 81424

Tab. 20. Informationen zu den mittels MD Simulationen untersuchten Systemen der Hsc70-Zwei-
doméanenstruktur 1YUW, der HM-Hsc70-Enzymstruktur sowie des Hsc70-Az-Komplexes.

Die nach dieser Vorgehensweise generierten Trajektorien wurden mit dem AMBER-Tool
PTRAJ auf das Protein zentriert, in die urspriingliche Solvensbox zurtick projiziert und einem
RMSD-Fit bezuglich der C,-Atompositionen zu Beginn der Trajektorie unterzogen. Fur die
Visualisierung der Trajektorien wurde das Programm VMD®*® verwendet, die Visualisierung

ausgewahlter Proteinkonformationen erfolgte mit PyMOL. Ein wesentlicher Teil der im
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Rahmen der Auswertung ermittelten strukturellen Deskriptoren, wie RMSD-Werte sowie
bestimmte Atomabstande, wurde mit den AMBER-Tools PTRAJ und Carnal berechnet.

Die prasentierten Ergebnisse beziehen sich auf die jeweiligen, in Tabelle 20 angegebenen
Zeitraume der Trajektorien. Die Equilibrierungsphasen blieben bei der Auswertung unbertick-

sichtigt.

IV.3.4.3Ergebnisse und Diskussion

IV.3.4.3.1 Molekulardynamik Simulation von Hsc70

Im Rahmen der durch Essential Dynamics**° unterstiitzten visuellen Analyse der generierten
Trajektorie der Hsc70-Proteinstruktur zeigte sich, dass sich die Proteinkonformation der
Kristallstruktur 1YUW mit aneinander aggregierten Domanen unter Ausbildung eines
Interdoméneninterfaces Uber den gesamten Simulationszeitraum von 20 ns weitestgehend
stabil verhalt, insbesondere unter dem Aspekt, dass es zu keiner Trennung der Doménen
voneinander und zu keinem Verlust der Interdomé&nenschnittstelle kam. Nichtsdestotrotz
wies die Trajektorie deutlich darauf hin, dass es sich bei Hsp70 um eine biologische
Zielstruktur mit ausgepragter Proteinflexibilitidt handelt, die wahrend der Simulation diversen
strukturellen Anderungen unterlag, wodurch eine Vielzahl verschiedener Konformationen
resultierte. Als ein MaB fir die Intensitat der strukturellen Anderungen infolge intrinsischer
Proteinbewegungen und damit indirekt fur die Stabilitdt der Proteinkonformation der Start-
struktur kénnen die RMSD-Werte der C,-Atome des Enzyms Auskunft geben. Abbildung 50
zeigt, dass das Enzym deutlichen strukturellen Anderungen mit einem durchschnittlichen C,-
RMSD-Wert von 5,49 + 2,82 A wéhrend der Simulation unterlag. Der RMSD-Mittelwert aller

Aminosaurenatome der unmittelbaren Interdoménenkavitat betragt 6,18 + 1,88 A.
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Abb. 50. Darstellung des zeitlichen Verlaufs der RMSD-Werte aller C,-Atome des Hsc70-Enzyms (A)
sowie aller Atome der unmittelbaren Interdoménenkavitat (B) als ein Mal3 fir die Stabilitdt der
Proteinkonformation sowie der Interfacekavitét.

Die umfassende Auswertung der Trajektorie der Hsc70-Enzymstruktur zeigte deutlich, dass
die Proteinbewegungen, die zu strukturellen Anderungen im Bereich der Interdomanen-
schnittstelle mit teils erheblichen Auswirkungen auf die Morphologie der Interfacekavitat
fuhrten, vor allem von der SBD ausgingen, wahrend sich die Aminosauren der NBD in dem
Interfacebereich vergleichsweise stabil verhielten.

Der primére, Ubergeordnete Bewegungsablauf der Trajektorie bestand darin, dass sich die -
Faltblattsubdoméane und die a-Helix A der SBD im Verlauf der Simulation von der NBD
entfernten und sich das exponierte Linkersegment in Richtung des Loops 187-190 der NBD
bewegte. Hierbei konnten jedoch nicht die Bewegungsabldufe der von Jiang et al.***
postulierten Hypothese beobachtet werden, wonach das Linkersegment, einem
allosterischen Mechanismus folgend, wahrend der Katalyse in das Interdoméneninterface
eindringt und die Interdomanenschnittstelle zerstért sobald ATP durch die NBD gebunden
wird. In der untersuchten Trajektorie konnte ein derartiger Bewegungsablauf und eine
Storung des Interdoméneninterfaces nicht beobachtet werden, da sich das Linkersegment
einerseits nicht in die Interdomanenregion hinein bewegte, wodurch diese zerstort werden
wirde, und andererseits auch keine Kopplung der Bewegung der SBD mit jener des
exponierten Linkers zu erkennen war. Aufgrund des beschriebenen Bewegungsablaufs kam
es zu einer Offnung der linken Seite der Interdomanenkavitat einhergehend mit einem
Verlust der Wechselwirkung zwischen Asp152 und Lys524 (siehe Abb. 52). Die p-Faltblatt-
subdoméne verblieb nach dieser Bewegung auch fiur die restliche Simulationszeit konstant in
dieser ,hochgeklappten® Position, wahrend die a-Helix A unter Ausbildung der Wechsel-

wirkungen zwischen Argl55 und Glu523 auf der linken und Argl71 und GIn520 sowie
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Argl71 und Glu516 auf der rechten Kavitéatsseite sich voribergehend der NBD annéaherte.
Dadurch wurde weitestgehend die bekannte Morphologie der Interfacekavitat der
Startstruktur fiir ~700 ps ausgebildet. Allerdings wurde der adressierbare Raum im Zentrum
der Kavitat im Vergleich zu der 1YUW-Konformation durch die Interdoméaneninteraktionen
zwischen Argl71 und Glu516 und Argl71 und GIn520 sowie aufgrund der Seitenketten-
konformation des zentralen GIn520 erheblich reduziert, wodurch keine Bindungsmoglichkeit
fur Liganden im Zentrum der Interfacekavitat zur Verfugung stand (siehe Abb.51). Im
Gegensatz zu der vergleichsweise flexiblen linken Kavitatsseite blieb die rechte Seite der
Kavitdt aufgrund der wechselnden Interaktionen zwischen Argl7l1 und Glu513 sowie
zwischen Argl71 und Glu516 weitestgehend stabil. Die letztgenannten Kontakte waren auch
daflr mitverantwortlich, dass sich die SBD wahrend der gesamten Simulationszeit nicht
weiter oder vollstandig von der NBD Idste, wie dies in der Enzymkonformation der Kristall-
struktur 2KHO beobachtet werden kann (siehe Abb. 30). Weitere temporare Interdoméanen-
kontakte, die zusatzlich verhinderten, dass sich die SBD vollstandig von der NBD entfernte,
konnten zwischen GIn520 und Phe217, GIn520 und Glu218 sowie GIn520 und Val219

beobachtet werden.

Abb. 51. Vergleich der Interdoménenkavitat der 1YUW-Kristallstruktur (A) und der Enzymkonfor-
mation zum Zeitpunkt 10000 ps (B).

Die beschriebenen intrinsischen Proteinbewegungen hatten erhebliche strukturelle
Auswirkungen auf die Stabilitat der Interdomanenkavitat, die tUber die gesamte Simulations-
zeit aul3erst begrenzt war und maligeblich durch die Bewegungen der SBD beeinflusst
wurde. Die Interfacekavitat lag im Verlauf der Simulation lediglich fir insgesamt ~1900 ps,

ungeféahr einem Zehntel der Simulationszeit, zu Beginn und nach der Halfte der Simulation in
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den Zeitraumen 0-1200 ps und ~9600-10300 ps, weitestgehend in der Morphologie der
Proteinstruktur 1YUW vor. Wahrend der restlichen Simulationszeit war der Kavitatsbereich
auf der linken Seite durch das Hochklappen der SBD einseitig getffnet, wodurch sich der
Grad der Solvensexposition erheblich erhdhte und der Kavitatscharakter zu einem Teil
verloren ging. Als ein MaR fur die durch die Proteinbewegungen bedingten strukturellen
Anderungen im Kavitatsbereich, insbesondere bedingt durch die Entfernung der SBD von
der NBD, und zur Verfolgung des zeitlichen Verlaufs dieses Bewegungsablaufs diente die
Bestimmung der Distanzen zwischen Asp152 und Lys524 auf der linken Kavitatsseite sowie
zwischen Arg171 und Glu513 auf der rechten Kavitatsseite in Abbildung 52.
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Abb. 52. Darstellung des zeitlichen Verlaufs der Abstdnde zwischen Aspl52 und Lys524 auf der
linken Seite der Interdomanenkavitat (A) und Arg171 und Glu513 auf der rechten Kavitétsseite (B).

Neben den beschriebenen Bewegungen der SBD konnten ebenso strukturelle Anderungen
innerhalb der NBD beobachtet werden, darunter eine Konformationsanderung der NBD mit
Auswirkungen auf die Nukleotidbindetasche. Dabei erfolgte ein Ubergang der ,getffneten®
Konformation der Startstruktur in die ,geschlossene” Konformation, die vorrangig in NBD-
Kristallstrukturen mit gebundenem Nukleotid vorliegt. In Ubereinstimmung mit der Publikation
von Shida et al.**® war zu beobachten, dass die ,geéffnete” Konformation durch die Wechsel-
wirkung zwischen Gly230 der Subdomaéne Ilb und Ser340 der Subdomane lla, wahrend die
,<geschlossene” Konformation durch die Interaktion zwischen Lys56 der Subdoméane Ib und
Glu268 der Subdomane IllIb stabilisiert wurde. Im Gegensatz zu der Beoachtung der
Publikation konnte hier jedoch keine Beteiligung des ,Gatekeepers® Tyr15 bei der
Stabilisierung der ,geschlossenen Konformation beobachtet werden. Die Bezeichnung
.Gatekeeper resultiert daher, dass Tyrl5 je nach Konformation der Seitenkette die

Nukleotidbindetasche zu 6ffnen oder zu verschlieBen vermag. Eine Distanzbestimmung
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zwischen den beiden C,-Atomen von Asp46 und Glu289, die jeweils im Zentrum der beiden
auReren Loops der Ib und llb NBD-Untereinheiten unterhalb der Nukleotidbindetasche
lokalisiert sind, veranschaulichte sehr gut den jeweiligen Offnungsgrad der Nukleotid-
bindetasche im Verlauf der Simulation (siehe Abb.53). Der Abstand der beiden NBD-
Subdomaénen betrug zwischen den besagten Atomen fiir die ,geschlossene” Konformation
der Kristallstruktur 1KAX 27,64 A und 34,15 A fir die ,gedffnete“ Konformation der Kristall-
struktur 1YUW.
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Abb. 53. A) Darstellung des zeitlichen Verlaufs der Abstande zwischen Asp46 und Glu289 der NBD-
Subdomanen Ib und llb fiir eine Visualisierung des Offnungsgrads zwischen den beiden Sub-
doménen. B) Vergleich der NBD von 1YUW (blau, offene Konformation) und 1KAX (grin,
geschlossene Konformation). C) Vergleich zwischen zwei NBD Snapshots der Hsc70 MD Simulation,
die die offene (blau, Startstruktur) und geschlossene (violett, Zeitpunkt 4250 ps) Konformation der
NBD zeigen. Die Auswahl der Snapshots erfolgte anhand des Distanzdiagramms (A).
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Weiterhin konnte eine Kettenreaktion struktureller Anderungen mit Einfluss auf die
Konformation der NBD beobachtet werden: Auf der einen Seite der Nukleotidbindestelle
verschob sich die a-Helix Gly230-His249 gegen den benachbarten Loop Gly201-Phe205, der
wiederum den Loop Glyl2-Tyrl5 auf der gegeniberliegenden Seite der Bindetasche
verschob (siehe Abb. 54). Diese strukturellen Veranderungen hatten direkte Auswirkungen
auf die ATP-Bindestelle, da Aminosauren beteiligt waren, die sowohl bei der Stabilisierung
beider Konformationen der Nukleotidbindetasche involviert sind als auch die Position des
.Gatekeepers” Tyr15 beeinflussen. Diese Beobachtung verdeutlicht, dass es sich bei der
Konformationsanderung von der ,offenen® in die ,geschlossene” Konformation um eine
intrinsische Proteinbewegung handelt, die nicht zwangslaufig durch einen Liganden induziert

werden muss, sondern auch ohne einen derartigen Stimulus ablaufen kann.

Gly201-
Phe205

Abb. 54. Darstellung ausgewéhlter Aminoséduren der NBD-Subdoménen la, Ib und Ilb der
Kristallstruktur 1YUW (blau) und der MD-Konformation zum Zeitpunkt 2500 ps (hellblau).

Neben der Analyse Ubergeordneter Bewegungsablaufe wurde der Flexibilititsgrad aller
Aminosauren des Proteins untersucht, wobei die Aminosauren der unmittelbaren Interface-
kavitdt besonders im Fokus standen (siehe Abb. 55). Die Bestimmung der RMSD-Werte
jeder Aminoséaure, gemittelt Gber die Trajektorie erfolgte mit Hilfe des Tools Carnal des
Softwarepakets AMBER. Die ermittelten RMSD-Werte aller 554 Aminosauren umfassten
einen Bereich von 1,50-16,02 bzw. 21,41 A (siehe Anhang VI.6.1), wobei die mit Abstand
héchste Abweichung mit einem RMSD-Wert von 21,41 A einen ,AusreiRer” darstellte und fiir
die endstandige Aminosaure Glu554 bestimmt wurde. Die héchsten RMSD-Werte entfielen
nahezu vollstdndig auf Aminosauren der SBD sowie des exponierten Linkersegments. Die
Aminosauren der SBD, die die grof3ten Abweichungen zeigten, waren in den beiden

auleren, die Substratbindetasche flankierenden Loops, Loopss (As 428-433) und Loopsge
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(As 462-472) sowie in dem Loopsegment Val491-Lys497 und innerhalb der C-terminalen
entspiralisierten o-Helix B lokalisiert. Mit Glu523 und Lys524 z&hlen auch zwei Reste der
unmittelbaren Interfacekavitat zu den hochflexiblen Aminoséuren des Enzyms.

