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Schematische Darstellung der Methode zur Ermittlung der Barrierenhéhe am
Beispiel der Inhibition der Golgi-a-Mannosidase (GM II) durch die Leitstrulctur
B-L-Anhydrogulose.
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Zusammenfassung

Die Entwicklung mafigeschneiderter Proteinliganden ist ein integraler Bestandteil
unterschiedlicher wissenschatftlicher Disziplinen, wie z.B. Wirkstoffentwicklung.
Die vorliegende Arbeit befasst sich mit der reversiblen Inhibition in Form von kova-
lent gebundenen Enzym-Inhibitor-Komplexen der humanen Golgi a-Mannosidase
II (GM II) und der Cysteinprotease Rhodesain. Beide Enzyme sind erfolgverspre-
chende Targets in der Bekdmpfung von zwei sehr unterschiedlichen Erkrankun-
gen. Einerseits die Golgi a-Mannosidase bei der Behandlung der Tumorprogres-
sion?! und andererseits die Cysteinprotease Rhodesain bei der Behandlung der
Afrikanischen Schlafkrankheit!®!*, Die Arbeit an den zwei Enzymen unterteilt
sich in zwei Teilprojekte.

Die Entwicklung von mafigeschneiderten kovalent-reversiblen Inhibitoren fur die
genannten Enzyme wurde im Rahmen eines in-house entwickeltes Protokolls

zwecks des rationalen Designs kovalenter Inhibitoren, durchgefiihrt. 5617
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Abbildung 1: Das in-house entwickelte Protokoll zum rationalen Design kovalenter
Inhibitoren®. Es werden im Wesentlichen die vier Schritte eines Kreislaufs zwi-
schen experimenteller und theoretischer Untersuchung beschrieben. Die detaillierte
Beschreibung findet sich im Text wieder.
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Dieses Protokoll basiert auf einer sich gegenseitig unterstiitzenden Zusammen-
arbeit zwischen Theorie und Experiment (Abbildung 1). Die vorliegende Arbeit
befasst sich mit den theoretischen Untersuchungen mit Hilfe der quantenme-
chanischen (QM[SI] als auch mit Hilfe der kombinierten quantenmechanisch/mo-
lekiilmechanischen (QM/MM ©!10l11l) Methoden zu den genannten Enzymen. In
einem ersten Schritt des Protokolls geht es um die Anwendung von Screeningver-
fahren. In einem Screening werden Leitstrukturen, zunachst in Losung (Schritt I
in Abbildung 1), fiir eine weitere Untersuchung im Enzym (Schritt II in Abbildung
1) evaluiert. So kénnen die Inhibitoren, fir die experimentelle Mess- oder theo-
retische Dockingdaten vorhanden sind, als eine Leitstruktur betrachtet werden.
Durch das Screening unter Verwendung der quantenmechanischen (QM-Modell)
Methode kann eine Reihe von Inhibitoren nach einem sich konsistent verandern-
dem Muster erstellt werden und auf Bindungsparameter hin untersucht werden
(Schritt I, fettgedruckt Theorie). Diese Parameter sind Reaktionsenergien und Ho6-
hen der Reaktionsbarriere einer Inhibitionsreaktion. Reaktionsenergien werden in
dieser Betrachtung quantenmechanisch innerhalb der Born-Oppenheimer-(BO)-
Naherung und im Rahmen des Konzeptes der Potentialhyperflachen (im Weiteren
PES fur potential energy surface) als relative Energien zwischen den optimierten
Geometrien der Produkte und der Edukte auf einer Potentialhyperflache fiir die
Inhibitionsreaktion ermittelt. Die Hohen der Reaktionsbarrieren werden durch die
relativen Energien zwischen den Geometrien der Edukte und der Zwischenstufen
oder Ubergangszustande abgeschétzt. Unter Inhibitionsreaktion wird eine chemi-
sche Reaktion verstanden, bei der eine kovalente Bindung zwischen dem Inhibi-
tormolekiil und den Aminosduren in der aktiven Tasche eines Enzyms ausgebildet
wird. Fur den Schritt I werden die Aminosauren der aktiven Tasche durch kleine
Molektile, wie Essigsdure und Methanthiol, angendhert. Die kovalent-reversiblen
Inhibitoren sollten in dieser Betrachtung nur leicht exotherme Reaktionen mit den
relativen Energien (= AEg,-Reaktionsenergien, welche detailliert in Abbildungen
4.5 und 5.1 des Hauptteils prasentiert werden) im Bereich -5 bis -10 kcal/mol
aufweisen. Der experimentelle Teil liefert wahrenddessen die Synthese der neuen
Inhibitoren und die Nachweise zur kovalenten Bindung mit Hilfe massenspektro-
metrischer Messungen (Schritt I, fettgedruckt Experiment). Die passenden Kan-
didaten aus dem ersten Schritt des Protokolls, d.h. Inhibitoren mit gewtlinsch-
ten Bindungsparametern, werden durch die QM/MM-Berechnungen im Enzym
(Schritt II, fettgedruckt Theorie) und durch die experimentellen Messungen an
den Enzym-Inhibitor-Komplexen in Assays (Schritt II, fettgedruckt Experiment)
analysiert. Die Untersuchungen fiir die Stufe II des Protokolls umfassen die Be-
rechnungen der Reaktionsprofile und Minimumenergiereaktionspfade (MEPs) 12!
fiir die chemischen Reaktionen von Inhibitoren im Zielenzym!®!15/113] Detaillierte

Beschreibungen der Edukt- und Produkt-Situationen von berechneten Inhibiti-
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onsreaktionen im Enzym sind in Abbildung 26, sowie im Hauptteil der Arbeit in
Abbildungen 4.8 und 5.9, dargestellt. Ein Pfad minimaler potentieller Energie,
der zwei Minima (hier Edukt und Produkt) verbindet, stellt ein Reaktionspro-
fil far eine chemische Reaktion dar. In der vorliegenden Arbeit wird dies auch
als Minimumenergiepfad (MEP)!'?! bezeichnet. Der Letztere lasst sich durch die
Nudged Elastic Band (NEB!'*!5).Methode und mittels Potentialhyperflichen!!3!
darstellen. Die Reversibilitat der Inhibitoren wurde anhand der berechneten che-
mischen Reaktionen in Form von erstellten Reaktionsprofilen analysiert und dis-
kutiert. Durch Protein-Ligand Docking (Schritt III) wird ein Screening von variier-
baren Erkennungseinheiten der neuen Inhibitoren durchgefiihrt. Die Ergebnisse
der Untersuchungen aus dem dritten Schritt liefern Hinweise zur Weiterentwick-
lung der ausgewahlten Inhibitoren. Die letzte Stufe des in-house Protokolls be-
steht in der erneuten Untersuchung der optimierten Inhibitoren mit Hilfe von
Theorie und Experiment (Schritt IV). Die theoretische Untersuchung anhand von
QM/MM-Berechnungen tiberpriift, ob die Inhibitionsreaktion der reaktiven Kopf-
gruppe nach der Anderung der Erkennungseinheit des Inhibitors weiterhin ef-
fektiv und nach dem gleichen Mechanismus mit der aktiven Seite des Enzyms
ablaufen kann. Die experimentelle Untersuchung liefert, &hnlich wie im Schritt
II, die messbaren Ergebnisse der Inhibition in Hinblick auf die Bindungseigen-
schaften und die Entstehung der Nebenprodukte.

Die Untersuchungen am System Mannosidase GM II wurden in Zusammenarbeit
mit den Arbeitskreisen von Prof.Dr. J. Seibel'® und Prof.Dr. T. Schirmeister!'”
durchgeftihrt. Die Leitstruktur zur Entwicklung des kovalent-reversiblen Inhibi-
tors stellt der cyclische O,0-Acetal-Inhibitor (bestimmt anhand von Dockingex-
perimenten an der S-L-Anhydrogulose durch Arbeitskreis Prof.Dr. J. Seibel) dar
(Abbildung 2).

Die Ergebnisse der theoretischen Studie liefern fiir den ersten Schritt im Rah-
men des Protokolls den geeigneten Kandidaten aus einer Menge von insgesamt
22 modellierten Inhibitoren (siehe auch Tabelle 4.3) fiir die reversible Inhibition
der Mannosidase GM II durch die Ausbildung einer kovalenten Bindung. Hierzu
zahlen zunéchst die thermodynamischen Modellberechnungen der Inhibitionsre-
aktion, welche die Reaktionsenergien (AEg,, Abbildung 3) fir alle Kandidaten des
Screenings liefern. Die Inhibitionsreaktion wird in diesem Schritt als Additionsre-
aktion von Essigsdure an den Inhibitor-Kandidaten modelliert (Abbildung 3).
Fur die Leitstruktur (= Inhibitor Nr. 1 in diesem Schritt der Untersuchung) re-
sultiert eine thermoneutrale Beschreibung der Reaktion (AEg,=0,2 kcal/mol) mit
Essigsaure und dient im Weiteren als Referenz. Der Inhibitor Nr. 7 (der cyclische
N,O-Acetal-Inhibitor) zeigt mit -7,7 kcal/mol eine leicht exotherme Reaktion und
somit eine bessere Triebkraft der untersuchten Reaktion im Vergleich zur Refe-

renz. Die beiden Inhibitoren wurden dann fiir Stufe 2 des Protokolls untersucht, in
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der eine Analyse der Reaktionsprofile im Enzym mit Hilfe der QM/MM-Methodik
durchgefiihrt wurde. Die Ergebnisse des zweiten Teils der Studie zeigen, dass der
cyclische N,O-Acetal-Inhibitor eine deutlich bessere Affinitat zur aktiven Seite der
GM II im Vergleich zu seiner Leitstruktur aufweisen sollte. Dies zeigt sich auch
in der deutlich hoéheren Triebkraft der Inhibitionsreaktion von ca. -13 kcal/mol.
Dieser Energiebeitrag ist klein genug, um eine Reversibilitdt der Inhibitionsreak-
tion gewahrleisten zu kénnen. Das bedeutet auch, dass der N,O-Acetal-Inhibitor
im Vergleich zur Referenzstruktur eine deutlich starkere Inhibition bedingen soll-
te. Berticksichtigt man dann noch, dass die Reaktion laut Berechnungen nur
leicht exotherm sein sollte, erhalt man die Moglichkeit einer reversibel stattfin-
den kovalenten Hemmung. Zusammenfassend liefert dieser Teil der Arbeit, der
mit Hilfe der QM- und QM/MM-Berechnungen durchgefiihrt wurde, ein reakti-
ves molekulares Gertlist mit den gewtlinschten Eigenschaften. Die experimentellen
Untersuchungen zur zweiten Stufe des hausinternen Protokolls sind noch nicht
durchgefiihrt.