Die Aminosauren der NBD wiesen im Vergleich zu denen der SBD durchschnittlich deutlich
geringere strukturelle Abweichungen auf, was anhand eines RMSD-Mittelwerts von 4,81 A
fur alle NBD-Aminoséauren gegeniiber einem Wert von 7,74 A fur die Aminoséauren der SBD
deutlich wird. Anhand dieser Daten werden die zuvor beschriebenen Beobachtungen einer
dynamischen SBD als treibende Kraft fir Ubergeordnete, die Interdom&anenregion
betreffende Konformationsanderungen sowie einer vergleichsweise stabilen NBD gestitzt
und mit Daten belegt. Die Aminosauren der unmittelbaren Interfacekavitat umfassten
gemittelte RMSD-Werte von 4,02-11,67 A und zeigten dieselbe Tendenz einer Zweiteilung in
einen vergleichsweise stabilen Bereich aus NBD-Aminosauren mit einem gemittelten RMSD-
Wert von 5,13 A und ein flexibleres SBD-Segment mit einem RMSD-Mittelwert von 8,54 A.
Auf der Grundlage dieser Untersuchung lasst sich die Interdoméanenkavitat ndherungsweise
in eine vergleichsweise rigide untere Halfte aus NBD-Aminosauren und in eine vergleichs-
weise flexible Halfte, bestehend aus Aminosauren der o-Helix A sowie den NBD-Amino-
sauren der Subtasche Leu210, Phe217 und Val219 unterteilen. Dariiber hinaus zeigten die
Aminosauren der linken Kavitatsseite eine starker ausgepragte Variabilitdt als diejenigen der
rechten Seite. Insgesamt entfielen auf die Aminosauren der Interdomanenkavitat Uber-
wiegend moderate RMSD-Mittelwerte. Eine Ausnahme hiervon stellten lediglich die beiden
Aminosauren Glu523 und Lys524 dar, die grof3e strukturelle Abweichungen zeigten. Ein
Vergleich der gemittelten RMSD-Werte, die fur alle Aminosédurenatome und ausschliel3lich
fir die C,-Atome bestimmt wurden, zeigten, dass die strukturellen Anderungen nicht auf die
Seitenketten beschrankt, sondern Teil Ubergeordneter Proteinbewegungen waren (siehe
Abb. 55).
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Abb. 55. Balkendiagramm der RMSD-Mittelwerte jeder Aminosaure der unmittelbaren Interdoméanen-
kavitat. Darstellung der RMSD-Mittelwerte berechnet fiir alle Aminosédurenatome (blau) sowie fiir die
C,-Atome (schwarz).

Fur eine Untersuchung des Konformationsraumes des Hsc70-Zweidomanenkonstrukts,
insbesondere flr die Identifizierung verschiedener charakteristischer Proteinkonformere mit
unterschiedlichen Morphologien der Interdoméanenkavitat wurde mit dem PTRAJ-Modul von
AMBER ein 2D-RMSD Plot auf Basis der Aminosauren der unmittelbaren Interfacekavitat
(siehe Abschnitt IV.1.2) generiert. Die Berechnung des 2D-RMSD Plots erfolgte anhand
jedes zwangzigsten Frames der Trajektorie, entsprechend einem Zeitintervall von 20 ps.
Nach vorheriger Projektion der extrahierten Proteinstrukturen auf die Startstruktur wurden die
RMSD-Werte zwischen allen Bindestellenatomen der unmittelbaren Interdoméanenkavitat der
1000 Snapshotpaare berechnet. Die Erstellung des resultierenden Diagramms erfolgte mit
Hilfe von PlotMTV.

Der 2D-RMSD Plot (siehe Abb. 56) beinhaltet RMS Abweichungen von bis zu 4,91 A. Auf
den ersten Blick sind zwei groBe Cluster zu erkennen, von denen das groRere Cluster
nahezu die gesamte zweite Simulationshalfte abdeckt. Zudem sind zwei weitere Cluster zu
Beginn der Simulation und ein Cluster zwischen den beiden Hauptclustern zu erkennen. Die
Proteinstrukturen des ersten Clusters zu Beginn der Trajektorie unterscheiden sich
erwartungsgemal’ lediglich geringfligig von der Konformation der Startstruktur, wahrend sich
die Proteinkonformere der beiden Hauptcluster jeweils deutlich von der Startstruktur unter-
scheiden, untereinander jedoch Gemeinsamkeiten teilen. Das Cluster zur Halfte der
Simulation (9600-10300 ps) &hnelt wiederum der Startstruktur und unterscheidet sich
deutlich von den beiden Hauptclustern. Fur weitere Untersuchungen wurden reprasentative

Proteinkonformere der verschiedenen Cluster und Subcluster ausgewéhlt. Nach einer
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eingehenden visuellen Inspektion der einzelnen Cluster und Subcluster des 2D-RMSD Plots
wurden die folgenden 12 Proteinkonformere ausgewahlt: Frame 400, 1200, 2200, 5000,
7400, 8000, 9300, 10000, 12900, 14600, 17000 und 19700 ps.
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Abb. 56. 2D-RMSD Plot der 20 ns Simulation der Hsc70-Enzymstruktur, berechnet fur alle Amino-
saurenatome der unmittelbaren Interdoméanenkavitat mit einem Zeitintervall von 20 ps. Jedes Quadrat
des Plots gibt Auskunft ber den RMSD-Wert zwischen zwei Snapshotpaaren, der durch einen
Farbcode am rechten Rand dargestellt wird. Die groRte Abweichung betrug 4,91 A.

Bei der visuellen Analyse der ausgewahlten Frames fiel zunéchst auf, dass die einzelnen
Sekundarstrukturelemente wahrend der Simulation auffallend stabil blieben und innerhalb
der einzelnen Cluster sehr gut liberlagerten. Die strukturellen Anderungen, die innerhalb der
einzelnen Cluster und Subcluster in morphologischen Unterschieden resultierten, sind primar
auf strukturelle Unterschiede hinsichtlich der Seitenkettenkonformationen zuriickzufuhren.
Da sich die Enzymkonformationen des ersten Clusters zu Simulationsbeginn, wie bereits
erwahnt, nur geringfugig und nicht charakteristisch von der Startkonformation unterscheiden
soll die folgende Diskussion auf die Konformationen der drei weiteren Cluster gerichtet sein.
Als representative Proteinkonformationen dieser Cluster kénnen Frame 5000 ps, 9300 ps
und 14600 ps dienen (siehe Abb.57), die mdglicherweise als Templatstrukturen fir
zukunftige Wirkstoffdesignprojekte genutzt werden kénnen.

Bei der Proteinkonformation des Frame 5000 ps ist der Kavitdtscharakter der potenziellen
Bindetasche des Interdoméneninterfaces durch die Entfernung der SBD von der NBD
nahezu vollstandig aufgehoben, wodurch dieser Proteinbereich sehr solvensexponiert ist.

Die Interdomé&nenregion liegt in Form einer vergrabenen Furche vor, die als Bindestelle fur
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andere, deutlich groRere als die in Abschnitt IV.3.2 identifizierten Ligandenklassen dienen
kann. Fur eine mogliche Steigerung der Selektivitdt von zukiinftigen Liganden hinsichtlich
dieser Zielregion steht die hintere Subtasche, die durch Leu210, Phe217 und Val219 geformt
wird, fur eine Adressierung durch hydrophobe Ligandenreste zur Verfligung.

Durch ein Herunterklappen der SBD in Richtung der NBD und durch die damit einher-
gehende Anndherung der a-Helix A an die NBD wird die Interfacekavitat der Startstruktur in
der Proteinkonformation 9300 ps wieder weitestgehend ausgebildet, und im Gegensatz zu
Frame 10000 ps wird der zentrale Kavitatsbereich und Kavitatseingang nicht durch die
Seitenketten von GIn520 und Argl71 besetzt und versperrt, sondern steht fur die Bindung
von niedermolekularen Liganden zur Verfigung. Die Konformation der Seitenkette von
GIn520 fordert in Frame 9300 ps im Vergleich zu der Startstruktur den Kavitatscharakter der
Bindestasche ohne dabei den frontalen Eingang zu versperren. Die rechte Seite der Kavitat
wird durch Interaktionen zwischen Arg171 und Glu513 sowie Glu516 stabilsiert, wahrend auf
der linken Kavitatsseite keine Interdoméneninteraktionen ausgebildet werden.

Innerhalb der Interdoméanenregion von Frame 14600 ps ist ebenso wie bei Frame 5000 ps,
aufgrund der erneuten linksseitigen Entfernung der SBD von der NBD keine Kavitat mehr
vorhanden. Ebenfalls bildet die Interdom&nenschnittstelle dieser Proteinkonformation eine
Furche aus, die jedoch im Gegensatz zu der des Frames 5000 ps deutlich vergrabener ist.
Ein weiterer Unterschied zu der 5000 ps-Konformation besteht darin, dass die Furche bei
Frame 14600 ps durch den Uber die Konformationen des vierten Clusters stabilen Kontakts
zwischen Argl71 und GIu513, der aufgrund eines Shifts der a-Helix A im Zentrum der

urspringlichen Interfacekavitat lokalisiert ist, vom Solvens abgeschirmt wird.

Die generierten und mittels 2D-RMSD Analyse identifizierten Proteinkonformere erweiterten
das Spektrum der zum Zeitpunkt der Arbeit bekannten Hsp70-Proteinkonformationen
erheblich und zeigen mdgliche Enzymkonformationen mit alternativen Morphologien des
Interdomé&neninterfaces, die als Templatstrukturen fir zukinftige strukturbasierte Wirkstoff-

designstudien dienen konnten.
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Abb. 57. Darstellung des Proteinbereichs der urspriinglichen Interdoménenkavitat drei verschiedener
Enzymkonformere zu den Zeitpunkten 5000 ps (A), 9300 ps (B) und 14600 ps (C).

IV.3.4.3.2 Molekulardynamik Simulation von HM-Hsc70

Die MD Simulation der um die C-terminalen o-Helices erweiterten Hsc70-Proteinstruktur
HM-Hsc70 lieferte weitere interessante Informationen Uber die Stabilitat einer Hsp70-
Konformation mit aneinander aggregierten Domanen und des Interdoméaneninterfaces. Im
Gegensatz zu der zuvor beschriebenen Simulation wies diese Trajektorie trotz eines im
Vergleich geringeren durchschnittlichen C,-RMSD-Werts von 3,67 +1,65A auf eine
begrenzte Stabilitdt der Proteinkonformation mit aneinander aggregierten Domé&nen sowie
des Interdoméaneninterfaces hin (siehe Abb. 58). Der RMSD-Mittelwert aller Aminosauren-
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atome der unmittelbaren Interdomanenkavitat ist mit 3,45+1,15 A ebenfalls niedriger als bei

der vorherigen MD.
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Abb. 58. Darstellung des zeitlichen Verlaufs der RMSD-Werte aller C,-Atome der HM-Hsc70-Enzym-
struktur (A) sowie aller Atome der unmittelbaren Interdomanenkavitéat (B).

Der primare Ubergeordnete Bewegungsablauf der Trajektorie bestand in einem deutlichen
Shift der SBD in entgegensetzter Richtung zur NBD. Die resultierende Entfernung der beiden
Doméanen voneinander konnte durch die aufeinander folgenden Verluste der Inter-
domanenkontakte zwischen Ala214 und Lys512, Glu218 und Arg416 sowie Glu218 und
Lys415 nicht verhindert werden, so dass es im Zeitraum von 7800-14000 ps zu einer
Trennung der beiden Doméanen voneinander kam und zu einem Verlust der Interfacekavitat
fuhrte. Dieser Bewegungsablauf kénnte mdglicherweise den Ubergang von der Protein-
konformation der Kiristallstruktur 1YUW mit aneinander aggregierten Domanen zu der
Enzymkonformation der Kristallstruktur 2KHO mit getrennten Doméanen darstellen.

Die in der zuvor beschriebenen Simulation im Vergleich zur rechten Kavitatsseite deutlich
flexiblere und instabilere linke Seite der Interfacekavitat verhielt sich bei dieser Trajektorie
interessanterweise aufgrund der wechselnden Interdoméaneninteraktionen zwischen Aspl152
und Lys524 und Argl55 und Glu523 bis zu der Trennung der beiden Doméanen stabiler als
die rechte Seite der Interfacekavitat (siehe Abb. 59). Diese im Vergleich zur vorherigen
Trajektorie kontréare Beobachtung relativierte die Beobachtungen einer vergleichsweise
flexiblen linken und rigiden rechten Kavitatsseite und zeigte die Notwendigkeit weiterer
Untersuchungen, um verbindlichere Aussagen hinsichtlich der Stabilitdt und Flexibilitat
bestimmter Hsp70-Proteinregionen formulieren zu kdnnen.

Die beobachtete Trennung der beiden Domé&nen unter Auflosung des Interdomé&nen-

interfaces erfolgte absolut unabhéngig von den Bewegungen des Linkersegments, das sich
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zu keiner Zeit in Richtung der Interdomé&nenschnittstelle bewegte und an diesem Prozess
nicht beteiligt war.

Die Beobachtung der Bewegungen der NBD ergab, dass auch innerhalb dieser Trajektorie
ein Ubergang von der ,offenen“ zu der ,geschlossenen“ NBD-Konformation stattfand. Eine
Stabilisierung der ,geschlossenen® Konformation erfolgte ebenfalls, wie in der vorherigen
Hsc70-MD Simulation, durch die Wechselwirkung zwischen Lys56 und Glu268.
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Abb. 59. Darstellung des zeitlichen Verlaufs der Abstande zwischen Asp152 und Lys524 der linken
Seite der Interdomédnenkavitat (A), zwischen Argl71 und Glu513 der rechten Kavitatsseite (B) sowie
zwischen Asp46 und Glu289 der beiden NBD-Subdoménen Ib und llb.

Die relativ geringen Zeitspannen der MD Simulationen machen eine Beobachtung groéR3erer,
ubergeordneter struktureller Anderungen, die fiir gewohnlich tber einige Mikrosekunden
dauern, nahezu unmadglich. Nichtsdestotrotz lieferte diese Trajektorie erste Hinweise Uber
einen potenziellen zeitlichen Ablauf einer Trennung der beiden aneinander aggregierten
Doméanen und zeigte moglicherweise den Ubergang zu einer Hsp70-Konformation mit

getrennten Domanen, die zum Zeitpunkt der Arbeit durch die Kristallstruktur 2KOH
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reprasentiert wurde. Beide Proteinkonformationen sind Teil des in Abschnitt IV.1.3
postulierten katalytischen Mechanismus und konnten bereits durch Kristallstrukturen
experimentell nachgewiesen werden, wodurch die Aussagekraft dieser Beobachtungen der

zugrundeliegenden MD Simulation nochmals erhéht wird.

Aufgrund der Domaéanentrennung, einhergehend mit der Auflésung des Interdoménen-
interfaces zu Beginn der zweiten Halfte der Trajektorie und der daraus resultierenden
deutlichen strukturellen Unterschiede zwischen den ab diesem Zeitpunkt resultierenden
Konformationen und den Enzymkonformationen der vorherigen MD Simulation, lassen sich
die fur die Aminosauren ermittelten strukturellen Abweichungen nur begrenzt miteinander
vergleichen. Die Bestimmung der RMSD-Werte jeder Aminosaure, gemittelt Uber die
Trajektorie erfolgte mit Hilfe des Tools Carnal des Softwarepakets AMBER. Die RMSD-
Werte aller 613 Aminosauren umfassten einen Bereich von 1,24-12,10 A (siehe
Anhang VI1.6.2) und waren damit Uberraschenderweise, trotz der durch die Domé&nen-
trennung bedingten zunehmenden Freiheitsgrade der Aminosauren der urspringlichen
Interdoméanenregion, geringer als die der vorherigen MD Simulation. Dartiber hinaus waren
jedoch auch hier die beschriebenen Tendenzen hinsichtlich einer gréReren strukturellen
Variabilitat der SBD-Aminoséauren mit einem RMSD-Mittelwert von 4,82 A gegeniiber 3,48 A
bezogen auf die Aminosauren der NBD deutlich erkennbar. Fir die Aminosauren, die in der
Kristallstruktur 1YUW sowie in der Startstruktur die unmittelbare Interdoméanenkavitat
formen, liegen die RMSD-Mittelwerte bei 4,71 A und 2,90 A bezogen auf die Aminoséduren
der SBD und der NBD (siehe Abb. 60).
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Abb. 60. Balkendiagramm der RMSD-Mittelwerte jeder Aminosaure der unmittelbaren Interdoménen-
kavitat. Darstellung der RMSD-Mittelwerte berechnet fiir alle Aminosédurenatome (blau) sowie fir die
C,-Atome (schwarz).

Ein entsprechend zu dem zuvor beschriebenen Verfahren mittels PTRAJ und PlotMTV
generierter 2D-RMSD Plot mit einer maximalen strukturellen Abweichung von 7,41 A
zwischen den einzelnen Snapshotpaaren, bezogen auf die Atome der unmittelbaren
Interdoménenkavitat, spiegelte die Zweiteilung der Trajektorie sehr gut wieder (siehe
Abb. 61). Die Abbildung unterteilt sich in einen Zeitraum, in dem das Enzym Protein-
konformationen mit aneinander aggregierten Domé&nen einnimmt, die lediglich moderate
strukturelle Abweichungen im Vergleich zur Startstruktur aufweisen sowie in ein Zeitintervall
mit im Vergleich zur Startstruktur zunehmend deutlicher abweichenden Konformeren ab dem
Beginn der Doméanentrennung. Der letztgenannte Zeitraum beinhaltet viele Cluster mit nur

wenigen Konformeren.
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Abb. 61. 2D-RMSD Plot der 15 ns Simulation der HM-Hsc70-Enzymstruktur, berechnet fur alle Amino-
saurenatome der unmittelbaren Interdomanenkavitat mit einem Zeitintervall von 20 ps. Jedes Quadrat
des Plots gibt Auskunft Uber den RMSD-Wert zwischen zwei Snapshotpaaren, der durch einen
Farbcode am rechten Rand dargestellt wird. Die gréRte Abweichung betrug 7,41 A.

Innerhalb der ersten Simulationshélfte lassen sich zwei Hauptcluster an Enzymkonfor-
mationen, zwischen denen ein drittes Cluster mit wenigen Konformeren liegt, identifizieren.
Wahrend die Proteinstrukturen dieser Cluster nicht nur untereinander, sondern auch
hinsichtlich der Startkonformation groRe Ubereinstimmungen zeigten, waren erst mit dem
Beginn der Doménentrennung ab ~8 ns erste signifikante strukturelle Differenzen zur
Konformation der Startstruktur zu erkennen.

Aufgrund der mit der Domanentrennung einhergehenden Auflésung der Interfacekavitat und
des Verlustes der Zielregion der bearbeiteten Aufgabenstellung, standen bei der Analyse der
verschiedenen Konformationscluster der Trajektorie insbesondere Proteinkonformationen
der ersten Simulationshélfte im Fokus. Nach einer detaillierten visuellen Inspektion der
einzelnen Cluster und Subcluster des 2D-RMSD Plots wurden die folgenden 8 Protein-
strukturen fiir nachfolgende Untersuchungen ausgewahlt: Frame 300, 1200, 2100, 2600,
5000, 5900, 6600 und 7500 ps.

Der Kavitatscharakter der postulierten Zielregion blieb in den untersuchten Enzymkonfor-
mationen bis zu der einsetzenden Trennung der Domanen weitestgehend erhalten. Das
temporar auftretende gleichzeitige Verluste der Interdomanenwechselwirkungen auf beiden
Seiten der Kavitat zwischen Asp152 und Lys524 und zwischen Arg171 und Glu513 oder

Glu516 nicht zwangslaufig zu einer Entfernung und Trennung der Doménen voneinander
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fuhren miussen, zeigten die Frames 2100 ps und 2600 ps zusammen mit Konformeren der
nachfolgenden Cluster, die wieder eine startstrukturahnliche Morphologie der Interfacekavitat
ausbildeten. Im Gegensatz zur Startstruktur bestand jedoch der Interdoméanenkontakt auf der
linken Kavitatsseite nicht zwischen Aspl52 und Lys524, sondern zwischen Argl55 und
Glu523.

Als mdgliche Templatstrukturen mit einer alternativen Kavitdtsmorphologie eignen sich aus
dieser Trajektorie fur zukilnftige strukturbasierte Ligandendesignstudien in erster Linie die
beiden Konformere 2100 ps und 2600 ps, bei denen keine seitlichen Interdoméanenkontakte
ausgebildet wurden, und die deshalb fur andere, deutlich volumindsere Liganden
adressierbar waren (siehe Abb. 62). Darlber hinaus lieferte die Analyse der anderen
ausgewahlten MD-Konformationen aufgrund der Abwesenheit spezifischer struktureller
Unterschiede gegenlber der Startstruktur, als auch untereinander, keine weiteren
Bindestellenkonformationen, die als charakteristisch und eigenstédndig angesehen hétten
werden kdonnen und als potenzielle Templatstrukturen fir eine Adressierung des Interfaces

sinnvoll hatten genutzt werden kénnen.
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Abb. 62. Darstellung des Enzymbereichs der unmittelbaren Interdomanenkavitat der jeweiligen
Proteinkonfomere der Frames 2100 ps (A) und 2600 ps (B).

Die Enzymkonformationen mit zunehmend voneinander getrennten Dom&nen sowie die
Proteinstruktur am Ende der Simulationszeit (siehe Abb. 63) kdnnen jedoch als Templat-
strukturen fur computerbasierte Wirkstoffdesignprojekte fir die Identifizierung von Liganden
dienen, die Bindestellen an einer der beiden Doméanen in dem jeweiligen Proteinbereich
adressieren, der an der Ausbildung des Interdomaneninterfaces beteiligt ist. Derartige

Liganden konnten, wie Dimerisierungsinhibitoren anderer Proteine, die Aggregation der
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beiden Domanen unterbinden und dadurch das Auftreten derartiger Enzymkonformationen,

die moglicherweise wichtig fur den katalytischen Mechanismus sind, verhindern.

Abb. 63. Darstellung der Proteinkonformation zum Zeitpunkt 15000 ps. A) Uberlagerung der Enzym-
struktur des Frames 15000 ps (koloriert) mit der Startstruktur als Referenz (grau). B) Darstellung des
Proteinbereichs des Interdoméaneninterfaces mit den Aminosauren der urspriinglich vorhandenen
Interdoméanenkavitat.

IV.3.4.3.3 Molekulardynamik Simulation einer Hsc70-Az-Komplexstruktur

Im Gegensatz zu den beiden zuvor beschriebenen Trajektorien unterlag die Enzymkonfor-
mation der Startstruktur wahrend der MD Simulation des Hsc70-Az-Komplexes aufgrund des
gebundenen Liganden Az nur geringfiigigen strukturellen Anderungen und blieb nahezu
unverandert, was durch RMSD-Mittelwerte von 2,53 + 1,36 A fiir alle C,-Atome des Proteins
sowie 2,46 +0,64 A fir die Atome der unmittelbaren Interdoméanenkavitét belegt wurde
(siehe Abb. 64). Der Ligand Az befand sich wahrend der gesamten Simulation im Zentrum
der Bindetasche und unterlag mit einem RMSD-Mittelwert von 1,78 +0,26 A lediglich
moderaten Anderungen.
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Abb. 64. Darstellung des zeitlichen Verlaufs der RMSD-Werte aller C,-Atome der Hsc70-Az-
Komplexstruktur (A), aller Atome der unmittelbaren Interdoménenkavitat (B) sowie aller Atome des
Liganden Az (C).

Im Verlauf dieser Simulation traten keine gréReren ibergeordneten strukturellen Anderungen
auf. Die Proteinkonformation mit aneinander aggregierten Domanen zeigte sich durchgehend
sehr stabil und es konnte weder eine Entfernung der beiden Domé&nen voneinander noch
eine Offnung der Kavitat auf einer der beiden Seiten beobachtet werden (siehe Abb. 65).
Insgesamt blieb die Morphologie der Interfacekavitdt nahezu unveréndert, unterlag nur
marginalen lokalen strukturellen Anderungen und wurde im Vergleich zu der Hsc70-
Trajektorie erheblich durch den gebundenen Liganden stabilisiert. Diese Beobachtung kann
sowohl durch die gemessenen RMSD-Mittelwerte aller C,-Atome sowie der Kavitatsatome
als auch durch den 2D-RMSD Plot (siehe Abb. 68) belegt werden.
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Abb. 65. Darstellung des zeitlichen Verlaufs der Abstdnde zwischen Aspl52 und Lys524 auf der
linken Seite der Interdomanenkavitat (A), zwischen Argl71 und Glu513 auf der rechten Kavitatsseite
(B) sowie zwischen Asp46 und Glu289 der beiden NBD-Subdoménen Ib und Ilb.

Waéhrend die rechte Seite der Interfacekavitat, wie bereits in der Hsc70-MD Simulation
beobachtet, auch in diesem Fall aufgrund der wechselnden Interaktionen des Arg171 mit den
beiden Interaktionspartnern Glu513 und Glu516 stabil blieb, wurde eine Offnung der linken
Kavitatsseite durch wechselnde Interaktionen des Liganden mit Glu516, GIn520, Glu523
sowie Lys524 verhindert (siehe Abb. 66). Im Verlauf der Simulation konnte dariiberhinaus
eine Reihe weiterer Interaktionen des Az‘ mit verschiedenen Aminosauren beider Doméanen
der unmittelbaren Interfacekavitét beobachtet werden. Die beobachteten direkten Wechsel-
wirkungen zwischen Ligand und Bindestelle kénnen hilfreiche Informationen fur zukinftige
Ligandendesignprojekte liefern, da durch die durchgefiihrte Analyse der Trajektorie
insgesamt neun Aminosauren der Interdomé&nenkavitat identifiziert werden konnten, die
bevorzugt mit einem gebunden Liganden interagierten. Als Wechselwirkungspartner
fungierten die Aminoséuren Alal48, Argl71, Asnl74, Thrl77, Phe217 der NBD sowie
Glu516, GIn520, Glu523 und Lys524 der SBD. Diese Aminosduren kénnen zukinftig als
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potenzielle Interaktionspartner gezielt berticksichtigt und adressiert werden, wie dies bereits
in Abschnitt IV.3.2.1.1 bei der Erstellung des Pharmakophormodells geschehen ist. Durch
die ausgebildeten Kontakte blieb der Ligand Az Uber die gesamte Simulationszeit im
zentralen Bereich der Bindetasche lokalisiert. Auch die Ausrichtung des Y-formigen Grund-
geriists anderte sich nur geringfiigig. Die pragnanteste Anderung der Bindungskonformation
des Az’ stellte ein Umklappen des Benzcarbamids in Richtung des benachbarten Methoxy-
rests dar, der diesen verdrangt und dessen Position sowie Orientierung einnahm (siehe
Abb. 66).
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Abb. 66. Darstellung des zeitlichen Verlaufs der Abstande zwischen den Sauerstoffatomen der beiden
Methoxygruppen des Liganden Az und Lys524 (A). Darstellung des Enzymbereichs der unmittelbaren
Interdoménenkavitdt zu Beginn (B) sowie gegen Ende der MD Simulation anhand des Protein-
konformers des Frame 9600 ps (C).