B-L- Anhydrogulose
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Abbildung 2: Schematische Darstellung bis hin zur Entwicklung des kovalent-
reversiblen Inhibitors Nr. 7 (der cyclische N,O-Acetal-Inhibitor) fiir das Enzym Man-
nosidase GM II.

Durch die theoretischen Untersuchungen (MD-Simulationen am Enzym-Inhibitor-
Komplex) konnte auf3erdem eine zur Komplexbildung geeignete Konformation der
Leitstruktur sowie des neuen Inhibitors gefunden werden. Die reversibel agieren-
den Acetal-Inhibitoren befinden sich in der aktiven Tasche in einer energetisch

hoher liegenden Twist-Boot-Konformation und begtinstigen mit zwei entstehen-
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den Bindungen zum Zn?*-Ion die oktaedrische Koordination im Enzym (durch die
Hydroxygruppen der C2- und C3-Kohlenstoffatome gezeigt als 2D-Darstellung in
Abbildung 2 und als 3D-Darstellung in Abbildung 4).
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Abbildung 3: Schematische Darstellung zur Berechnung der Reaktionsenergien
(Thermodynamik) der Inhibitionsreaktion des Enzyms Mannosidase GM II unter-

sucht fiir den Screening-Schritt durch die QM-Berechnungen in wdssriger Umge-
bung.
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Abbildung 4: Vergleich der nicht-kovalenten Enzym-Inhibitor Komplexe

a) vor der MD Simulation (aus Docking): Keine Koordination mit dem Zn*-Ion méglich
und b) nach der MD Simulation: Koordination des Liganden zum Zn**-Ion ist durch
die Hydroxy-Gruppen der C2 und C3 Atome erreichbar.

Asp92

Als Teil dieser Arbeit wurden NEB-Berechnungen (Nudged Elastic Band!'®!, Ab-
bildung 5) zur Bestimmung von Minimumenergiepfaden (im Weiteren MEP fiir
Minimumenergiepfad) durchgefiihrt. Dies lieferte erweiterte Einblicke in der Be-

rechnung von Reaktionsmechanismen jeweils auch in Kombination von 2- bzw.
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3-dimensionalen Scans. Auch in der Beschreibung von Protonentibertragungsre-
aktionen!'® nach Grotthus, die einem Umklappen!'®! der kovalenten Bindungen
entsprechen, erhalt man hier Geometrien fiir die Teilschritte und somit eine de-
taillierte Beschreibung des Vorgangs (Abbildung 7).

Der Mechanismus der Inhibition von GM II durch die Leitstruktur beinhaltet einen
Wasser-katalysierten (oder auch Wasser-vermittelten) Ringéflnungsschritt in der
Tasche des Enzyms (Abbildung 7). Die Testrechnungen zum Protontransfer ha-
ben gezeigt, dass der Protontransfer tiber ein oder mehrere Wassermolekiile unter
Verwendung von Standard-PES-Berechnungen (lediglich durch die Variation der
Bindungsabstande OD2-C1 und O6-H, Abbildung 6.9) nicht spontan stattfindet.
Die Berechnung des MEP durch das Erstellen einer 3-dimensionalen Potential-
hyperflache kann nur dann sinnvolle Ergebnisse liefern, wenn der Protontransfer
vom Aspartat Asp341 zum Inhibitor tiber zwei Wassermolekiile explizit bertick-
sichtigt wird (Abbildung 4.26). In diesem Fall ist die Berechnung der PES kein
Standard und erfordert eine zusatzliche Variation der Bindungsabstiande O-H der
beteiligten Molekiile des Protontransfers. Die Details fiir die zusatzliche Varia-
tion der Bindungsabstidnde O-H bei der Berechnung der 3-dimensionalen PES
haben die NEB-Berechnungen geliefert. Der NEB!'¥!!12_Formalismus hat sich in
der Beschreibung dieser komplexen Reaktionskoordinaten als besser geeignet er-
wiesen und wurde in dieser Arbeit aus diesem Grund hauptsachlich verwendet.
Die Berechnung des Protonentransfers wahrend einer Hemmungsreaktion durch
zwei Wassermolektile mit der NEB-Methode hat den MEP ermittelt, welcher zu-
nachst nicht auf der Grundlage eines 3-dimensionalen Scans ermittelt werden
konnte. Solche QM/MM-Rechnungen wurden im Rahmen des in-house Proto-
kolls zum ersten Mal durchgefiihrt. Dieser Protontransfer ist mit dem Grotthus-
Mechanismus konform und kann plausibel anhand einer Klapp-Mechanismus-
Betrachtung''®' nachvollzogen werden (Abbildung 7).

Mit Hilfe der NEB!'*[!2l_Methode ist es méglich MEPs effektiv und relativ schnell
zu ermitteln. Es werden sowohl die Geometrien entlang des Pfades wie auch die
einzelnen relativen Energien erhalten (Abbildung 5). Zur Uberpriifung der gefun-
denen Ubergangszustinde (im Weiteren UZ fiir Ubergangszustand) wurden die
einzelnen Strukturen mit Hilfe der Normalmodenanalyse weiter untersucht und
konnten verifiziert werden (Abbildungen 4.24 und 4.25).

Die MEP-Berechnungen fiir den Inhibitor Nr. 1 erméglichen die Etablierung ei-
nes Protokolls zur Berechnung eines Reaktionspfades tiber mehrere Molekiile,
welches anschliefend zur Berechnung des MEP fiir den Inhibitor Nr. 7 ange-
wendet wird. Das Protokoll beinhaltet in seiner einfachen Form die Ermittlung
der ,Two-End“ -Komponenten einer chemischen Reaktion - Geometrien von Re-
aktant und Produkt. Betrifft dies eine Reaktion, die tiber mehrere Molektile, z.B.

Wassermolekiile oder deren Netzwerk, stattfindet, wird die Aufgabe komplexer. In
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diesem Fall ist eine Berechnung mit Hilfe des NEB-Moduls wesentlich produkti-
ver als die Charakterisierung mit Hilfe der 3-dimensionalen PES. Der Vorteil liegt
in der kollektiven Beschreibung der Reaktionskoordinaten, sodass die entschei-
denden Reaktionskoordinaten und Variablen fiir die Durchftihrung von Scans
nicht einzeln bestimmt werden miissen. Dennoch kann es hier bei komplexen
Reaktionskoordinaten auch zu Konvergenzproblemen bzw. zu langwierigen Op-
timierungszyklen kommen. In dieser Arbeit wurde die CI-NEB-Version 2011521l
der NEB!'¥-Methode verwendet (CI fiir climbing image''®). Der mégliche Uber-
gangszustand (UZ) wurde mittels der Dimer-Methode!?2! 2311241211 5y35gehend von
der projizierten CI-Geometrie optimiert (im Weiteren als CI!'°*’-NEB!'¥-Dimer?4-
Methode erwahnt).

QM/MM NEB (Nudged Elastic Band)

Barrierenhdhe:
12.5 keal/mol

Imaginire Frequenz : -11.3 cm™ Produkt
Edukt € 4

Abbildung 5: Schematische Darstellung der Methode zur Ermittlung der Barrie-
renhéhe am Beispiel der Inhibition der GM II durch den Inhibitor Nr. 1 (S3-L-
Anhydrogulose). Durch die berechneten Geometrien des Edukts und des Produkts
wird der MEP der Reaktion mittels der CI-NEB-Optimierung??/15/211 ermittelt. Der
Ubergangszustand (UZ) wird mittels der Dimer-Methode!?? 23112411211 ontimiert. Zum
Nachweis der Richtigkeit des so gefundenen Ubergangszustands wird eine Fre-
quenzrechnung benutzt. Erhdlt man hier fiir die erste Mode eine imagindre Fre-
quenz, so bestiitigt dies den UZ.

Als weiteres Resultat liefern die durchgefiihrten MEP-Berechnungen Einblicke in
die katalytischen Eigenschaften der Wassermolektile fiir den Protontibertragungs-
mechanismus nach Grotthus. Die Daten zeigen, dass die Barriere am niedrigsten
wird, wenn zwei Wassermolektile beim Protontransfer beteiligt sind (Datenreihe 6
im Diagramm 4.12). Wenn nur ein oder gar kein Wassermolekiil die Ring6ffnung
katalysiert, steigt die Barriere auf 12 und 17 kcal/mol (Datenreihen 2 und 3 im
Diagramm 4.12).