Hinsichtlich des exponierten Linkersegments des Enzyms war bei dieser Trajektorie interes-

santerweise zu beobachten, dass dieses im Gegensatz zu der Hsc70-MD Simulation Uber
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die gesamte Simulationszeit einen deutlichen Abstand zum NBD-SBD-Komplex hielt und
sich der Interdomanenschnittstelle nicht ndherte. Diese Beobachtung deutet auf einen
gewissen Zusammenhang zwischen einer Stabilisierung der Interdomanenschnittstelle und
den Bewegungen des Linkersegments hin, der mdglicherweise eines Tages experimentell
nachgewiesen und konkretisiert werden konnte. Der beobachtete Zusammenhang stimmt
zudem mit den zum Zeitpunkt der Arbeit vorhandenen Informationen der Fachliteratur
Uberein, in der auf einen Zusammenhang zwischen den Bewegungen des Linkersegments
und der Stabilitat des Interdomaneninterfaces hingewiesen wird,*94201224.231.232

Innerhalb der NBD war, wie bereits in den beiden Trajektorien zuvor, zunéchst ebenfalls ein
Ubergang der ,gedffneten” in die ,geschlossene* Konformation zu beobachten. In diesem
Fall erfolgte die Konformationsanderung jedoch unter Beteiligung des ,Gatekeepers® Tyrl5,
das den Zugang zu der Nukleotidbindetasche durch eine Konformationsédnderung der
Seitenkette Offnete. Interessanterweise konnte dartber hinaus in dieser Trajektorie, im
Gegensatz zu den vorherigen MD Simulationen, auch die entgegengesetzte Richtung, d.h.
der Ubergang der ,geschlossenen® zuriick in die ,gedffnete* Konformation der Startstruktur
beobachtet werden. Die Beobachtung zeigt, dass diese Konformationsanderung prinzipiell
nicht einseitig ablaufen muss, sondern in beide Richtungen stattfinden kann und hierfur
weder Co-Chaperone noch ein externer Stimulus in Form eines Liganden, wie z.B. eines

Nukleotids, notwendig zu sein scheinen.

Die beobachtete Stabilisierung der gesamten Proteinkonformation sowie der Interdoméanen-
kavitat durch den gebundenen Liganden Az lasst sich auch anhand der mit Hilfe des Tools
Carnal bestimmten und Uber die Trajektorie gemittelten RMSD-Werte belegen. Die RMSD-
Werte aller 554 Aminosauren umfassten einen Bereich von 0,98-11,98 A (siehe
Anhang VI.6.3). Diese Werte waren im Vergleich mit den fir die MD Simulation des
unkomplexierten Hsc70-Enzyms ermittelten Werte mit 2,50 A gegeniiber 4,81 A fir die
Aminosauren der NBD und mit 3,62 A gegeniiber 7,74 A bezogen auf die SBD-Aminosauren
deutlich geringer und ungefahr um die Halfte reduziert (siehe Abb. 67). Auch die fur die NBD-
und SBD-Aminosauren der unmittelbaren Interfacekavitat ermittelten Werte belegten mit
2,14 A zu 5,13 A und 3,18 A zu 8,54 A die insgesamt deutlich geringeren strukturellen

Abweichungen Uber den Zeitraum der Trajektorie der Hsc70-Az-Komplexstruktur.
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Abb. 67. Balkendiagramm der RMSD-Mittelwerte jeder Aminoséure der unmittelbaren Interdoméanen-
kavitat. Darstellung der RMSD-Mittelwerte berechnet fir alle Aminosédurenatome (blau) sowie fir die
C,-Atome (schwarz).

Ein Analog zu dem bereits beschriebenen Verfahren mittels PTRAJ und PlotMTV generierter
2D-RMSD Plot mit einer maximalen strukturellen Abweichung von 3,09 A zwischen den
einzelnen Strukturpaaren bezogen auf die Atome der unmittelbaren Interdomanenkavitat
zeigte sich deutlich homogener als die Plots der anderen beiden Trajektorien (siehe
Abb. 68). Auf den ersten Blick sind zwei groBe Cluster zu erkennen, deren Protein-
konformationen Uberwiegend grol3e strukturelle Gemeinsamkeiten teilen, wobei sich jedoch
auch einige Konformersubcluster deutlicher strukturell voneinander unterscheiden. Wéhrend
sich die Konformere des ersten Clusters durchgangig nur geringfligig von der Startstruktur
unterschieden, wiesen einige Konformere des zweiten Clusters in dieser Hinsicht vergleichs-
weise grofiere, jedoch auch nur moderate strukturelle Unterschiede auf. Im Anschluss an
eine eingehende visuelle Inspektion der einzelnen anhand des 2D-RMSD Plots identifizierten
Cluster und Subcluster wurden die folgenden 9 Frames fur nachfolgende Analysen
ausgewahlt: Frame 2300, 4000, 4500, 5000, 6100, 7000, 7800, 9100 und 9600 ps.
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Abb. 68. 2D-RMSD Plot der 10 ns Simulation der Hsc70-Az-Komplexstruktur, berechnet fir alle
Aminosaurenatome der unmittelbaren Interdomanenkavitat mit einem Zeitintervall von 20 ps. Jedes
Quadrat des Plots gibt Auskunft ber den RMSD-Wert zwischen zwei Snapshotpaaren, der durch
einen Farbcode am rechten Rand dargestellt wird. Die gréRte Abweichung betrug 3,09 A.

Die bereits beschriebene Stabilisierung der Interdomanenkavitdt durch den gebundenen
Liganden fiuhrte dazu, dass die bekannte Morphologie der Kavitat trotz des Verlustes des
linken Interdomanenkontakts zwischen Asp152 und Lys524, bedingt durch die ausgebildeten
Wechselwirkungen des Az' mit der a-Helix A Gber die gesamte Simulation erhalten blieb. Auf
der rechten Kavitatsseite waren uberwiegend Interaktionen zwischen Arg171 und Glu516 fur
eine Stabilisierung verantwortlich. Im Anschluss an die Analyse der Ubergeordneten, die
Gesamtstruktur betreffenden Strukurdnderungen wurden strukturelle Anderungen innerhalb
der unmittelbaren Kavitdt untersucht. Dabei war der Fokus auf die Seitenketten-
konformationen gerichtet. Auch hierbei konnten keine charakteristischen Unterschiede, die
signifikante Auswirkungen auf die Bindung eines Liganden héatten, zwischen den
verschiedenen Konformeren beobachtet werden, noch nicht einmal bei Konformerpaaren mit
einer vergleichsweise groRen, aber insgesamt gesehen moderaten, strukturellen
Abweichung in Bezug zur Startstruktur, wie z.B. die Konformere 5000 ps und 9100 ps.
Ebenfalls konnten generell keine spezifischen Strukturunterschiede zwischen den Konfor-
meren des ersten Clusters und bestimmten Konformeren des zweiten Clusters mit
vergleichsweise hohen RMSD-Werten ausgemacht werden. Die identifizierten Struktur-

unterschiede umfassten hingegen eine Vielzahl geringfiigiger Abweichungen.
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Auf der Grundlage der Informationen der drei beschriebenen MD Simulationen kann
maglicherweise eine erste Antwort auf die bis zum Zeitpunkt der Arbeit ungeklarte Frage, auf
welche Weise Liganden des Interdoméneninterfaces die Enzymfunktion inhibieren bzw.
modulieren, gegeben werden. Eine Hypothese hinsichtlich eines potenziellen Wirk-
mechanismus‘ kdnnte lauten, dass die Bindung von niedermolekularen Liganden an das
Interdoméaneninterface zu einer Stabilisierung einer Proteinkonformation mit aneinander
aggregierten Doménen, wie z.B. die Enzymkonformation der Kristallstruktur 1YUW, fihrt und
auf diese Weise Domaéanentrennungen unterbunden werden, die, wie in der Fach-
literatur'9+201:210.224231.232 qisiytiert wird, im Verlauf des katalytischen Mechanismus auftreten
(siehe Abschnitt IV.1.3). Auf diese Weise kdnnten derartige Liganden in den Katalyse-

mechanismus von Hsp70 eingreifen und maoglicherweise inhibieren.

IV.3.4.4 Zusammenfassung

Die MD Simulationen dreier verschiedener Systeme eines Hsp70-Enzyms zeigen deutlich,
dass es sich bei diesem Protein um eine biologische Zielstruktur mit einer ausgepragten
intrinsischen Flexibilitat handelt. Die untersuchten Konformationsraume umfassten zum Tell
sehr unterschiedliche und charakteristische Proteinkonformere, die sich nicht nur durch lokal
begrenzte strukturelle Anderungen, sondern auch in der Morphologie der Gesamtstruktur
voneinander unterschieden. Weiterhin wiesen die MD Simulationen darauf hin, dass Protein-
konformere mit aneinander aggregierten Domanen unter Ausbildung eines Interdomé&nen-
interfaces nicht nur unter unphysiologischen Kristallisationsbedingungen, sondern auch in
wassriger Losung zu einem gewissen Grad stabil sein kénnen und Mitglieder des
Konformationsensembles repréasentieren. Wie sich durch die Trajektorien zeigte, scheinen
die Bewegungen der SBD die treibende Kraft bei der Doméanentrennung zu sein. Die
Ergebnisse der Untersuchungen deuten darlber hinaus darauf hin, dass die Interdoméanen-
region eine potenzielle Bindestelle fir Liganden darstellen kann und aufgrund der
morphologischen Flexibilitat dieser Proteinregion prinzipiell die Bindung verschiedenster
Molekulklassen unterschiedlichsten Molekulargewichts erméglichen koénnte. Durch eine
Adressierung dieses Enzymbereichs mit niedermolekularen Liganden kdnnte die
Interdomé&nenregion deutlich stabilisiert werden und nach den im Rahmen dieser Arbeit
gewonnenn Informationen eine Trennung der beiden Domdanen erschwert oder
mdoglicherweise vollstdndig unterbunden werden. Dadurch wird insgesamt die eingangs

formulierte Hypothese der potenziellen Eignung des Interdoméaneninterfaces von Hsp70 als
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Bindestelle fur neuartige Liganden und somit als moglicher Angriffspunkt fur Inhibitoren

gestutzt.

200



V Zusammenfassung und Ausblick / Summary and Outlook

V.1 Zusammenfassung und Ausblick

Proteine sind dynamische makromolekulare Systeme, die nativ in verschiedenen Konfor-
mationen vorliegen. Besonders Proteine mit einer ausgeprégten intrinsischen Flexibilitat
stellen als biologische Zielstrukturen flr das computergestiitzte strukturbasierte Wirkstoff-
design auch heute noch eine grof3e Herausforderung dar. Die vorliegende Arbeit thematisiert
die computergestitzte ldentifizierung neuer Liganden mit inhibitorischer Aktivitat fir zwei
strukturell sehr flexible Enzyme, die bei verschiedenen Krankheiten eine pathophysio-
logische Rolle spielen. Ein Schwerpunkt lag in diesem Zusammenhang auf der Entwicklung
virtueller Screeningverfahren, die es ermdglichten, die Flexibilitat der Proteine adaquat zu

bertcksichtigen.

Der erste Teil der Arbeit beschreibt ein virtuelles Screeningverfahren fur die Identifizierung
von Liganden einer neuen, durch Molekulardynamik (MD) Simulationen generierten
Proteinkonformation der Aldose Reduktase (AR), einem Enzym, das im Zusammenhang mit
der Entstehung von Folgeerkrankungen bei Diabetes mellitus steht. Die angewandte
Vorgehensweise zeigt Mdglichkeiten auf, wie eine ausgepragte Proteinflexibilitat mit Hilfe
computerbasierter Methoden im Rahmen eines virtuellen Screenings explizit bertcksichtigt
werden kann. Die Studie war auf der einen Seite hinsichtlich methodischer Aspekte von
Interesse, da dadurch sowohl eine Beurteilung der Aussagekraft computergenerierter
Proteinkonformationen, als auch eine Uberprufung der prinzipiellen Eignung MD-generierter
Enzymkonformationen als Template fur strukturbasierten Ligandendesignstudien, erfolgen
konnte. Auf der anderen Seite war diese Studie aufgrund einer méglichen Erweiterung des
bekannten Konformationsraumes der AR auch aus strukturbiologischer Sicht von Interesse.

Bei der Suche nach geeigneten Liganden in Molekuldatenbanken kommerziell erhéltlicher
Verbindungen wurde eine protein- und eine ligandbasierte Strategie verfolgt. Im Rahmen des
proteinbasierten Ansatzes erfolgte zunachst eine vergleichende Strukturanalyse
verschiedener AR-Ligand-Komplexstrukturen, um Informationen hinsichtlich experimentell
aufgeklarter Bindemotive, Protein-Ligand-Interaktionen sowie bestehender struktureller
Differenzen zwischen der MD-Konformation und anderen Bindetaschenkonformationen der
AR zu sammeln. AnschlieBend wurde die Bindetasche der MD-generierten Proteinstruktur
hinsichtlich glnstiger Interaktionspunkte analysiert, um aus den Erkenntnissen Pharmako-

phormodelle als Filter fir die nachfolgenden virtuellen Datenbanksuchen zu entwickeln.
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Als Ergdnzung zum proteinbasierten Ansatz wurde eine ligandbasierte Strategie fur die
Identifizierung potenzieller Kandidatenmolekile verfolgt. Dabei diente ein bekannter AR-
Inhibitor als Templatstruktur, bei dem aufgrund zuvor durchgefiihrter Dockingexperimente die
begriindete Annahme bestand, dass dieser die Bindetaschenform der MD-Proteinkonfor-
mation stabilisieren kénnte. Hierbei wurde zunéchst eine Molekildatenbank aus kommerziell
erhaltlichen Verbindungen, die alle Uber eine bestimmte Substruktur als Ankergruppe
verfugten, aufgebaut und anschlieBend durch Berechnung molekularer Ahnlichkeiten zu der
Templatstruktur auf mogliche Kandidatenmolekiile durchsucht.

Die virtuell identifizierten Molekile der beiden Anséatze wurden im Anschluss mit Hilfe von
Dockingsimulationen in die Bindetasche der MD-generierten Proteinkonformation gedockt
und die berechneten Bindeposen mit einem Re- und Consensus-Scoringverfahren bewertet.
Im nachsten Schritt erfolgte eine Untersuchung der Selektivitat der Kandidatenmolekiile
anhand eines Cross-Dockingexperiments an verschiedenen Bindetaschenkonformationen
der AR. Auf der Grundlage aller durch das virtuelle Screeningverfahren gesammelten
Informationen wurde eine finale Molekilauswahl getroffen und sechs kommerziell verfiigbare
Molektle fir experimentelle Untersuchungen bezogen. Die experimentelle Bestimmung der
Enzyminhibition wurde dabei von Kooperationspartnern mit Hilfe eines in vitro Assays
untersucht. Aufgrund einer unzureichenden Léslichkeit von vier Substanzen unter den
Assaybedingungen konnte lediglich das Inhibitionspotenzial von zwei Verbindungen
untersucht werden. Eine der Verbindungen zeigte bemerkenswerterweise eine inhibitorische
Aktivitdt im einstelligen mikromolaren Bereich. Eine finale Beurteilung, ob die Zielsetzung
dieser Studie, eine neue computergenerierte Bindetaschenkonformation der AR experi-
mentell zuganglich zu machen, durch die vorgeschlagenen Verbindungen erfillt werden
konnte, konnte zum Zeitpunkt der Anfertigung der Dissertation aufgrund ausstehender
Kristallstrukturen der jeweiligen AR-Ligand-Komplexe nicht erfolgen und bleibt das Ziel
zukunftiger Arbeiten.

Die Studie zeigte jedoch deutlich, dass nicht nur experimentell aufgeklarte Proteinstrukturen
sondern auch die Nutzung von mit Hilfe computerbasierter Verfahren, wie z.B. mittels MD
Simulationen, berechneter Proteinkonformationen als Templatstrukturen fir die Identifi-
zierung neuer Liganden hilfreich sein kann und daher deren Verwendung fir diese

Zielsetzung ihre Berechtigung hat.

Der zweite Teil der Arbeit handelt von der computergestitzten Identifizierung nieder-
molekularer Liganden einer neuen potenziellen Bindestelle der biologischen Zielstruktur
Hitzeschockprotein 70 (Hsp70), als eine neuartige Klasse von Hsp70-Inhibitoren. Hsp70

spielt eine pathophysiologische Rolle bei verschiedenen Krebserkrankungen sowie diversen
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weiteren Erkrankungen, wie z.B. neurodegenerativen Erkrankungen und Infektions-
krankheiten. Bei der neuen potenziellen Bindestelle, die im Rahmen der vorliegenden Arbeit
naher untersucht wurde, handelte es sich um das Interdoméaneninterface, der Schnittstelle
zwischen der Nukleotid- und Substratbindedoméne von Hsp70.

Zum Zeitpunkt der Arbeit waren keine Liganden dieser Proteinregion in der Literatur
beschrieben, weshalb es zunachst galt, die Hypothese der Adressierbarkeit dieser Zielregion
durch niedermolekulare Liganden zu verifizieren. Hierfir wurde ein virtuelles Screening
durchgefuhrt, bei dem protein- sowie ligandbasierte Suchstrategien zum Einsatz kamen. Im
Rahmen des proteinbasierten Ansatzes erfolgte zunéchst eine Analyse der Hsp70 Tertiar-
struktur auf potenziell vorhandene Ligandenbindestellen. Im Anschluss wurde das
Interdoméaneninterface auf glnstige Interaktionspunkte fiir bestimmte Atomtypen und
funktionelle Gruppen zukiinftiger Liganden untersucht. Basierend auf diesen Informationen
wurde ein Pharmakophormodell als Filter fur nachfolgende virtuelle Datenbanksuchen
entwickelt.

Bei dem ligandbasierten Ansatz fungierte der bekannte Hsp70-Ligand Apoptozol als
Templatstruktur fir die virtuelle Datenbanksuche, da die Ergebnisse eines vorab durchge-
fuhrten Cross-Dockingexperiments deutlich auf eine Bindung des Molekils an das
Interdoméneninterface hinwiesen. Diese Dockingstudie lieferte erste wertvolle Hinweise
hinsichtlich der Bindestelle und potenzieller Bindemodi des Molekiils an Hsp70.

Im Anschluss an die virtuellen Datenbanksuchen wurden die identifizierten Kandidaten-
molekile hinsichtlich mdglicher Bindemodi und Bindungsaffinitaten mittels Docking-
simulationen in Verbindung mit einem Re- und Consensus-Scoringverfahren untersucht.
AbschlieRend wurden neun ausgewahlte Kandidatenmolekiile von kommerziellen Anbietern
bezogen und mit Hilfe von in vitro Assays von Kooperationspartnern innerhalb der Klinischen
Forschergruppe 216 auf ihre zytotoxische Aktivitdit gegeniber Multiplen Myelomzellen
untersucht. Dabei konnte fur funf der neun getesteten Verbindungen bereits bei
Konzentrationen im ein- bzw. zweistelligen mikromolaren Bereich eine Aktivitat gemessen
werden, was einer formalen Trefferquote von 56% entspricht. Weiterhin wurde und wird in
Folgearbeiten von Kooperationspartnern versucht, eine Bindung der ausgewahlten
Kandidatenmolekile an Hsp70 naher zu charakterisieren und sowohl am separierten Protein,
als auch in der Targetzelle nachzuweisen.

Dariber hinaus wurde zusatzlich ein fragmentbasierter Ansatz, basierend auf einer
bestimmten Substruktur, die als eine Art Ankergruppe fungieren sollte, verfolgt. Dabei diente
bei der virtuellen Suche in Moleklldatenbanken kommerzieller Anbieter ein Molekulfragment
als Suchanfrage. Aus dem identifizierten Molekiilsatz wurden Verbindungen unterschied-

lichster struktureller Klassen fur nachfolgende Dockingexperimente ausgewdahlt. Die
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berechneten Bindeposen wurden einem Re-Scoringverfahren fir eine zuséatzliche
Abschéatzung der Bindungsaffinitat unterzogen. SchlieBlich wurden die funf vielver-
sprechendsten Verbindungen fur nachfolgende experimentelle Untersuchungen kommerziell
bezogen. Die Ergebnisse der nachfolgenden rontgenkristallographischen Aufklarung der
Protein-Ligand-Komplexe lagen bei der Anfertigung der vorliegenden Dissertation noch nicht
abschlie3end vor und sind Bestandteil aktueller Forschungarbeiten.

Mit den durchgefiihrten virtuellen Screeningverfahren konnten erstmals potenzielle Liganden
des Hsp70-Interdoméneninterfaces als eine neuartige Klasse von Hsp70-Inhibitoren
identifiziert werden. Weiterhin kdnnen die identifizierten, zytotoxisch aktiven Verbindungen
als Leitstrukturen zuklnftiger Inhibitordesignstudien dienen, mit dem Ziel sowohl die
Zytotoxizitat dieser Molekile zu optimieren, als auch Struktur-Wirkungsbeziehungen fiir die
Entwicklung von Inhibitoren mit verbesserten biologischen Aktivitatsprofilen abzuleiten.

Ein weiterer Schwerpunkt der Arbeit lag auf der computerbasierten Charakterisierung der
Proteinflexibilitét von Hsp70 mit Hilfe von MD Simulationen. In diesem Zusammenhang
erfolgte eine Untersuchung intrinsischer Proteinbewegungen sowie des Konformations-
raumes anhand von verschiedenen Hsp70-Enzymstrukturen. Die durchgefiihrten MD
Simulationen waren zum Zeitpunkt der Arbeit die ersten Untersuchungen dieser Art, die nicht
nur an einer einzelnen Doméne, sondern an ganzen Zweidomé&nenstrukturen von Hsp70
erfolgten. Die generierten Trajektorien bestéatigten die tUberdurchschnittlich hohe Flexibilitat
der Zielstruktur Hsp70. Die im Rahmen der Studie identifizierten, zum Zeitpunkt der Arbeit
noch nicht beschriebenen Proteinkonformere erweiterten das Spektrum der bekannten
Hsp70-Proteinkonformationen erheblich und lieferten mdgliche Enzymkonformationen, die
als Templatstrukturen fir zukinftige strukturbasierte Wirkstoffdesignstudien dienen kénnen.
Darliber hinaus stitzten die Beobachtungen die Hypothese der prinzipiellen Eignung des
Interdoméneninterfaces von Hsp70 als eine Bindestelle fiir neue Inhibitoren. Auf der
Grundlage der gewonnenen Informationen war es weiterhin moglich, eine erste Hypothese
hinsichtlich eines potenziellen inhibitorischen Wirkmechanismus der Liganden des
Interdoméneninterfaces zu formulieren.

AbschlieBend lasst sich festhalten, dass durch die vorliegende Arbeit viele neue
strukturbiologische Erkenntnisse Uber Hsp70 gewonnen wurden. Dennoch besteht weiterer
Forschungsbedarf, um die Strukturbiologie von Hsp70 umfassend aufzuklaren. Mdglicher-
weise kdnnen in zukinftigen Studien Enzymstrukturen aufgeklart werden, die die Existenz

der in silico erzeugten und in der Arbeit beschriebenen Proteinkonformere bestatigen.
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V.2 Summary and Outlook

Proteins are dynamic macromolecular systems, natively existing in different conformations.
Particularly proteins with a marked intrinsic flexibility serving as biological targets issue a
challenge to computational structure-based drug design even today. This thesis addresses
the computer-aided identification of new inhibitors of two structurally highly flexible enzymes
which are playing a pathophysiological role in different diseases. Thus, the focus was on the

development of virtual screenings that enable considering the protein flexibility adequately.

The first part of this thesis describes a virtual screening aiming to identify ligands of a new
protein conformation of aldose reductase (AR) that was generated by molecular dynamics
(MD) simulations. AR is an enzyme that is related to secondary diseases of diabetes
mellitus. The conducted strategy reveals possibilities how pronounced protein flexibility can
explicitly be considered by computer-based methods within the scope of a virtual screening.
On the one hand, the study was of special interest because of methodical aspects as both an
assessment of the significance of computer-generated protein conformations and an
examination of the suitability of MD-generated enzyme conformations as templates for
structure-based ligand design studies could be made. On the other hand, the study was of
interest with regard to structural biology due to a possible expansion of the known
conformational space of the enzyme.

The identification of suitable ligands out of a database of commercially available compounds
was performed with the help of a protein-based as well as a ligand-based approach. During
the protein-based approach a comparative structural analysis of different AR-ligand
complexes was first done to collect information about experimentally elucidated binding
motives, protein-ligand interactions and existing structural differences between the MD-
conformation and other existing AR-binding pocket conformations. Afterwards, the binding
pocket of the MD-generated protein structure was analysed with regard to favoured
interaction sites. These findings served as basis for the development of pharmacophore
models serving as a filter in subsequent in silico database screenings.

In addition to the protein-based approach a ligand-based strategy was followed to identify
potential candidate molecules. A well-known inhibitor of AR served as template structure.
Based on previously conducted docking experiments one may assume that this compound
might be able to stabilise the binding pocket of the MD-conformation. Consequently, a
database of commercially available compounds all containing a certain substructure as
anchor group was generated and feasible candidate molecules were searched via calculation

of molecular similarities between database molecules and the template structure.
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All identified compounds were subsequently docked into the binding pocket of the MD-
generated protein conformation and predicted binding poses were assessed by a re- and
consensus scoring procedure. In the next step selectivity investigations at different AR
binding pocket conformations were performed on the basis of a cross-docking experiment. In
accordance with all information received during the virtual screening process a final
compound selection was made and six commercially available molecules were ordered for
further experimental analyses. These experiments were performed by cooperation partners
using a well established in vitro assay. As a result of an insufficient solubility of four
compounds under the assay conditions, the inhibitory potency of only two molecules could
be determined. Remarkably, one compound showed an inhibitory activity at a one-digit
micromolar concentration. However, as crystal structures of the particular AR-ligand
complexes were pending at the time of preparing the thesis, it was not possible to finally
conclude whether the purpose of this study to make a new computationally generated
binding pocket conformation of AR experimentally accessible could be achieved. This task
remains the aim of future projects.

The study clearly demonstrated that not only the use of experimentally elucidated protein
structures as template structures can be useful for the identification of new ligands but also

the use of structures generated by computer-based procedures like MD simulations.

The second part of this thesis is about the computer-aided identification of small ligands of a
new potential binding site of the biological target heat shock protein 70 (Hsp70), as a novel
Hsp70 inhibitor class. Hsp70 plays a pathophysiological role in different cancer diseases and
other diseases such as neuro-degenerative disorders and infectious diseases. The
interdomain interface between the nucleotide and the substrate binding domain of Hsp70
represents the new potential binding site and was comprehensively investigated as part of
the present thesis. At the time of the study no ligand of this protein region was described in
the literature. Thus, the hypothesis whether the target site represents an addressable binding
site was needed to be proven by small ligands. For this purpose a virtual screening was
conducted by using both protein- and ligand-based search strategies. During the protein-
based approach, the tertiary structure of Hsp70 was analysed with regard to potentially
existing ligand binding sites. Subsequently, the interdomain interface was scanned to identify
favourable interaction sites of specific atom types and functional groups of future ligands.
Based on the gathered information a pharmacophore model was developed, serving as a
guery in following in silico database screenings. The known Hsp70 ligand Apoptozol was of
use as template structure for virtual database screenings as results of a previously

performed cross-docking experiment indicated that the molecule binds to the interdomain
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interface. The study provided initial valuable hints about the binding site and potential binding
modes of the molecule at Hsp70.