Die Untersuchung in diesem Teil der Arbeit lasst zudem Einblicke in die nukleo-
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phile Substitution der Vollacetale in der Enzym-Tasche der GM II erlangen. Die
Rechnungen deuten darauf hin, dass die Vollacetal-Inhibitoren durch Wassermo-
lekule in der Tasche aktiviert werden. Die ausgebildeten Wasserstoffbriickenbin-
dungen beglinstigen die Geometrie des Enzym-Inhibitor-Komplexes. Dies befor-
dert die Ring6filnungreaktion gleichzeitig mit dem nucleophilen Angriff des Aspar-
tatrestes an dem C1-Atom des Inhibitors (Abbildung 4.12). Im Falle des gemisch-
ten Acetal-Inhibitors hingegen wird die Treibkraft bereits durch die Einfihrung
des Stickstoffatoms deutlich erhéht. Durch die richtig angeordneten Grotthus-
Wassermolektile ist in diesem Fall die Barriere der Protontibertragung durch das
Aspartat-Aspartat-System der GM II (Asp341/Asp240) sekundar. Betrachtet man
die Schwingungsbewegung entlang der imaginiren Moden der Ubergangszustin-
de, sind diese in beiden E-I-Komplexen ahnlich (vgl. Abbildungen 6 und 4.25).
Hierbei wird eine synergistische Bewegung der Bindungsabstinde OD2-C1-O6
(Inhibitor Nr. 1) bzw. OD2-C1-N (Inhibitor Nr. 7) beobachtet. Der nukleophile
Angriff an C1- durch das OD2-Atom findet nahezu gleichzeitig mit der Spaltung
der Abgangsgruppe statt. Der Mechanismus der nukleophilen Substitution, die
wahrend der Inhibitionsreaktion der GM II durch die untersuchten Inhibitoren
stattfindet, kann somit nach der [IUPAC Nomenklatur durch DyAy?® klassifiziert

werden.

Abbildung 6: Normale Schwingungsmode (siehe als Animation im pdf-Format) des
Ubergangszustands des Enzym-Inhibitor-Komplexes GM II-Inhibitor Nr.7 mit der
imagindiren Frequenz von -100,76 cm!, berechnet mit Hilfe der CI-NEB-Dimer-
Methodik?! innerhalb des QM/MM-Formalismus. Die Abbildungen der Animation
wurden mit Hilfe des Molden-Pakets?® dargestellt.
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Abbildung 7: Schematische Darstellung des Reaktionsmechanismus DyAy?® fiir
die Inhibitionsreaktion der Mannosidase GM II mit dem Inhibitor Nr. 1. Zwei Was-
sermolekiile (ein Netzwerk der Wasserstoffbriickenbindungen) leiten den Proton-
transfer ein. 1: Ausgangspunkt bildet der nicht-kovalente Enzym-Inhibitor-Komplex
mit zwei Wassermolekiilen, die durch H-Briicken Asp341 mit Inhibtor Nr. 1 verbin-
den. 2: Darstellung des Protontransfers. 3: Ubergangszustand, der OCI-Charakter
aufweist. 4: Darstellung des kovalenten Enzym-Inhibitor-Komplexes. Die Farbko-
dierung zeigt in blau den Teil, der in den Berechnungen als QM-Teil beschrieben
wurde, und die griin dargestellten Bereiche wurden mit MM beschrieben. Die in rot
dargestellten Atome implizieren die wesentlichen Anderungen der Reaktionskoor-

dinaten auf einem Realktionsprofil.
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Die Entwicklung der kovalent-reversiblen Inhibitoren fir das Enzym Rhodesain
wurde in Zusammenarbeit mit dem Arbeitskreis Prof.Dr. T. Schirmeister!'” durch-
geftihrt. Als Leitstruktur zur Entwicklung des neuen kovalent-reversiblen Vinylsulfon-
Inhibitors 4-Pyridyl-Phenylalanyl-Homophenylalanyl-a-Fluor-Phenylvinylsulfon !
dient in diesem Projekt der kovalent-irreversibel bindende Inhibitor K777%7), fiir
den kristallographische Daten (hier als K11777'*) bekannt sind (Abbildung 8).

(K11777, K777)

irreversibel

Ki (Rhodesain)= 10 nM
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N N / o
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N/\ H O ¥ 0]
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o) H 0 \© K; (Rhodesain)= 190 nM
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N H 0 F
l N P S,,O a-F-Vinylsulfon
N
o) H o \© reversibel
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Abbildung 8: Schematische Darstellung zur Entwicklung des kovalent-reversiblen
Inhibitors fiir das Enzym Rhodesain.

Im Rahmen des Protokolls (Abbildung 1) wurde eine Reihe von Inhibitoren un-
tersucht, in denen ein a-H-Atom der Vinylsulfon-Einheit (im Weiteren VS fur Vi-

nylsulfon) durch verschiedene Gruppen X substituiert wurde (Abbildung 9). Sie
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werden im Folgenden mit K777-X abgektirzt.
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Abbildung 9: Mechanistische Routen der VS-Kopfgruppe des Inhibitors K11777 mit
einem variablen X-Substituenten durch den nukleophilen Angriff von Methylthiol. In
den Berechnungen wurde fiir R die Methylgruppe verwendet.

Fur den zunéchst vorgeschlagenen Cyano-Substituent (CN) in einem VS-Inhibitor

(Abbildung 10) ergab sich bei Berechnungen in einem polaren Losungsmittel eine

relativ niedrige Reaktionsenergie, d.h. es wurde eine reversible Reaktion vorher-

gesagt. Dies wurde experimentell bestatigt. Die theoretischen und experimentel-

len Ergebnisse von Schritt II (Reaktion mit Enzym, Abbildung 1) widersprechen

sich aber. Wahrend experimentell eine schwache reversible Hemmung gefunden

wurde, sagten die Berechnungen keine Hemmung voraus. Tatsachlich zeigte sich

im Nachhinein, dass die experimentell gefundene Hemmung nicht-kompetitiv ist,

d.h. nicht in der aktiven Tasche stattfindet. Im Rahmen des Protokolls werden
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dagegen nur die kompetitiv interagierenden Inhibitoren ausgewertet. An dieser
Stelle lassen sich die anhand theoretischen Methoden erhaltenen Daten tiber die
Reversibilitit der Hemmung (Reaktion im aktiven Zentrum) mit den Ergebnis-
sen aus den experimentellen untersuchungen (Reaktion auflerhalb des aktiven
Zentrums) nicht vergleichen.!?® Durch den Wechsel von CN zu Halogenen wurde
schlieflich eine neue Reihe von Inhibitoren auf VS-Basis entwickelt. Die Berech-
nungen von Reaktionsenergien in Losung und im Enzym haben fur diese Inhibi-
toren eine reversible Hemmung vorhergesagt. Allerdings findet man eine einfache
Additionsreaktion an der Doppelbindung der Vinylsulfon-Gruppe. Fir X=CN wur-
de von einer Sy2-Reaktion ausgegangen. Fur X=Br fand man, dass sich nach der
Addition ein HBr-Molekiil abspaltet, sodass die Hemmung insgesamt irreversibel
ist (Abbildung 11). Da die Substitutionsreaktion ein irreversibler Prozess ist und
die Freisetzung von Bromwasserstoff durch die experimentellen Untersuchungen

bestatigt werden konnte, scheint Fluor ein geeigneter Substituent zu sein (X=F).

S\V
VS

>=< S S

HsC—S C=—N Cys Cys—S C=—N HsC
‘ via
R VS R VS
>—< + -
— —a Cys A
HsC——S C=N s HsC—S : C \
S}
Cys/ w__@

Abbildung 10: Reaktionsschema des reversiblen VS-Inhibitors mit dem Cyano-
Substituenten.

H Vs
Vs ° ® | |
—_— + /S + H-His | | H +  H-His
X Cys s X
Cys™
X=Br H Vs
- =<
-HBr s H
Cys™

Abbildung 11: Reaktionsschema des irreversiblen VS-Inhibitors mit dem Bromid-
Substituenten.

Hier konnte man auch experimentell eine deutlich bessere Hemmung messen.
Es wurden daher die Berechnungen im Enzym fiir Systeme mit den Inhibito-
ren K777-X mit X=F und X=H (K777-F- und K777-H-Inhibitor) durchgefiihrt und

analysiert. In der vorliegenden Arbeit wurde versucht, die Reversibilitit des K777-
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F-Inhibitors gegen die Irreversibilitdt des K777-H-Inhibitors durch die quanten-
mechanischen Berechnungen im Rahmen des Protokolls darzulegen.