After database screenings the identified candidate molecules were tested with regard to their
possible binding modes and binding affinities by docking simulations combined with a re- and
a consensus scoring procedure. Finally, nine selected compounds were purchased from
commercial suppliers and their cytotoxic activity towards multiple myeloma cells was tested
in an in vitro assay by cooperation partners of the clinical research group 216. Thereby, five
out of nine tested compounds showed a cytotxic activity at one- to two-digit micromolar
concentrations, resulting in a formal hit rate of 56%. Ongoing research projects are being
made to further characterise the binding of the chosen molecules to Hsp70 and to verify the
binding to both the isolated protein and the protein inside the target cells.

Furthermore, a fragment-based approach was followed based on a specific substructure that
might be serving as an anchor group for a targeted binding to the interdomain interface. A
molecular fragment served as query during the virtual search in several compound
databases of commercial suppliers. Out of the resulting molecule collection, only members of
different, most diverse structural classes were chosen for subsequent docking experiments.
As a next step, the calculated binding poses were submitted to a re-scoring procedure to
verify the particular binding affinities. Finally, the five most promising compounds were
purchased for further experimental analyses. The results of the X-ray crystallography to
determine the respective protein-ligand complexes were not finally available at the time of
preparing the present thesis and related experiments are still the subject of current research
work.

With the performed virtual screenings it was possible for the first time to identify potential
ligands of the Hsp70 interdomain interfaces as a novel class of Hsp70 inhibitors. Further on,
the identified, cytotoxic active compounds might serve as lead structures in future inhibitor
design studies that aim to optimise the cytoxicity of these molecules as well as to deduce
structure-activity relationships from ligand series for the development of inhibitors that have
more favourable biological activity profiles.

Another emphasis of the thesis was on the computer-based characterisation of the protein
flexibility of Hsp70 with the help of MD simulations. In this context an analysis of intrinsic
protein dynamics together with the conformational space was done on the basis of different
Hsp70 enzyme structures. At the time of the work, the conducted MD simulations were the
first of this type which addressed Hsp70 two-domain-structures instead of structures of
separated protein domains. Thus, this thesis provided initial insights into potential intrinsic
protein movements. The evaluation of the generated trajectories confirmed the high flexibility

of Hsp70. Thereby, at the time of the study so far unknown protein conformations could be
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identified that considerably expanded the spectrum of known Hsp70 protein conformations
and proposed possible enzyme conformations that might be used as template structures for
future structure-based drug design studies. Furthermore, the observations supported the
hypothesis that the Hsp70 interdomain interface may principally be suitable as a binding site
for new inhibitors. In the light of all this information, it was possible to postulate a first
hypothesis about a potential mechanism of action of an enzyme inhibition by ligands of the
interdomain interface.

In summary, the present thesis revealed various aspects with regard to the structural
biological elucidation of Hsp70. Nevertheless, structural analyses of Hsp70 will be ongoing in
the future. It might be possible that in future studies enzyme structures will be identified that
confirm the existence of the in silico generated protein conformers, described in the present

thesis.
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VI Anhang

VI.1 Selektivitatsrangliste

Die Tabelle gibt einen Uberblick iiber die Ergebnisse des in Abschnitt I11.4.4 beschriebenen Cross-
Dockingexperiments der fur die bis zu diesem Filterschritt verbliebenen 70 Kandidatenmolekile des
virtuellen Screenings. Dargestellt sind jeweils die berechneten Bindungsenthalpien (AG) hinsichtlich
der MD-Konformation (MD-Konf.) sowie fur einen Vergleich die berechneten Bindungsenthalpien
hinsichtlich der drei Haupt-Bindetaschenkonformationen der AR (1AHO, 1AH3, 1US0). Von den
Kandidatenmolekillen zeigten 21 Molekile Affinitatsvorteile zugunsten der MD-Konformation
gegeniber allen drei anderen bekannten Bindetaschenformen, 24 Verbindungen gegenuber zwei der
drei Bindetaschenkonformationen, 14 Molekile nur gegeniber einer anderen Bindetaschenform und
11 Verbindungen keinen Affinitatsvorteil zugunsten der MD-Konformation. Diese Reihenfolge
entspricht auch der Sortierung der Liganden unter Beriicksichtigung der jeweiligen Bindungsenthalpie
des Liganden hinsichtlich der MD-Konformation. Die Bezeichnung ARL-1 bis 12 kennzeichnet die 12
Kandidatenmolekiile, die schlieRlich fir die experimentellen Untersuchungen ausgewahlt wurden.

Ligand AG MD-Konf. AG 1AHO AG 1AH3 AG 1USO
[kca/mol] [kca/mol] [kca/mol] [kca/mol]
1 -11,26 -9,33 -8,94 -8,99
2 (ARL-1) -11,11 -8,95 -9,20 9,22
3 (ARL-4) -10,88 -9,38 -9,74 -9,31
4 -10,88 -10,18 -9,74 -7,57
5 (ARL-10) -10,68 -10,44 -9,39 -9,56
6 -10,58 -10,13 -10,18 -10,25
7 -10,58 -9,29 -9,47 -8,33
8 -10,44 -9,30 -9,58 -8,57
9 -10,37 -9,79 -7,58 -9,04
10 -10,19 -8,90 -9,35 -9,06
11 -9,70 -9,26 -9,29 -8,63
12 (ARL-2) -9,67 -8,78 -8,71 -8,52
13 -9,64 -9,60 -8,97 -9,57
14 -9,28 -8,92 -8,03 -8,07
15 -9,16 -8,65 -8,23 -8,89
16 -9,11 -8,85 -8,57 -7,97
17 -9,09 -8,99 -7,93 -8,86
18 (ARL-8) -9,00 -8,29 -8,40 -8,23
19 -8,96 -8,74 -7,98 -7,87
20 -8,71 -8,48 -8,21 -7,56
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21 (ARL-11) -8,63 -8,57 -8,09 -8,01

22 -11,56 9,21 -9,16 -12,19
23 (ARL-6) -11,10 -10,11 -9,94 -11,67
24 -11,08 -8,89 -9,39 -11,35
25 (ARL-5) -10,90 -8,98 -8,90 -11,72
26 -10,70 -10,66 -9,87 -11,46
27 -10,53 -10,48 -10,44 -11,20
28 -9,57 -9,57 -8,35 -9,36
29 -9,50 -9,36 -9,44 -10,35
30 -9,49 -9,37 -9,40 -10,22
31 -9,43 -8,64 7,84 -10,27
32 -9,43 -8,63 -9,47 -7,36
33 (ARL-9) -9,42 -7,99 -7,82 -9,62
34 9,14 -9,44 -8,32 -8,65
35 -9,06 -8,42 -8,49 -10,06
36 -9,03 -7,95 -8,36 -9,94
37 -9,00 -9,27 -8,90 -8,52
38 (ARL-3) -8,95 -8,24 -9,21 -8,00
39 -8,94 -9,66 -8,48 -8,63
40 (ARL-12) -8,92 -8,99 -8,10 -7,82
41 -8,86 -8,44 -8,28 -10,02
42 -8,73 -8,02 7,26 -9,69
43 (ARL-7) -8,51 -8,01 7,75 -9,75
44 -8,40 -7,63 -7,92 -8,64
45 -8,26 -8,20 7,77 -9,37
46 -9,77 -10,26 -9,47 -10,36
47 9,71 -10,13 -8,54 -10,00
48 -9,67 -9,68 -10,29 -7,50
49 -9,38 -9,38 -8,55 -9,73
50 -9,31 -9,40 -9,39 -8,81
51 -9,14 -9,64 -9,53 -7,86
52 -8,67 8,77 -8,49 9,71
53 -8,16 -8,90 -7,38 -9,35
54 -8,10 -8,57 -7,70 -8,97
55 -8,10 8,17 7,57 -9,15
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56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70

-7,99
-7,53
7,48
-6,69
-8,29
-8,27
-7,69
-7,57
-7,55
-7,36
7,19
-7,00
-6,69
-6,46
-6,35

-7,90
-7,38
-7,63
-6,67
-9,16
-9,21
-8,80
-9,16
-8,74
7,44
-7,56
7,42
-6,93
-7,40
-7,37

-8,67
-7,97
-7,24
-7,21
-8,64
-9,83
-8,03
-8,59
-7,90
-7,46
-7,80
-7,84
-7,35
-7,05
-7,36

-10,21
-9,32
-8,94
-8,38
-9,18

-10,31
-9,42
-8,11
-9,65
-7,55
-9,15
-8,89
-8,43
-7,52
-7,85
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V1.2 Multisequenzanalyse

Darstellung des Sequenzvergleichs der zum Zeitpunkt der Arbeit bekannten acht humanen Hsp70-
Isoformen erweitert um die Enzyme bHsc70 und DnaK. Sequenzabschnitte mit einer vollstandigen
Homologie werden durch schwarze Felder reprasentiert, wahrend graue Felder Unterschiede in
funktionell konservierten Aminosauren darstellen und weif3e Felder Unterschiede zwischen funktionell
nicht konservierten Aminoséuren reprasentieren.
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hHsp70-1la
hHsp70-1b
hHsp70-1t
hHsc70
bHsc70
hHep70-2
hHsp70-6
hH=sp70-5
hH=spT70-9
DnaK

hHspT70-1a
hHsp70-1b
hH=spT70-1t
hH=2c70
bHsc70
hHsp70-2
hH=spT70-6
hH=sp70-5
hH=spT70-9
DnakK

hHspT70-1a
hHsp70-1b
hHep70-1t
hHsc70
bHsc70
hHsp70-2
hH=p70-6
hH=spT70-5
hHep70-9
DnakK

hH=sp70-1la
hH=sp70-1b
hHsp70-1t
hHscT70
bH=c70
hHspT70-2
hH=p70-6
hH=spT70-5
hHsp70-9
DnaK

hHspT70-1la
hHep70-1b
hHsp70-1t
hHsc70
bH=c70
hH=sp70-2
hHsp70-6
hHep70-5
hHsp70-9
DnakK

hH=spT70-1a
hHep70-1b
hHep70-1t
hH=c70
bHscT70
hH=sp70-2
hHep70-6
hHsp70-5
hHep70-9
DnakK

GTTYSCVGVFQHGKVEIIhNDQGNRTTPSYVAFT-DTERLIGDAAKNQVAHNPQNTVFDA
GTTYSCVGVFQHGEKVEIIANDQGNRTTPSYVAFT DTERLIGDAAKNQVAHNPW
DTERLIGDAAKNQVALINP

ETKWFEPEEIS
ERKyWFYPEEISSMVLEKMKE

PRI A EAYLGHPVTNAVITVPAYFNDSQRQATEDAGIAGLNVLRIINEPTAAAIAYGLD|IENG
SRR A EARL G PVTNAVITVPAYFNDSQRQATKDAGIAGLNVLRIINEPTAAAIAYGLDK{EG
ST L EA Y LGSV TNAVTVPAYFNDSQRQATKDAGIAGLNVLRIINEPTAAAIAYGLDE) S
130 I-EAYLGKTVTNAV“TVPAYFNDSQRQATKDAGTIAGLNVLRIINEPTAAEIAYGLDKK-
131 hEAYLGVAVITVPJ\YFNDSQRQATKDAGIGLNVLRI INEPTAAAIAYGLDK

G

P A EAY LG PVTNAVITVPAYFNDSQRQATEKDAG IAGLNVLRIINEPTAAAIAYGLDRTi

PR A EAYLG PV AVITVPAYFNDSQROQATKDAGI\IAGLNVLRIINEPTAAAIAYGLD)#
156 T‘EAYLGKKVTHAVETVP&YFNDBQRQhTKDAGTIRGLNVERIINEPTAAAIAYGLDKRE
177 TE®S YLGNAVITVPAYFNDSQRQATKDAGIEGLNVLREINEPTAAARYGLDK --
F- R A B Y LGIYPVTIHAVITVPAY FNDE\QRQATKDAGIIIAGLIYVISRIINEPTAAAMAYGLDK R

P R {GERNVLIFDLGGGTFDVSILTIDDGEREERII FEVKATAGDTHLGGEDFDNRLVNEFVE
P LR {GERNVLIFDLGGGTFDVSILTIDDGEEEEI FEVKATAGD THLGGEDFDNRLVNEFVE

-3 )G EREIVLIFDLGGGTFDVSILTIDDGEEENT FEVKATAGD THLGGEDFDNRLVEJHFVE
R A \ERNVLIFDLGGGTFDVSILTIHDGEEEI FEVKETAGD THLGGED FDNRUVNHF ¥\
PR A \ERNVLIFDLGGGTFDVSILTINDGEERERII FEVEETAGDTHLGGED FDNRIUVNHFESY
191 CAGGEENVLIFDLGGGTFDVSILTIEDG----IFEVKSTAGDTHLGGEDFDNR~VEHLA
A Y \GERNVLIFDLGGGTFDVSLE I DE\GEEER FEVKATAGD THLGGEDFDNRLVNHF

RN G EfANF| L{GF DLGGG T FDVS|ALT I D) GEEERY F E VifjA TR|GD TH LGG ED FDPRFIHIHFifd
235 --SEDKVIAVYpINdcleh @I ERRAEMOKE - - - - ViRAFIS pyN{eh Iy FiAeled ol del0 AFAL REIGR
185 --TENETIAVYDLGGGTFDISIIEIDEVDGEKTFEVL'TlGDTHLGGEDFDSRLINYLVE

EFERKHEEKDISPNEKRAVRRLRTACERAKRTLSSSTQASIWMEIDSLIJEGIGEREID FYTSITR)
EFERKHEEKDISWPNERAVRRLRTACERAKRTLSSSTQASIMEIDSLIJEGIGERID FYTSITR
IFEIDSLYEGIEGERRIDFYTSITR
EFKERKHKKDIS|IHNKRAVRRLRTACERAKRTLSSSTQASIEIDSLYEGIGERIDFYTSITR)
EFERKHEEKDISIHNKRAVRRLRTACERAKRTLSSSTQASIEIDSLYEGIGEEREIDFYTSITR)
BRI D FYTSITR)