Die QM/MM-Berechnungen unterteilen sich in zwei Bereiche. Zunachst wur-
de das Reaktionsprofil (auch Reaktionspfad) der Additionsreaktion des K777-X-
Inhibitors an die aktive Tasche von Rhodesain ausgehend von der vorhandenen
Kristallstruktur (PDB-Datei) berechnet. Im Folgenden wird dieses Teilergebnis
als XP-Berechnung (im Weiteren XP flir X-ray-Pfad) bezeichnet. Die detaillierte
Beschreibung der Reaktionskoordinaten zum Start der QM/MM-Berechnung ist
schematisch in Abbildung 5.9 gezeigt. Alle vier PES (X=H, F, Br und Cl) weisen
prinzipiell die gleiche Form auf. Es ergeben sich aber Unterschiede in den berech-
neten Reaktionsenergien der Additionsreaktion (-20, -16, -10 und -11 kcal/mol).
Die Reaktionsenergien der Substituenten Brom und Chlor entsprechen dem Be-
reich fiir reversible Reaktionen (ca. -10 kcal/mol), wobei Fluor mit -16 kcal/mol
einen Grenzfall darstellt.!” Die Konturen der beiden PES (X=H vs. X=F) sind al-
lerdings sehr ahnlich: In beiden Fallen findet sich fiir das anionische Intermediat
kein Minimum (Abbildungen 5.11 und 5.14). In der Potentialhyperflache fiir X=F
steigt die Barriere der Riickreaktion zwischen dem Intermediat und dem nicht-
kovalenten Komplex auf etwa 5 kcal/mol an, die Riickreaktion ist im Vergleich
zu dem X=H mit ca. 1,5 kcal/mol leicht exotherm. Das veranderte Verhaltnis
zwischen der Hohe der Reaktionsbarriere und dem Betrag der Reaktionsener-
gie (der Ubergang von der endothermen zur exothermen Reaktion) auf diesem
Abschnitt der PES kénnte dazu beitragen, dass die Gesamtreaktion insgesamt
reversibel ablaufen kann. Die Reversibilitat des Inhibitors mit dem Substituenten
Fluor lasst sich auf diesem Schritt der Untersuchung durch die Absenkung der
Reaktionsenergie der Additionsreaktion auf etwa 16 kcal/mol erklaren, denn die
irreversible Reaktionen wurden bisher mit deutlich héheren Reaktionsenergien
assoziiert. 291113151

Die erhaltenen nicht-kovalenten Enzym-Inhibitor-Komplexe der XP-Berechnungen
wurden in einem zweiten Teilergebnis weiter verwendet, indem der Reaktions-
pfad der Additionsreaktion des K777-X-Inhibitors vom nicht-kovalenten Enzym-
Inhibitor-Komplex zum kovalenten Enzym-Inhibitor-Komplex hin berechnet wur-
de. Im Folgenden wird dieses Teilergebnis als NP-Berechnung (NP fiir Nicht-
kovalente-Pfad) bezeichnet. Die Darstellung der Reaktionskoordinaten zum Start
der QM/MM-Berechnung ist in Abbildung 5.10 gezeigt.

Die Berechnung der Reaktionsprofile der Additionsreaktion des VS-Inhibitors fiir
X=H und X=F am a-Kohlenstoffatom der VS-Kopfgruppe lieferte konsistente Er-
gebnisse in Bezug auf die Reaktionsenergien (Abbildungen 12 - 17). Ahnlich den
XP-Berechnungen, wurde ebenfalls die Tendenz der Absenkung der Reaktions-
energie von -7 kcal/mol (X=H) auf -4,3 (X=F) und -0,9 kcal/mol (X=Br) beob-
achtet. Die Potentialhyperflichen (PESs) sind in den Abbildungen 16, 17 und



Zusammenfassung

5.28 dargestellt. Die Thermodynamik der Additionsreaktion wurde durch einen
Wechsel des Substituenten X von H nach F in der VS-Kopfgruppe des K777-X In-
hibitors beeinflusst, indem die niedrigere Energiedifferenz zwischen den Edukten
und den Produkten erzielt werden konnte. Fiir beide Teile der Arbeit (XP- und NP-
Berechnungen) implizierte dies einen Wechsel von einem irreversiblen zum einem
reversiblen Verlauf in der Beschreibung der Reaktionsprofile.

In Anbetracht dessen, dass der Inhibitor K11777 ein irreversibler Inhibitor durch
die Additionsreaktion ist, ist die berechnete Reaktionsenergie von -7 kcal/mol
in diesem Ansatz deutlich geringer als erwartet.!®'!!3! Die bisherigen QM- und
QM/MM-Berechnungen (siehe Abbildungen 5.2 und 5.11) sagten fur die irrever-
siblen Inhibitoren deutlich héhere Reaktionsenergien vorher. An dieser Stelle tritt
eine Diskrepanz der Ergebnisse der NP-Berechnungen mit den durchgefiihrten
QM-Berechnungen an den VS-Inhibitoren in Losung auf. Auch in der Halogen-
Reihe der VS-Inhibitoren K777-X wird die Reaktionsenergie der Addition deutlich
unterschiatzt, wenn die QM/MM-Berechnungen nach dem NP-Ansatz durchge-
fihrt werden. Die nahezu thermoneutrale Additionsreaktion des bromsubstitu-
ierten Inhibitors K777-Br und die zu geringe Reaktionsenergie des irreversiblen
Inhibitors (K11777) lasst darauf schliefen, dass die korrekte Darstellung von Re-
aktionsenergien durch den NP-Ansatz nicht erreicht werden kann.

Die Ergebnisse des zweiten Teils der Arbeit (NP-Berechnungen) liefern nicht nur
die konsistent geringeren Reaktionsenergien (Thermodynamik) sondern auch die
hoheren Reaktionsbarrieren der Additionsreaktion im Vergleich zu den Ergebnis-
sen der XP-Berechnungen. Die Anderungen der Reaktionsbarrieren im NP-Ansatz
weisen zuséatzliche Diskrepanzen auf, wenn diese jeweils mittels der PES-Scan-
und CI-NEB-Dimer-Methodik berechnet werden. Wahrend die Barriere des irre-
versiblen Inhibitors K11777 mit dem NEB-Ansatz ca. 11 kcal/mol betrigt und
durch den PES-Scan nur um 4 kcal/mol hoéher liegt, ergibt sich eine umgekehrte
Situation beim Ubergang zu Fluor als Substituent: Durch die NEB-Berechnung
liegt die Barriere bei ca. 18 kcal/mol und durch den PES-Scan ergibt sich eine
um 4 kcal/mol niedrig liegende Barriere.

Um die Ergebnisse der NP-Berechnungen zu tiberpriifen, wurden diese QM/MM-
Rechnungen wiederholt durchgefiihrt. In den beiden neu durchgefiihrten Berech-
nungen fiir die Inhibitoren K777-X mit X=H und X=F wurden nur sehr kleine
Abweichungen gefunden, die kleiner als die Fehler der Berechnung sind. Die
Startstrukturen fur die Berechnung des MEP (QM/MM-System, siehe Details)
stammten aus der erneut durchgefiihrten MD-Simulation an der Geometrie des
nicht-kovalenten Enzym-Inhibitor-Komplexes, welche die XP-Berechnung resul-
tierte. Die Gesamtdauer der MD-Simulation wurde zu einem Wert von 9 ns ge-
wahlt, welche insgesamt 900 Startstrukturen entlang der Simulation lieferte. Die

Berechnung ergab die Reaktionsenergie von -8,4 kcal/mol (-7,0 kcal/mol als ers-
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tes Ergebnis) und die relative Energie des Int-Komplexes von 13,2 kcal/mol. So-
mit betragt die Barriere der Riickreaktion zur Freisetzung des Inhibitors K11777
(X=H) in Form von einem nicht-kovalenten Enzym-Inhibitor-Komplex einen Wert
von 21,6 kcal/mol. In analoger Vorgehensweise wurde die Evaluierung der NP-
Berechnung fiir den Inhibitor K777-X mit X=F durchgefiihrt. Die Reaktionsenergi-
en in den beiden Berechnungen unterscheiden sich in einem marginalen Abstieg
zu den Werten von -2,9 kcal/mol und -3,3 kcal/mol (-4,3 kcal/mol als erstes
Ergebnis). Beide Berechnungen liefern zudem die relativ kleinen Anstiege der Re-
aktionsbarriere zu den Werten von 19,8 kcal/mol und 20,9 kcal/mol.

Fur die Inhibitoren K777-X mit X=H und X=F entsprechen die gefundenen Barrie-
ren einer verzerrten Konformation des nicht-kovalenten Enzym-Inhibitor-Komple-
xes, die als eine bioaktive Konformation' bezeichnet werden kann. Der anionische
Ubergangszustand Int*, der oft in der Literatur als ein anionisches Intermedi-
atBl¥2l der Additionsreaktion bezeichnet wird, wurde nur fiir den Inhibitor mit
dem Substituenten Brom (K777-X mit X=Br) identifiziert. Da der ["Jbergangszu—
stand (Int* mit der relativen Energie von 11,1 kcal/mol) nur 1,5 kcal/mol tiber
der bioaktiven Konformation (Int mit der relativen Energie von 12,6 kcal/mol) liegt
und die NEB-Reaktionspfade alleine die Barrieren tiberschatzen, besitzen die an-
ionischen Ubergangszustande der Additionsreaktion der Inhibitoren mit X=H und
X=F eine geschitzte relative Energie mit vergleichbaren Abweichungen von ca. 2
kcal/mol zu den identifizierten Int-Geometrien. Die durchgeftihrten Berechnun-
gen zeigen, dass die Substituenten X=H und X=F im Vergleich zum Brom die
anionischen Geometrien der nicht-kovalenten Enzym-Inhibitor-Komplexe jedoch
mangelhaft bis ausreichend stabilisieren kénnen. Zusatzlich liegt die geschatz-
te Energiedifferenz zwischen den Geometrien Int* und Int unter der moglichen
Fehlergrenze der Berechnungen (ca. 3-4 kcal/mol). Aus diesem Grund misslang
die Optimierung in Richtung der metastabilen anionischen Geometrien Int* mit
Hilfe der CI-NEB-Dimer-Methodik im Fall der VS-Inhibitoren K777-X mit X=H und
X=F.

Der direkte Vergleich der geometrischen Parameter der nicht-kovalenten Enzym-
Inhibitor-Komplexe fiir den Inhibitor K777-F aus den XP-Berechnungen mit sol-
chen aus den NP-Berechnungen lasst darauf schliefSen, dass die Geometrien der
Enzym-Inhibitor-Komplexe der XP-Berechnung nur die lokalen Minima mit der
verzerrten Geometrie des Inhibitors auf der PES darstellen und die Gesamtin-
formation tber die Barrieren der Reaktion durch die Ergebnisse aus der NP-
Berechnung ergianzt werden sollten (Abbildung 19).

Zusammenfassend sagen die Berechnungen fiir die reaktiven Kopfgruppen der
Substanzklasse der halogenierten Vinylsulfone K777-X (X=Br, Cl und F) im Ver-

IBioaktive Konformationen sind Geometrien der nicht-kovalenten Enzym-Inhibitor-Komplexe,
aus welchen die chemische Reaktion im Enzym am giinstigsten stattfinden kann. 3°!
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gleich zur Leitstruktur des Vinylsulfon-Inhibitors K11777" deutlich geringere
exotherme Additionsreaktionen im aktiven Zentrum von Rhodesain voraus. ' Dar-
uberhinaus konnte anhand der QM/MM-Berechnungen ein experimentell ge-
messenen verlangsamten Verlauf der reversiblen Inhibition im Falle von X=F
(Inhibitor K777-X) durch die relativ erhéhte Reaktionsbarriere im Vergleich zur
Leitstruktur erklart werden (Abbildungen 16 und 17). Dieser Inhibitor dient zu-
nachst als ein erfolgreich selektiertes reaktives Gertist des neuen Inhibitors K777-
X-S3 mit X=F und S3=4-Pyridyl (K777-F-Pyr), welcher mit Hilfe des Docking-
Experiments (Schritt III durch die Arbeitsgruppe Prof.Dr. T. Schirmeister) deut-
lich verbessert werden konnte.® 28! Die Affinitit des durch Docking verbesserten
VS-Inhibitors mit Fluor als Substituent durch die eingefiihrte Seitenkette S3=4-
Pyridyl (4-Pyridyl-Phenylalanyl-Homophenylalanyl-(Phenyl)-a-F-Vinylsulfon, Ab-
bildung 8) stieg im Rhodesain von 190 nM zu 32 nM (Schritt IV, experimenteller
Teil). 28! Gleichzeitig konnte durch die QM/MM-Berechnungen in Schritt IV gezeigt
werden, dass die Reaktion der reaktiven Kopfgruppe im neuen Inhibitor immer
noch eine kovalent-reversible Hemmung von Rhodesain darstellt, auch wenn die
Erkennungseinheit gedndert wurde. Hierfiir kann man die beiden Reaktionspro-
file der NP-Berechnungen, die in Abbildungen 17 und 18 gezeigt sind, verglei-
chen. Die beiden fluorierten VS-Inhibitoren weisen eine Ahnlichkeit beziiglich der
Barrierenh6he und der Reaktionsenergie auf. Der fluorierte Vinylsulfon-Inhibitor
K777-F wurde somit als ein neuer kovalent-reversibler Vinylsulfon-Inhibitor der
Cysteinprotease Rhodesain erfolgreich eingefiigt. !

Die detaillierte Beschreibung der hier vorliegenden Arbeit gliedert sich wie folgt:
Nach einer Einfiihrung in den Themenkomplex zur Entwicklung mafigeschneider-
ter kovalent-reversibler Inhibitoren in Kapitel 1 folgen die grundlegenden Inhalte
uber die Struktur der untersuchten biomolekularen Systeme GM II und Rhode-
sain im Kapitel 2. Kapitel 2 versucht einen Uberblick iiber den aktuellen Kenntnis-
stand der Inhibitionsentwicklung fiir die Enzyme GM II und Rhodesain zu geben
und prasentiert die eigenen Ziele der Arbeit. Die Inhibitionsmechanismen dieser
Biomolektile durch ihre niedermolekularen Inhibitoren wurden mit Hilfe vielfal-
tiger theoretischer Methoden untersucht. Die mathematischen Grundlagen der
verwendeten Methoden sind im Kapitel 3 grundlegend dargestellt. Eine Sektion
am Ende dieses Kapitels beschreibt die verwendeten Programmpakete innerhalb
dieser Arbeit. In den Kapiteln 4 und 5 werden die Ergebnisse zur Untersuchung
der Systeme GM II und Rhodesain dargestellt und diskutiert. Fuir ein konsisten-
tes Vorgehen wurde fiir alle Berechnungen das in-house entwickelte Protokoll!®!
zum rationalen Design verwendet. Die jeweiligen QM/MM Berechnungen sind
einschliefllich der Informationen zur Praparation der Systeme jeweils ausftihrlich
dargestellt. Im Kapitel 6 werden die Zusatzinformationen der Berechnungen und

die verwendeten Skripte (und Programme) als Appendix dargelegt.

XVIII
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Abbildung 12: Potentialfléiche (PES) der Inhibitionsreaktion von K11777 (K777,
X=H). QM-Berechnungen wurden mit RI33B4B5BLypi36IIS7 /def TZVPPSISY qurch-
gefiihrt. Der rote Pfeil: Richtung der Additionsreaktion. Der schwarze Pfeil: Richtung

der Berechnung.
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Abbildung 13: PES fiir den Additionsreaktionpfad des Inhibitors K777-F (K777-
X mit X=F). QM-Berechnungen wurden mit RI"*?/13485B1 ypl361137] / qef- TZVPI38139),
Der rote Pfeil: Richtung der Additionsreaktion. Der schwarze Pfeil: Richtung der
Berechnung.
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(AEpga=23,1 keal/mol)

E*piac=18,9 keal/mo,

0,0 kcal/mol

Abbildung 14: Schematische Darstellung der PES: ein Schnitt durch die PES ent-
lang des Minimumenergiepfades (MEP) der Inhibitionsreaktion von K11777 (K777-

X, X=H).
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Abbildung 15: Schematische Darstellung der PES: ein Schnitt durch die Fléiche ent-
lang des Minimumenergiepfades (MEP) der Inhibitionsrealktion von Inhibitor K777-F

(K777-X, X=F).
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Abbildung 16: PES der Additionsreaktion des Inhibitors K11777 (K777-X mit X=H)
Blauer Pfeil: Richtung der Berechnung und gleichzeitig Richtung des Realktionsab-
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Abbildung 17: PES der Additionsreaktion des Inhibitors K777-F. Blauer Pfeil: Rich-
tung der Berechnung und gleichzeitig Richtung des Reaktionsablauifs.
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Abbildung 18: PES der Additionsreaktion des Inhibitors K777-X-S3 mit X=F und

S3=4-Pyridyl. Schwarzer Pfeil: Richtung der Berechnung und Richtung des Realti-
onsablaufs.
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The development of tailored protein ligands is an integral part of different sci-
entific disciplines, such as drug development. The present thesis is concerned
with the reversible inhibition in the form of covalently bound enzyme-inhibitor
complexes of the human Golgi a-mannosidase II (GM II) and the cysteine protease
rhodesain. Both enzymes are promising targets in the fight against two very dif-
ferent diseases. On the one hand the Golgi a-mannosidase in the treatment of
tumor progression!!!?! and on the other hand the cysteine protease rhodesain in
the treatment of African sleeping sickness®™, The work on the two enzymes is
divided into two sub-projects.

The development of tailor-made covalent-reversible inhibitors for the mentioned
enzymes was carried out within the framework of an in-house developed protocol
for the rational design of covalent inhibitors (diagramm 20). ®16117]

Figure 20: The in-house developed protocol for the rational design of covalent in-
hibitors’®. Essentially, the four steps of a cycle between experimental and theore-
tical investigation are described. The detailed description can be found in the text.

). 0.4



Abstract

This protocol is based on a mutually supportive collaboration between theory and
experiment. The present work deals with the theoretical investigations using the
quantum mechanical (QM [8) as well as the combined quantum mechanical/mole-
cular mechanical (QM/MM 101111y methods for the mentioned enzymes. In a
first step of the protocol, screening procedures are applied. In a screening, lead
structures are evaluated, initially in solution (Step I in figure 20), for further in-
vestigation in the enzyme (Step II in figure 20). Thus, the inhibitors for which
the experimental measurement or theoretical docking data are available can be
considered as a lead structure. By screening using the quantum mechanical (QM
model) method, a series of inhibitors can be designed according to a consistently
changing pattern and analyzed for binding parameters (Step I, theory in bold).
These parameters are reaction energies and reaction barrier heights of an inhi-
bition reaction. In this consideration, reaction energies are determined quantum
mechanically in the Born-Oppenheimer (BO) approximation and within the frame-
work of the concept of potential energy surfaces (hereafter PES for potential energy
surface) as relative energies between the optimized geometries of the products and
the reactants on a potential energy surface for the inhibition reaction. The reac-
tion barrier heights are estimated by the relative energies between the geometries
of the reactants and the intermediates or transition states. The inhibition reac-
tion is understood as meaning a chemical reaction involving the formation of a
covalent bond between the inhibitor molecule and the amino acids in the active
pocket of an enzyme. For Step I, the active site amino acids are approximated by
small molecules such as acetic acid and methanethiol. In this consideration, the
covalently reversible inhibitors should only exhibit slightly exothermic reactions
with relative energies (= AEg, reaction energies, which are presented in detail in
figures 4.5 and 5.1 of the main part) in the range -5 to -10 kcal/mol. Meanwhile,
the experimental part provides the synthesis of the new inhibitors and evidence
of the covalent bond using mass spectrometric measurements (Step I, experiment
in bold). The suitable candidates from the first step of the protocol, i.e. inhibitors
with desired binding parameters, are analyzed by the QM/MM calculations in the
enzyme (Step II, theory in bold) and by the experimental measurements on the
enzyme-inhibitor complexes in assays (Step II, experiment in bold). The studies
for stage II of the protocol include the calculations of reaction profiles and mini-
mum energy reaction pathways (MEPs)!'?! for the chemical reactions of inhibitors
in the target enzyme!®®P!3l Detailed descriptions of the reactant and product
situations of calculated inhibition reactions in the enzyme are shown in Figure
26, as well as in the main part in Figures 4.8 and 5.9. A path of minimum po-
tential energy connecting two minima (here reactant and product) represents a
reaction profile for a chemical reaction. In the present work, this is also referred

to as a minimum energy pathway (MEP)!!'?!, The latter can be represented by the
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Abstract