RA[RRLRTACERAKRTLSSSTQANAEIDSLFEC LD FYTSI TR

EEQARIEIESEYEGE----DFSETLTR
S
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hH=p70-1la
hH=sp70-1b
hHep70-1t
hHsc70
bH=c70
hHspT70-2
hH=p70-6
hH=spT70-5
hH=p70-9
DnaK

hHsp70-1a
hHep70-1b
hHsp70-1t
hHsc70
bH=sc70
hHspT70-2
hH=spT70-6
hH=2p70-5
hHsp70-9
DnaK

hHspT70-1a
hH=p70-1b
hHsp70-1t
hH=c70
bHsc70
hH=sp70-2
hH=spT70-6
hHsp70-5
hHep70-9
DnakK

hH=p70-1la
hHsp70-1b
hHep70-1t
hH=c70
bH=c70
hHspT70-2
hH=2p70-6
hHsp70-5
hHep70-9
DnakK

hH=p70-1la
hHep70-1b
hHspT70-1t
hHsc70
bH=c70
hHspT70-2
hHsp70-6
hHep70-5
hHsp70-9
DnakK

hHspT70-1la
hHep70-1b
hHsp70-1t
hH=c70
bHsc70
hH=p70-2
hHsp70-6
hHsp70-5
hH=sp70-9
DnakK

ARFEEL[SDLFRE TLEPVEKALRDAKLDEMO IHDMVLVGGSTRIPEVQELLQDFFNGIVL
ARFEELSSDLFREI TLEPVEKALRDAKLDERW O IHDVLVGGSTRIPEVQELLQDFFNG3VL
ARFEEL\DLFRETLEPVEKALRDAK[IDKINJIHDIVLVGGSTRI PKVQEILLQDFFNGLIL
ARFEELRFIDLFRETLINPVEKALRDAKLDEKSQIHDIVLVGGSTRIPEMOKLLODFFNGEKEL
ARFEELINFADLFRETLINPVEKALRDAKLDKESQIHDIVLVGGSTRIPEKMOKLLODFFNGKEL
ARFEELNADLFRGTLEPVEKALRDAKLDKGQIEEIVLVGGSTRIPK QKLLQDFFNGKEL

M OIFYE V S|€:IDkG EV T)Aele My Ml 3qHel0 TV LG - RAP
AVEAEEILAS D LA E PIA:AFUA LoD Alel LG S)v I DVAIL V GG[WT RIY PITV QK4S F FleBIK E) 2

NKSINPDEAVAYGLAVQAAILHGDYSENVQDLLLLDV'PLSLGLETAGGVMTALIKRNST
NKSINPDEAVAYGAAVQAAILHGDKSENVQDLLLLDV'PLSLGLETAGGVMTALIKRNST

DESTGEENKITITNDEGRLSE

&

EBIERMVQEAEEYKAEDEAQ RIAVERIK
IDANGILNVTAADKSTGKENKITITNDKGRLSKDDIERHVQEAE YKEEDELY RDRV'
IDANGILEVTAWDES TGKRANKITI TNDKGRLSKEEERMVEIEAE
IDENGILRVT&EDKGTG KITITNDQNRLEEEEIERHVNDAEKFAEEDKKLKERIDTR

MVKNAEKY'EEDRRKKERVEEV

SY|
EILE| jIJHVIAGSLQE -
EINFEAY SLIgNQ I G)YK
AIMGIIHDTETEMJE - - -FKDQLPADEC

QGDHLLHSTREQ[IE - - - AGD[{LPADRJATARESALTALETAMKGEDK - - - AA IFARMQE

rYeGMP GeMP[ej- - - -GFPGGGAPFPS
KMPEGMPGGFPGGGAPFS

1A SOKLMEIAQPIOHAQQQTAGADASANNAKDDDVVDAEFEEVKDKK - - - -
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VI.3 Ubersicht tiber in der PDB publizierte Hsp70-Tertiarstrukturen

Ubersicht (iber experimentell aufgeklarte Tertiarstrukturen verschiedener Hsp70-Isoformen der
Organismen Homo sapiens, Escherichia coli, Caenorhabditis elegans und Rattus norvegicus (Stand
November 2008).

PDB-Code Domaéanen Isoform Aminosauren  Organismus
1HJO NBD Hsp70-1 380 Homo sapiens
1S3X NBD Hsp70-1 382 Homo sapiens
1XQS NBD HspBP1 190 Homo sapiens
2E88 NBD Hsp70-1 391 Homo sapiens
2E8A NBD Hsp70-1 391 Homo sapiens
3D2E NBD Hsp70-1 382 Homo sapiens
3D2F NBD Hsp70-1 382 Homo sapiens
1ATR NBD Hsc70 386 Bos taurus
1ATS NBD Hsc70 386 Bos taurus
1BAO NBD Hsc70 386 Bos taurus
1BA1 NBD Hsc70 386 Bos taurus
1BUP NBD Hsc70 386 Bos taurus
1HPM NBD Hsc70 386 Bos taurus
1HX1 NBD Hsc70 378 Bos taurus
1KAX NBD Hsc70 380 Bos taurus
1KAY NBD Hsc70 380 Bos taurus
1KAZ NBD Hsc70 380 Bos taurus
INGA NBD Hsc70 386 Bos taurus
INGB NBD Hsc70 386 Bos taurus
INGC NBD Hsc70 386 Bos taurus
INGD NBD Hsc70 386 Bos taurus
INGE NBD Hsc70 386 Bos taurus
INGF NBD Hsc70 386 Bos taurus
INGG NBD Hsc70 386 Bos taurus
INGH NBD Hsc70 386 Bos taurus
INGI NBD Hsc70 386 Bos taurus
1Q0M NBD Hsc70 375 Bos taurus
1QQON NBD Hsc70 375 Bos taurus
1Q0Q0 NBD Hsc70 375 Bos taurus
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1YUW NBD, SBD Hsc70 554 Bos taurus

2BUP NBD Hsc70 380 Bos taurus
3HSC NBD Hsc70 386 Bos taurus
1BPR SBD DnaK 172 E. coli
1DG4 SBD DnaK 114 E. coli
1DKG NBD DnaK 383 E. coli
1DKX SBD DnaK 218 E. coli
1DKY SBD DnaK 218 E. coli
1DKZ SBD DnaK 218 E. coli
1Q5L SBD DnaK 116 E. coli
1U00 SBD HscA 155 E. coli
2BPR SBD DnaK 172 E. coli
2P32 SBD Hsp70A 120 C. elegans
1CKR SBD Hsc70 159 Rattus norvegicus
1UDO SBD Hsc70 105 Rattus norvegicus
7THSC SBD Hsc70 159 Rattus norvegicus
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VI.4 Ergebnisse der computergestutzten Suche nach der Hsp70-Bindestelle

von Apoptozol mittels Cross-Dockingverfahren

VI1.4.1 Ergebnisse des Dockingverfahrens von Apoptozol an der Nukleotid-

bindetasche von Hsc70

Die Tabelle gibt eine Ubersicht iber die jeweils fir die Dockinglésungen der einzelnen Cluster
berechneten freien Bindungsenthalpie (AG), der intermolekularen Energie hinsichtlich des
resultierenden Protein-Ligand-Komplexes, der inneren Energie der Ligandenkonformation und Uber
die Anzahl der Dockinglésungen je Clusterrang. Bei mehreren Dockinglésungen in einem Cluster sind
stellvertretend die Werte der insgesamt bestbewerteten Bindepose angegeben.

Intermolekulare

Clusterrang AG Energie Innere Energie Anzahl der
[kcal/mol] [kcal/mol] Dockinglésungen
[kcal/mol]
1 -13,19 -16,30 11,37 2
2 -10,59 -13,70 11,14 2
3 -9,89 -13,01 10,67 5
4 -11,69 -14,80 12,92 2
5 -9,98 -13,09 11,46 2
6 -8,74 -11,85 10,91 3
7 -9,65 -12,76 11,95 1
8 -9,27 -12,39 11,65 5
9 -8,35 -11,47 10,94 3
10 -8,75 -11,86 11,45 4
11 -8,67 -11,78 11,47 1
12 -8,60 -11,71 11,50 1
13 -7,41 -10,52 10,73 4
14 -8,17 -11,28 11,79 2
15 -7,44 -10,55 11,30 2
16 -7,10 -10,22 11,09 1
17 -6,65 -9,76 10,81 1
18 -6,36 -9,47 10,75 2
19 -7,49 -10,60 12,05 1
20 -5,63 -8,74 10,33 1
21 -7,49 -10,60 12,39 2
22 -5,72 -8,83 10,71 1

217



23
24

-7,17
-6,98

-10,28
-10,10

12,25
12,37
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VI1.4.2 Ergebnisse des Dockingverfahrens von Apoptozol an der Substrat-

bindetasche von Hsc70

Die Tabelle gibt eine Ubersicht liber die jeweils fiir die Dockinglosungen der einzelnen Cluster
berechneten freien Bindungsenthalpie (AG), der intermolekularen Energie hinsichtlich des
resultierenden Protein-Ligand-Komplexes, der inneren Energie der Ligandenkonformation und Uber
die Anzahl der Dockinglésungen je Clusterrang. Bei mehreren Dockinglésungen in einem Cluster sind
stellvertretend die Werte der insgesamt bestbewerteten Bindepose angegeben.

Intermolekulare

AG i Innere Energie Anzahl der
Clusterrang Energie
[kcal/mol] [kcal/mol] Dockinglésungen
[kcal/mol]
1 -10,49 -13,61 10,79 5
2 -10,36 -13,47 11,14 2
B -9,35 -12,46 10,70 2
4 -9,07 -12,18 10,45 1
5 -9,03 -12,14 10,47 7
6 -8,76 -11,87 10,31 2
7 -8,84 -11,96 10,51 1
8 -8,84 -11,95 10,63 1
9 -8,98 -12,09 10,78 3
10 -8,81 -11,93 10,64 1
11 -8,44 -11,55 10,44 7
12 -8,53 -11,65 10,61 1
13 -8,55 -11,66 10,80 3
14 -8,30 -11,41 10,66 2
15 -7,93 -11,04 10,31 1
16 -8,44 -11,55 10,85 2
17 -7,98 -11,10 10,41 2
18 -8,33 -11,45 10,84 1
19 -7,96 -11,08 10,49 1
20 -8,47 -11,58 11,03 1
21 -7,82 -10,93 10,48 1
22 -6,90 -10,02 10,73 1
23 -6,70 -9,81 10,67 1
24 -6,80 -9,92 10,92 1
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VI1.4.3 Ergebnisse des Dockingverfahrens von Apoptozol an dem

Interdomaneninterface von Hsc70

Die Tabelle gibt eine Ubersicht liber die jeweils fiir die Dockinglosungen der einzelnen Cluster
berechneten freien Bindungsenthalpie (AG), der intermolekularen Energie hinsichtlich des
resultierenden Protein-Ligand-Komplexes, der inneren Energie der Ligandenkonformation und uber
die Anzahl der Dockinglésungen je Clusterrang. Bei mehreren Dockinglésungen in einem Cluster sind
stellvertretend die Werte der insgesamt bestbewerteten Bindepose angegeben.

Intermolekulare

AG i Innere Energie Anzahl der
Clusterrang Energie
[kcal/mol] [kcal/mol] Dockinglésungen
[kcal/mol]
1 -12,23 -15,34 10,50 7
2 -11,25 -14,36 10,76 2
3 -10,76 -13,87 11,23 5
4 -10,71 -13,82 11,25 3
5 -10,90 -14,02 11,75 1
6 -9,91 -13,02 10,82 3
7 -9,63 -12,75 10,60 3
8 -9,64 -12,75 10,65 4
9 -10,13 -13,24 11,15 2
10 -10,39 -13,50 11,45 2
11 -9,43 -12,55 10,52 5
12 -9,73 -12,84 10,81 1
13 -10,37 -13,48 11,81 1
14 -9,24 -12,35 10,70 1
15 -10,00 -13,11 11,47 1
16 -10,15 -13,26 11,90 1
17 -8,79 -11,90 10,63 1
18 -8,99 -12,11 11,11 2
19 -8,64 -11,76 11,04 1
20 -8,15 -11,27 10,64 1
21 -9,21 -12,32 11,96 2
22 -8,64 -11,76 11,46 1
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VI1.4.4 Ergebnisse des Dockingverfahrens von Apoptozol an der Zweidomé&nen-

struktur von Hsc70

Die Tabelle gibt eine Ubersicht lber die jeweils fiir die Dockinglésungen der einzelnen Cluster
berechneten freien Bindungsenthalpie (AG), der intermolekularen Energie hinsichtlich des
resultierenden Protein-Ligand-Komplexes, der inneren Energie der Ligandenkonformation und Uber
die Anzahl der Dockinglésungen je Clusterrang. Bei mehreren Dockinglésungen in einem Cluster sind
stellvertretend die Werte der insgesamt bestbewerteten Bindepose angegeben.