Nudged Elastic Band (NEB!'¥!'3) method and with the help of potential energy
surfaces!!3. The reversibility of the inhibitors was analysed and discussed on the
basis of the calculated chemical reactions in the form of created reaction profiles.
Protein-ligand docking (Step III) is used to screen variable recognition units of
the new inhibitors. The results of the investigations from the third step provide
information on the further development of the selected inhibitors. The final stage
of the in-house protocol is reexamination of the optimized inhibitors using theory
and experiment (Step IV). The theoretical investigation using QM/MM calculations
verifies whether the inhibition reaction of the reactive head group after changing
the recognition unit of the inhibitor can still proceed effectively and according to
the same mechanism with the active site of the enzyme. Similar to Step II, the
experimental investigation provides measurable results of the inhibition with re-
gard to the binding properties and the formation of the by-products.

The investigations on the Mannosidase GM II system were carried out in coo-
peration with the working groups of Prof.Dr. J. Seibel'® and Prof.Dr. T. Schirmeis-
ter!!”l. The lead structure for the development of the covalently reversible inhibitor
is the cyclic O,0-acetal inhibitor (determined by the working group of Prof.Dr. J.
Seibel using docking experiments on the S-L-anhydrogulose, inhibitor 1 in figure
21).

For the first step in the protocol, the results of the theoretical study provide the
suitable candidate from a total of 22 modeled inhibitors (see also table 4.3) for the
reversible inhibition of mannosidase GM II by the formation of a covalent bond.
These include the thermodynamic model calculations of the inhibition reaction,
which provide the reaction energies (AEg,, figure 22) for all screening candidates.
The inhibition reaction is modeled in this step as the addition reaction of an acetic
acid to the inhibitor candidate molecule (figure 22).

A thermoneutral description of the reaction (AEg, = 0.2 kcal/mol) with acetic acid
results for the lead structure (= inhibitor No.1) and serves as a reference in the
following. The inhibitor No.7 (the cyclic N,O-acetal inhibitor) shows a slightly
exothermic reaction with -7.7 kcal/mol and thus a better driving force of the
investigated reaction compared to the reference. The two inhibitors were then
examined for Step II of the protocol, in which an analysis of the reaction profiles
in the enzyme was performed using the QM /MM methodology. The results of the
second part of the study show that the cyclic N,O-acetal inhibitor should have a
significantly better affinity for the active side of the GM II compared to its lead
structure. This is also reflected in the significantly higher driving force of the
inhibition reaction of approx. -13 kcal/mol. This energy contribution is small
enough to ensure the reversibility of the inhibition reaction. This also means that
the N,O-acetal inhibitor should cause a significantly stronger inhibition compared

to the reference structure. Taking into account that the reactions should only be
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slightly exothermic according to calculation, the possibility of a reversible covalent
inhibition is obtained. In summary, this part of the work, which was carried out
by the QM- and QM/MM calculations, provides a reactive molecular scaffold with
the desired properties. The experimental investigations with regard to Step II of

the in-house protocol have not yet been carried out.
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Figure 21: Schematic representation up to the development of the covalent-
reversible inhibitor no. 7 (the cyclic N,O-acetal inhibitor) for the enzyme mannosi-
dase GM II.

The theoretical investigations (MD simulations on the enzyme-inhibitor complex)
also enabled the lead structure and the new inhibitor to be found in a conforma-
tion suitable for complex formation. The reversibly acting acetal inhibitors are
located in the active side in an energetically higher twist-boat conformation and,
with two bonds formed to the structural Zn** ion, favor the octahedral coordina-
tion in the enzyme (shown by the hydroxyl groups of the C2 and C3 carbon atoms
as a 2D representation in figure 21 and as a 3D representation in figure 23).

As part of this work, NEB (nudged elastic band!!%!, figure 24) calculations were
performed to determine minimum energy paths (hereinafter MEP for minimum
energy path). This provided additional insights into the calculation of reaction
mechanisms with 2- and 3-dimensional scans. Also in the description of proton
transfer reactions"® according to Grotthuss, which correspond to a reversal of

the covalent bonds!'®!, geometries for the individual steps are obtained here and
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thus a detailed description of the process (figure 26).
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Figure 22: Schematic representation for the calculation of the reaction energies
(thermodynamics) of the inhibition reaction of the enzyme mannosidase GM II in-
vestigated for the screening step by the QM calculations in aqueous environment.
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Figure 23: Comparison of the non-covalent enzyme-inhibitor complexes

a) before the MD simulation (from docking): no coordination with the Zn** ion pos-
sible and b) after the MD simulation: coordination of the ligand to the Zn®* ion is
accessible through the hydroxy groups of C2 and C3 atoms.

Asp92

The mechanism of inhibition of GM II by the lead structure involves a water-
catalyzed (or water-mediated) ring-opening step in the pocket of the enzyme (fi-
gure 26). The proton transfer test calculations have shown that proton transfer
across one or more water molecules does not occur spontaneously using standard
PES calculations (just by varying the bond distances OD2-C1 and O6-H, figure
6.9). The calculation of the MEP by creating a 3-dimensional potential energy
surface can only provide meaningful results if the proton transfer from the as-
partate Asp341 to the inhibitor via two water moelcules is explicitly taken into

account (figure 4.26). In this case, the calculation of the PES is not standard
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and requires an additional variation of the O-H bond distances of the molecules
involved in the proton transfer. The details for the additional variation of the bond
distances O-H in the calculation of the 3-dimensional PES have been provided by
the NEB calculations. The NEB!'¥112! formalism turned out to be more suitable
for the description of these complex reaction coordinates and was mainly used
in this work for this reason. The calculation of the proton transfer during an
inhibition reaction by two water molecules with the NEB method has determined
the MEP, which initially could not be determined on the basis of a 3-dimensional
scan. Such QM/MM calculations were carried out for the first time within the
framework of the in-house protocol. This proton transfer is consistent with the
Grotthus mechanism and can be plausibly understood from a folding mechanism
approach!'¥ (figure 26).

With the help of the NEB!'¥112l method, it is possible to determine MEPs effectively
and relatively fast. Both the geometries along the path and the individual relative
energies are obtained (figure 24). In order to verify the found transition states (in
the following TS for transition state), the individual structures were further in-
vestigated with the help of normal mode analysis and could be confirmed (figures
4.24 und 4.25).

The MEP calculations for inhibitor No.1 allow the establishment of a protocol for
the calculation a reaction pathway over several molecules, which is subsequently
applied to calculate the MEP for inhibitor No.7. In its simple form, the protocol in-
volves determining the ,two-end“ components of a chemical reaction - geometries
of reactant and product. If this concerns a reaction that takes place over several
molecules, e.g. water molecules or their network, the task becomes more complex.
In this case, a calculation using the NEB module is much more productive than
characterization using the 3-dimensional PES. The advantage lies in the collective
description of the reaction coordinates, so the decisive reaction coordinates and
variables for carrying out scans do not have to be determined individually. Nev-
ertheless, complex reaction coordinates can also lead to convergence problems or
lengthy optimisation cycles. In this work, the CI-NEB version 2?1521 of the NEB
method!'* was used (CI for climbing image!'®). The possible transition state (TS)
was optimised using the dimer method 221231124121l giarting from the projected CI
geometry (mentioned in the following as CI'®-NEB!4-Dimer?* method).

As a further result, the MEP calculations performed provide insights into the
catalytic properties of the water molecules for the proton transfer mechanism ac-
cording to Grotthus. The data show that the barrier becomes lowest when two
water molecules are involved in the proton transfer (data series 6 in the 4.12 dia-
gram). When only one or no water molecule catalyses the ring opening, the barrier
increases to 12 and 17 kcal/mol (data series 2 and 3 in the 4.12 diagram).

The investigation in this part of the work also provides insights into the nucle-
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ophilic substitution of the full acetals in the enzyme pocket of GM II. The calcula-
tions indicate that the full acetal inhibitors are activated by water molecules in the
pocket. The formed hydrogen bonds favour the geometry of the enzyme-inhibitor
complex. This promotes the ring opening reaction simultaneously with the nuc-
leophilic attack of the aspartate residue on the C1 atom of the inhibitor (figure
4.12). In the case of the mixed acetal inhibitor, on the other hand, the driving
force is already significantly increased by the introduction of the nitrogen atom.
Due to the properly arranged Grotthus water molecules, the barrier of proton
transfer through the aspartate-aspartate system of the GM II (Asp341/Asp240) is
secon-dary in this case. If one considers the vibrational motion along the imag-
inary modes of the transition states, these are similar in both E-I complexes (cf.
figures 25 and 4.25). Here, a synergistic movement of the bond distances OD2-
C1-06 (inhibitor No. 1) and OD2-C1-N (inhibitor No. 7), respectively, is observed.
The mechanism of nucleophilic substitution that takes place during the inhibition
reaction of GM II by the inhibitors studied can thus be classified according to the
IUPAC nomenclature by DyAy 29,

QM/MM NEB (Nudged Elastic Band)

barrier high:
12.5 keal/mol

imaginary frequency : -11.3 cm™ roduct
reactant ginaryfrequency P

Figure 24: Schematic representation of the method for determining the barrier
height using the example of inhibition of GM II by inhibitor no. 1 (3-L-anhydrogulose).
Through the calculated geometries of the reactant and the product, the MEP of the
reaction is determined using CI-NEB optimization?/!1%/21l ' The transition state (TS)
is optimized using the dimer method 221231241211 A frequency calculation is used
to prove the correctness of the transition state found in this way. If an imaginary
Jrequency is obtained here for the first mode, this confirms the TS.