Intermolekulare

AG i Innere Energie Anzahl der
Clusterrang Energie
[kcal/mol] [kcal/mol] Dockinglésungen
[kcal/mol]
1 -9,30 -12,41 10,80 1
2 -8,35 -11,47 10,47 1
3 -8,23 -11,35 10,58 1
4 -8,04 -11,15 10,43 1
5 -7,89 -11,00 10,48 1
6 -7,86 -10,97 10,52 1
7 -8,05 -11,17 10,72 1
8 -7,64 -10,75 10,65 1
9 -7,30 -10,41 10,44 1
10 -7,41 -10,52 10,63 1
11 -7,30 -10,41 10,56 1
12 -7,16 -10,27 10,48 1
13 -6,93 -10,04 10,36 1
14 -7,56 -10,67 11,05 1
15 -6,72 -9,84 10,33 1
16 -6,81 -9,92 10,45 1
17 -6,85 -9,96 10,53 1
18 -6,95 -10,06 10,65 1
19 -6,68 -9,80 10,48 2
20 -6,59 -9,71 10,42 1
21 -6,86 -9,98 10,85 1
22 -6,32 -9,43 10,33 1
23 -6,77 -9,89 10,79 1
24 -6,38 -9,49 10,46 1
25 -6,19 -9,31 10,36 1
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26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54

-6,15
-6,04
-6,18
-6,08
-6,22
-5,90
-5,68
-5,77
-5,79
5,88
-5,69
-5,76
-5,54
-6,04
-5,63
-5,60
-6,47
-5,35
-5,39
-5,43
-5,19
-5,59
-5,95
-5,16
-5,19
-4,92
-5,07
-5,08
-4,91

-9,26
-9,15
-9,29
-9,19
-9,33
-9,02
-8,80
-8,88
-8,90
-8,99
-8,80
-8,87
-8,65
-9,15
-8,74
-8,72
-9,58
-8,47
-8,50
-8,55
-8,30
-8,70
-9,07
-8,28
-8,31
-8,03
-8,19
-8,19
-8,02
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10,35
10,39
10,54
10,47
10,72
10,47
10,26
10,35
10,40
10,50
10,41
10,60
10,41
10,96
10,59
10,64
11,51
10,40
10,47
10,53
10,28
10,69
11,07
10,35
10,52
10,28
10,44
10,50
10,36

= = e =



55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74
75
76
77
78
79
80
81
82
83

-4,95
-5,10
-4,81
-4,80
-4,96
-5,13
-4,65
-4,84
-5,29
-4,92
-5,07
-4,83
-4,67
-4,80
-5,36
-4,58
-4,54
5,71
-4,58
-4,35
-4,34
-4,43
-4,20
-4,76
-4,17
-4,31
-4,31
-4,29
-4,21

-8,06
-8,22
-7,93
7,91
-8,08
8,24
7,76
-7,96
-8,40
-8,03
8,18
-7,94
7,79
7,91
8,47
7,69
7,66
-8,82
7,70
7,47
7,45
7,54
7,32
-7,88
7,28
7,42
7,42
7,40
7,33
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10,44
10,63
10,38
10,38
10,56
10,77
10,31
10,52
10,97
10,61
10,81
10,58
10,44
10,57
11,14
10,37
10,40
11,60
10,53
10,35
10,35
10,44
10,24
10,82
10,26
10,44
10,45
10,46
10,39

= = e =



84
85
86
87
88
89
90
91
92
93
94
95
96
97

-4,32
-4,12
-4,13
-4,09
-4,22
-3,87
-3,86
-4,06
-4,24
-4,03
-3,91
-3,74
-3,42
-3,29

7,43
7,23
7,25
7,20
7,33
-6,98
-6,97
7,17
7,35
7,14
-7,03
-6,85
6,53
-6,40

10,55
10,36
10,43
10,43
10,57
10,33
10,44
10,65
10,99
10,81
10,78
10,62
10,45
10,65

= = e =

L = T = S S =

224



VI1.4.5 Ergebnisse des Dockingverfahrens von Apoptozol an einer erweiterten

Zweidomanenstruktur von Hsc70

Die Tabelle gibt eine Ubersicht liber die jeweils fiir die Dockinglosungen der einzelnen Cluster
berechneten freien Bindungsenthalpie (AG), der intermolekularen Energie hinsichtlich des
resultierenden Protein-Ligand-Komplexes, der inneren Energie der Ligandenkonformation und Uber
die Anzahl der Dockinglésungen je Clusterrang. Bei mehreren Dockinglésungen in einem Cluster sind
stellvertretend die Werte der insgesamt bestbewerteten Bindepose angegeben.

Intermolekulare

AG i Innere Energie Anzahl der
Clusterrang Energie
[kcal/mol] [kcal/mol] Dockinglésungen
[kcal/mol]
1 -10,49 -13,61 11,21 1
2 -8,63 -11,74 10,50 1
3 -8,06 -11,17 10,32 1
4 -8,66 -11,77 10,92 1
5 -8,12 -11,24 10,65 1
6 -7,91 -11,02 10,53 1
7 -7,88 -10,99 10,71 1
8 -7,89 -11,01 10,89 1
9 -7,64 -10,75 10,69 1
10 -7,17 -10,28 10,49 1
11 -7,34 -10,45 10,68 1
12 -7,13 -10,24 10,50 1
13 -6,97 -10,08 10,36 1
14 -7,00 -10,11 10,41 1
15 -7,01 -10,12 10,53 1
16 -6,80 -9,92 10,33 2
17 -6,69 -9,81 10,27 1
18 -7,10 -10,21 10,71 1
19 -6,91 -10,02 10,56 2
20 -7,38 -10,50 11,15 1
21 -6,79 -9,90 10,58 1
22 -6,96 -10,07 10,82 1
23 -7,02 -10,13 10,90 1
24 -6,48 -9,59 10,41 1
25 -7,09 -10,20 11,08 1
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26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54

-7,31
-6,25
-6,12
-6,60
-6,38
-6,32
-6,50
-6,34
-6,48
-6,34
-5,98
-6,16
-6,71
-6,05
-5,99
-5,83
-6,66
-5,94
-5,99
-6,02
-5,86
-5,88
-5,68
-5,81
-5,57
-5,57
-5,72
-5,84
-5,40

-10,43
-9,36
-9,23
-9,71
-9,49
-9,44
-9,61
-9,45
-9,59
-9,45
-9,09
-9,27
-9,82
-9,17
-9,10
-8,95
-9,77
-9,05
-9,10
-9,13
-8,97
-8,99
-8,79
-8,92
-8,68
-8,68
-8,84
-8,95
-8,52
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11,33
10,29
10,19
10,68
10,49
10,46
10,70
10,58
10,80
10,67
10,36
10,55
11,11
10,48
10,45
10,39
11,23
10,53
10,59
10,66
10,50
10,58
10,40
10,53
10,33
10,49
10,70
10,82
10,42

PN W R R R R

NP

N = = T = S S



55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74
75
76
77
78
79
80
81
82
83

-5,58
-5,61
-5,55
-5,68
-5,15
-6,44
-5,26
-5,13
-5,08
-5,21
-5,14
-4,95
-4.84
-5,32
-4,86
-5,12
-4,80
-5,14
-5,02
-4,95
-4,95
-4,76
-5,21
-4,68
-4,68
-5,16
-5,08
-4,66
-4,44

-8,70
8,72
-8,66
-8,79
8,26
-9,55
-8,37
8,25
8,19
8,32
8,25
-8,06
-7,95
-8,43
7,97
8,23
7,91
8,25
8,13
-8,06
-8,06
7,87
8,32
7,79
7,79
8,28
8,19
7,78
-7,56
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10,61
10,66
10,62
10,77
10,34
11,65
10,50
10,45
10,44
10,58
10,54
10,38
10,28
10,76
10,33
10,59
10,35
10,69
10,56
10,65
10,65
10,46
10,92
10,41
10,44
10,93
10,88
10,47
10,37

= = e =



84
85
86
87
88
89
90
91

-4,35
-4,38
-4,71
-4,36
-3,87
-3,90
-3,79
-3,95

7,46
7,49
7,82
7,47
-6,98
-7,01
-6,90
-7,07

10,34
10,45
10,79
10,68
10,23
10,44
10,38
10,73

N = = = S =
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VI.5 Affinitatsrangliste auf der Grundlage eines Consensus-Scorings

Die dargestellte Tabelle umfasst die jeweiligen Range, die anhand der vom Dockingprogramm
AutoDock3.0 (AD) berechneten freien Bindungsenthalpien und der vom Scoringprogramm SFCscore
(SFC) berechneten pK;-Werte abgeleitet wurden. Auf3erdem sind der jeweils aus beiden Réngen
resultierende Rangmittelwert sowie der jeweils zugewiesene Affinitatsrang der verbliebenen 55
Molekile mit einem Rangmittelwert von mindestens 15 der Affinitatsrange 1 bis 20 von 77 angegeben.
Als VergleichsgroRe diente der bekannte Hsp70-Ligand Apoptozol (Az), dem der Affinitatsrang 8
zugewiesen werden wirde (*).

Ligand AD Rang SFC Rang Rangmittelwert Affinitétsrang
Az 8 10 9,0 8*
1 6 3 4.5 1
2 5 5 5,0 2
3 4 6 5,0 2
4 9 2 55 3
5 2 10 6,0 4
6 8 7 7,5 5
7 10 5 7,5 5
8 13 2 7,5 5
9 3 13 8,0 6
10 11 5 8,0 6
11 7 9 8,0 6
12 13 4 8,5 7
13 12 5 8,5 7
14 11 6 8,5 7
15 8 9 8,5 7
16 11 7 9,0 8
17 16 2 9,0 8
18 9 10 9,5 9
19 12 9,5 9
20 11 9 10,0 10
21 19 10,0 10
22 1 20 10,5 11
23 9 12 10,5 11
24 10 11 10,5 11
25 16 10,5 11
26 13 11,0 12
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27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55

17
14
10

12
19
15
18

13

17
15
14
12
15
20
16
17
21
18
23
20
13
18
17
13
21
17

12
15
11

15
11
15

10
11
14
12

11
11

11

17

12

13

17

13

11,0
11,0
11,0
11,0
11,5
11,5
11,5
115
12,0
12,0
12,0
12,0
12,5
12,5
13,0
13,5
13,5
13,5
14,0
14,0
14,5
14,5
14,5
15,0
15,0
15,0
15,0
15,0
15,0

12
12
12
12
13
13
13
13
14
14
14
14
15
15
16
17
17
17
18
18
19
19
19
20
20
20
20
20
20
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VI.6 Ergebnisse der RMSD-Wert Analysen der MD Simulationen

VI1.6.1 Molekulardynamik Simulation von Hsc70
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VI.6.2 Molekulardynamik Simulation von HM-Hsc70
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VI.6.3 Molekulardynamik Simulation einer Hsc70-Az-Komplexstruktur
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VI.7 Abkirzungsverzeichnis

AG
15-DSG
Abb.
ADP
AGE
AlF
Ala
AMBER
APlasen
AR

Arg

ARI
ARL

As

Asn
Asp
ATP

Az
bHsc70
BLAST
bzw.
CCG
CHIP
clogP
CSD
Cys

Da
DAG
DB

d.h.
ECso

E. coli

engl.

freie Bindungsenthalpie
15-Deoxyspergualin

Abbildung

Adenosindiphosphat

glycosylierte Endprodukte
Apoptosis inducing factor

Alanin

Assisted Model Building with Energy Refinement
Amidischen Peptidbindungs-cis/trans-Isomerasen
Aldose Reduktase

Arginin

Aldose Reduktase Inhibitor

Aldose Reduktase Ligand
Aminosauren

Asparagin

Aspartat

Adenosintriphosphat

Apoptozol

bovines Heat shock cognate 70
Basic Local Alignment Search Tool
beziehungsweise

Chemical Computing Group
Channel forming integral protein
berechneter Octanol-Wasser-Verteilungskoeffizient
Cambridge Structural Databank
Cystein

Dalton, 1 Da = 1g/mol
Diacylglycerol

Datenbank

das heif3t

mittlere effektive Konzentration
Escherichia coli

englisch
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et al.

GA

Gl.

Gln

Glu

Gly
GOLD
GUI
H-Briicken
H-Briickenakzeptor
H-Bruckendonor
hHsc70
HIL

His

HM

Hsc

Hsfl

Hsp
Hsp70
HTS

ICs0

lle

ISCD
JDP
JNK

Kq

kDa
KFO 216
Ki

K.l

Km

Leu

LGA

Lys

MD

Met

et alii

Genetischer Algorithmus
Gleichung

Glutamin

Glutamat

Glycin

Genetic Optimization of Ligand Docking

Graphical User Interface
Wasserstoffbriickenbindungen
Wasserstoffbriickenakzeptor
Wasserstoffbriickendonor
humanes Heat shock cognate 70
Hsp70-Interfaceligand

Histidin

Homologiemodell

Heat shock cognate
Hitzeschocktranskriptionsfaktor 1
Hitzeschockprotein/e
Hitzeschockprotein 70

High Throughput Screening
mittlere inhibitorische Konzentration
Isoleucin

in situ Cross-Docking
J-Doménen Protein

c-Jun N-terminale Kinasen
Dissoziationskonstante
Kilodalton

Klinische Forschergruppe 216
Inhibitionskonstante

Konturlevel
Michaelis-Menten-Konstante
Leucin

Lamarckian Genetic Algorithm
Lysin

Molekulardynamik

Methionin
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MM Molekularmechanik, Multiples Myelom

MMFF Merck Molecular Force Field

MOE Molecular Operating Environment
MRNA messenger RNA

NaCl Natriumchlorid

NADH Nicotinamid-Adenin-Dinukleotid
NADPH Nicotinamid-Adenin-Dinucleotid-Phosphat
NBD Nukleotidbindedoméane

NEF Nucleotide exchange factor (Nukleotidaustauschfaktor)
NMR Nuclear Magnetic Resonance

PDB Protein Data Bank

PEG Polyethylenglykol

PES Phenylethinsulfonamid

Phe Phenylalanin

PKC Proteinkinase C

PPI Phenyl-Pyridazinon-Inhibitor

Pro Prolin

QM Quantenmechanik

RESP Restrained Electrostatic Potential
RMSD Root Mean Square Deviation

RMS Root Mean Square

RNA Ribonucleic acid (Ribonukleinséure)
RNAI RNA-Interferenz

ROS reaktive Sauerstoffspezies

SBD Substratbindedoméane

SDH Sorbitol Dehydrogenase

Sek Sekunden

Ser Serin

SFC Scoring Function Consortium

shRNA small hairpin RNA

SIRNA small interfering RNA

SMARTS SMILES Arbitrary Target Specification
SMILES Simplified Molecular Input Line Entry Specification
SVL Scientific Vector Langugage

Tab. Tabelle

Thr Threonin
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TMAO
TMAOD
Trp
Tyr

u. a.
Val
vgl.
VMD
VS

z. B.
ZINC

Trimethylaminoxid
Trimethylaminoxidderivat
Tryptophan

Tyrosin

unter anderem

Valin

vergleiche

Visual Molecular Dynamics
Virtuelles Screening

zum Beispiel

ZINC Is Not Commercial
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