Abstract

Figure 25: Normal vibration mode (see animation in pdf format) of the transition
state of the enzyme-inhibitor complex GM II-inhibitor No.7 with the imaginary fre-
quency of -100,76 cm™! calculated with the CI-NEB dimer methodology within the
OM/MM formalism. The images of the animation were shown using the Molden
package'?9,
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Figure 26: Schematic representation of the reaction mechanism DyAy'2? for the
inhibition reaction of mannosidase GM II with inhibitor No.1. Two water molecules
(a network of hydrogen bonds) initiate the proton transfer. 1: the non-covalent
enzyme-inhibitor complex. 2: Path of proton transfer. 3: Transitional state with the
OCI character. 4: Representation of the covalent enzyme-inhibitor complex. The
colour coding shows in blue the part that was described as the QM part in the

calculations and the areas shown in green were described with MM. The atoms
shown in red imply the essential changes of the reaction coordinates on a reaction

profile.
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The development of the covalent-reversible inhibitors for the enzyme rhodesain
was carried out in cooperation with the working group Prof.Dr. T. Schirmeis-
ter!'”l. The lead structure for the development of the new covalent-reversible vinyl-
sulfone inhibitor 4-pyridyl-phenylalanyl-homophenylalanyl-a-fluoro-phenylvinyl
sulfone!® in this project is the covalent-irreversible binding inhibitor K77727, for

which crystallographic data (here as K11777%) are known (figure 27).
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Figure 27: Schematic representation for the development of the covalent-reversible
inhibitor for the enzyme rhodesain.

In the protocol (figure 20), a series of inhibitors were investigated in which a a-H
atom of the vinyl sulfone unit (hereafter VS for vinyl sulfone) was substituted by

various groups X (figure 28). They are abbreviated as K777-X in the following.
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Figure 28: Mechanistic routes of the VS warhead of the inhibitor K11777 with a
variable X substituent through the nucleophilic attack of methylthiol. In the calcu-
lations, the methyl group was used for R.
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For the initially proposed cyano substituent (CN) in a VS inhibitor (figure 29),
calculations in a polar solvent revealed a relatively low reaction energy, i.e. a
reversible reaction was predicted. This was confirmed experimentally. However,
the theoretical and experimental results of Step II (reaction with enzyme, figure
20) contradict each other. While weak reversible inhibition was found experimen-
tally, the calculations did not predict any inhibition. In fact, it was subsequently
shown that the inhibition found experimentally is non-competitive, i.e. does not
take place in the active pocket. Within the framework of the protocol, however,
only the competitively interacting inhibitors are evaluated. At this point, the data
on the reversibility of the inhibition (reaction in the active site) obtained using
theoretical methods cannot be compared with the results from the experimental
investigations (reaction outside the active site).?® The switch from CN to halogens
finally led to the development of a new range of VS-based inhibitors. The calcula-
tions of reaction energies in solution and in the enzyme have predicted reversible
inhibition for these inhibitors. However, a simple addition reaction is found at the
double bond of the vinyl sulfone group. For X=CN, a Sy2 reaction was assumed.
For X=Br, it was found that an HBr molecule splits off after the addition, so that
the inhibition is irreversible in totall (figure 30). Since the substitution reaction is
an irreversible process and the release of hydrogen bromide could be confirmed
by the experimental investigations, fluorine seems to be a suitable substituent
(X=F).
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Figure 29: Reaction scheme of the reversible VS inhibitor with the cyano substituent.
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Figure 30: Reaction scheme of the irreversible VS inhibitor with the bromide sub-
stituent.
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Here, a clearly better inhibition could also be measured experimentally. There-
fore, the calculations in the enzyme were carried out and analysed for systems
with the inhibitors K777-X with X=F and X=H (K777-F and K777-H inhibitor). In
the present work, an attempt was made to demonstrate the reversibility of the
K777-F inhibitor against the irreversibility of the K777-H inhibitor through the
quantum mechanical calculations within the protocol.

The QM/MM calculations are divided into two areas. First, the reaction profile
(also reaction path) of the addition reaction of the K777-X inhibitor to the active
pocket of Rhodesain was calculated starting from the existing crystal structure
(PDB-file). In the following, this partial result is referred to as XP calculation
(hereafter XP for X-ray path). The detailed description of the reaction coordinates
to start the QM /MM calculation is schematically shown in figure 5.9. All four
PES (X=H, F, Br and C]) have in principle the same shape. However, there are
differences in the calculated reaction energies of the addition reaction (-20, -16,
-10 and -11 kcal/mol). The reaction energies of the substituents bromine and
chlorine correspond to the range for reversible reactions (approx. -10 kcal/mol),
whereby fluorine with -16 kcal/mol represents a borderline case.!® But in spite of
that, the contours of the two PES (X=H vs. X=F) are very similar: in both cases,
no minimum is found for the anionic intermediate (Figures 31 and 32). In the
potential hyperplane for X=F, the barrier of the back reaction between the inter-
mediate and the non-covalent complex increases to about 5 kcal/mol, and the
back reaction is slightly exothermic compared to the X=H with about 1.5 kcal/-
mol. The altered relationship between the height of the reaction barrier and the
amount of reaction energy (the transition from endothermic to the exothermic re-
action) on this section of the PES could contribute to the overall reversibility of
the reaction. The reversibility of the inhibitor with the substituent fluorine can
be explained at this step of the investigation by lowering the reaction energy of
the addition reaction to about 16 kcal/mol, because irreversible reactions were
previously associated with much higher reaction energies. 29 13115]

The obtained non-covalent enzyme-inhibitor complexes of the XP calculations
were further used in a second partial result by calculating the reaction path of the
addition reaction of the K777-X inhibitor from the non-covalent enzyme-inhibitor
complex towards the covalent enzyme-inhibitor complex. In the following, this
partial result is referred to as NP calculation (NP for non-covalent pathway). The
representation of the reaction coordinates at the start of the QM /MM calculation
is shown in Figure 5.10.

Calculation of the reaction profiles of the addition reaction of the VS inhibitor for
X=H and X=F at the a carbon atom of the VS head group gave consistent results
in terms of the reaction energies (figures 31 - 36). Similar to the XP calculations,

the tendency of lowering the reaction energy from -7 kcal/mol (X=H) to -4.3 (X=F)

XXXVI
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and -0.9 kcal/mol (X=Br) was also observed. The potential hypersurfaces (PESs)
are shown in 35, 36 and 5.28. The thermodynamics of the addition reaction was
affected by changing the substituent X from H to F in the VS head group of the
K777-X inhibitor by obtaining the lower energy difference between the reactants
and the products. For both parts of the work (XP and NP calculations), this im-
plied a change from an irreversible to a reversible course in the description of the
reaction profiles.

Considering that the inhibitor K11777 is an irreversible inhibitor by the addi-
tion reaction, the calculated reaction energy of -7 kcal/mol in this approach is
much lower than expected.!®!!3! The previous QM and QM/MM calculations (see
Figures 5.2 and 31) predicted much higher reaction energies for the irreversible
inhibitors. At this point, a discrepancy occurs between the results of the NP calcu-
lations and the QM calculations performed on the VS inhibitors in solution. Also
in the halogen series of the VS inhibitors K777-X, the reaction energy of the addi-
tion energy is clearly underestimated when the QM/MM calculations are carried
out according to the NP approach. The almost thermoneutral addition reaction of
the bromine-substituted inhibitor K777-Br and the too low reaction energy of the
irreversible inhibitor (K11777) suggest that the correct representation of reaction
energies cannot be achieved by the NP approach.

The results of the second part of the paper (NP calculations) provide not only
the consistently lower reaction energies (thermodynamics) but also the higher
reaction barriers of the addition reaction compared to the results of the XP calcu-
lations. The changes in the reaction barriers in the NP approach show additional
discrepancies when calculated and compared using the PES scan and CI-NEB
dimer methodologies, respectively. While the barrier of the irreversible inhibitor
K11777 is approx. 11 kcal/mol with the NEB approach and is only 4 kcal/mol
higher by the PES scan, the situation is reversed for the transition to fluorine as
substituent: by the NEB calculation, the barrier is approx. 18 kcal/mol and by
the PES scan, the barrier is 4 kcal/mol lower.

To examine the results of the NP calculations, these QM/MM calculations were
carried out repeatedly. In the two newly performed calculations for the inhibitors
K777-X with X=H and X=F, only very small deviations were found, which are
smaller than the errors of the calculation. The starting structures for the cal-
culation of the MEP (QM/MM system, see details) came from the MD simulation
performed again on the geometry of the non-covalent enzyme-inhibitor complex,
which resulted in the XP calculation. The total duration of the MD simulation was
chosen to be 9 ns, which provided a total of 900 start structures along the sim-
ulation. The calculation gave the reaction energy of -8.4 kcal/mol (-7.0 kcal/mol
as the first result) and the relative energy of the Int complex of 13.2 kcal/mol.
Thus, the barrier of the back reaction to release the inhibitor K11777 (X=H) in
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the form of a non-covalent enzyme-inhibitor complex is a value of 21.6 kcal/mol.
In an analogous procedure, the evaluation of the NP calculation for the inhibitor
K777-X with X=F was carried out. The reaction energies in the two calculations
differ in a marginal decrease to the values of -2.9 kcal/mol and -3.3 kcal/mol
(-4.3 kcal/mol as the first result). Both calculations also provide the relatively
small increases in the reaction barrier to the values of 19.8 kcal/mol and 20.9
kcal/mol.

For the inhibitors K777-X with X=H and X=F, the barriers found correspond to a
distorted conformation of the non-covalent enzyme-inhibitor complex, which can
be described as a bioactive conformation?®. The anionic transition state Int *, often
referred to in the literature as an anionic intermediate®3% of the addition reac-
tion, was identified only for the inhibitor with the bromine substituent (K777-X
with X=Br). Since the transition state (Int* with the relative energy of 11.1 kcal/-
mol) is only 1.5 kcal/mol above the bioactive conformation (Int with the relative
energy of 12.6 kcal/mol) and the NEB reaction pathways alone overestimate the
barriers, the anionic transition states of the addition reaction of the inhibitors
with X=H and X=F have an estimated relative energy with comparable deviations
of ca. 2 kcal/mol to the identified Int geometries. The calculations carried out
showed that the substituents X=H and X=F can, however, stabilise the anionic
geometries of the non-covalent enzyme-inhibitor complexes poorly to sufficiently
compared to the bromide. In addition, the estimated energy difference between
the Int* and Int geometries is below the possible error limit of the calculations
(about 3-4 kcal/mol). For this reason, the optimisation towards the metastable
anionic geometries Int* using the CI-NEB dimer methodology failed in the case of
the VS inhibitors K777-X with X=H and X=F.

The direct comparison of the geometrical parameters of the non-covalent enzyme-
inhibitor complexes from the XP calculations with those from the NP calculations
suggests that the geometries of the enzyme-inhibitor complexes of the XP calcu-
lation represent only the local minima with the distorted geometry of the inhibitor
on the PES and the overall information about the barriers of the reaction should
be complemented by the results from the NP calculation (Figure 38).

In summary, the calculations for the reactive head groups of the substance class
of halogenated vinyl sulfones K777-X (X=Br, Cl and F) predict a significantly lower
exothermic addition reaction in the active site of rhodesain compared to the lead
structure of the vinyl sulfone inhibitor K11777.! Furthermore, based on the
QM/MM calculations, an experimentally measured slowed course of reversible
inhibition in the case of X=F (inhibitor K777-X) could be explained by the rela-

tively increased reaction barrier compared to the lead structure (Figures 35 and

2Bioactive conformations are geometries of the non-covalent enzyme inhibitor complexes from
which the chemical reaction in the enzyme can take place most favorably. *°!
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36). This inhibitor initially serves as a successfully selected reactive scaffold of the
new inhibitor K777-X-S3 with X=F and S3=4-Pyridyl (K777-F-Pyr), which could be
significantly improved by means of the docking experiment (Step III by the working
group of Prof.Dr. T. Schirmeister).®?®! The affinity of the docking-improved VS
inhibitor with fluorine as substituent by the introduced side chain S3=4-pyridyl
(4-pyridyl-phenylalanyl-homophenylalanyl-(phenyl)- a-F-vinylsulfone, Figure 27)
increased in rhodesain from 190 nM to 32 nM (Step IV, experimental part). 28
At the same time, the QM /MM calculations in Step IV showed that the reaction of
the reactive head group in the new inhibitor still represents a covalent-reversible
inhibition of rhodesain, even if the recognition unit was changed. For this, one
can compare the two reaction profiles of the NP calculations shown in figures
36 and 37. The two fluorinated VS inhibitors show similarity in terms of barrier
height and reaction energy. The fluorinated vinyl sulfone inhibitor K777-F was
thus successfully introduced as a new covalent-reversible vinyl sulfone inhibitor
of the cysteine protease rhodesain.

The detailed description of the work presented here is structured as follows: Af-
ter an introduction to the complex of topics on the development of customised
covalent-reversible inhibitors in chapter 1, the basic content on the structure
of the investigated biomolecular systems GM II and rhodesain follows in chap-
ter 2. Chapter 2 attempts to give an overview of the current state of knowledge
of inhibition development for the enzymes GM II and rhodesain and presents the
thesis’ own aims. The inhibition mechanisms of these biomolecules by their small-
molecule inhibitors were investigated with the help of diverse theoretical methods.
The mathematical foundations of the methods used are fundamentally presented
in the chapter 3. A section at the end of this chapter describes the programme
packages used within this thesis. In the chapters 4 and 5 the results for the in-
vestigation of the systems GM II and Rhodesain are presented and discussed. For
a consistent procedure, the in-house developed protocol® for rational design was
used for all calculations. The respective QM/MM calculations are presented in
detail including the information on the preparation of the systems. In the chapter
6 the additional information of the calculations and the scripts (and programmes)

used are presented as an appendix.
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Potential surface (PES) of the inhibition reaction of K11777 (K777,
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Figure 33: Schematic representation of the PES: a section through the PES along the
minimum energy pathway (MEP) of the inhibition reaction of K11777 (K777, X=H).
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Figure 34: Schematic representation of the PES: a section through the area along
the minimum energy path (MEP) of the inhibition reaction of the inhibitor K777-F
(K777-X, X=F).
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Figure 35: PES of the addition reaction of the inhibitor K11777 (K777 with X = H).
The blue arrow: direction of the calculation and at the same time direction of the
reaction process.
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Figure 36: PES of the addition reaction of the inhibitor K777-F. The blue arrow:
direction of the calculation and at the same time direction of the reaction process.
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Figure 37: PES of the addition reaction of the inhibitor K777-F-S3 with X=F and

S3=4-Pyridyl. The blue arrow: direction of the calculation and at the same time
direction of the reaction process.
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Einleitung und Methoden






kepter 12 Einflihrung in das Konzept
kovalent-reversibler Inhibitoren und

das in-house Protokoll zum rationalen
Design

Ein Proteinligand oder Inhibitor besteht je nach Art aus einer Erkennungsein-
heit (Abbildung 1.1), dem Teil des Molekiils mit den funktionellen Gruppen, die
nicht-kovalente Wechselwirkungen (wie z.B. Wasserstoftfbriickenbindungen, Salz-
briicken oder ionische Wechselwirkungen, Van-der-Waals-(VdW)- und hydropho-
be Wechselwirkungen) % zu dem Zielenzym ausbilden kann. Sogenannte kovalen-
te Inhibitoren besitzen zusétzlich eine reaktive Kopfgruppe (wie z.B. Keto-, Epoxy-
und andere elektrophile Gruppen), die durch den nukleophilen Aminosiurerest
angegriffen werden kann und somit die kovalente Verkntipfung zu dem Zielenzym

sicherstellen kann.

II

H-Briicken Salzbriicke

Enzym (Protein)

Enzym (Protein)

Abbildung 1.1: Schematische Darstellung fiir die Ausbildung von Enzym-Inhibitor-
Komplexen. Der Inhibitor (Proteinligand) besteht aus einer Erkennungseinheit (ei-
ne Passform und funktionelle Gruppen mit nicht-kovalenten Wechselwirkungen in
der aktiven Tasche des Enzyms) und einer reaktiven Kopfgruppe (Doppelbindung
mit einem X-Substituent). I: Ausbildung eines nicht-kovalenten Enzym-Inhibitor-
Komplexes durch die Wechselwirkungen des Zielenzyms mit den Gruppen der Er-
kennungseinheit. 1I: Ausbildung des kovalenten Enzym-Inhibitor-Komplexes aus
dem nicht-kovalenten Enzym-Inhibitor-Komplex infolge einer chemischen Realtion
zwischen dem nulkleophilen Aminosdurerest und der elektrophilen Gruppe der re-
aktiven Kopfgruppe.

Man unterscheidet zwischen den nicht-kovalenten und kovalenten Proteinligan-
den. Erstere interagieren ausschlielich durch die nicht-kovalenten Protein-Ligand-
Wechselwirkungen mit den Aminosaureresten des Zielenzyms in dem sogenann-
ten nicht-kovalenten Enzym-Inhibitor-Komplex (E---I) und somit nur reversi-

bel an die Funktion des Zielenzym binden kénnen. Die kovalenten Inhibitoren
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oder Proteinliganden bilden dagegen, meistens aus dem nicht-kovalenten Enzym-

Inhibitor-Komplex heraus, durch eine chemische Reaktion eine kovalente Bin-

dung zu dem Zielprotein aus. Durch den so gebildeten kovalenten Enzym-Inhibitor
Komplex (E-I) resultiert meistens eine irreversible Hemmung des Zielenzyms.
Bereits Ende des 19. Jahrhunderts, in den Anfangen der chemischen Thermo-
dynamik wurden reversible chemische Reaktionen durch A.W. Williamson in den
ersten Untersuchungen zur Ether-Synthese bestétigt und das chemische Gleich-
gewicht postuliert. Solche reversiblen chemischen Reaktionen erdéfflnen eine voll-
kommen neue Méglichkeit zur Arzneimittelentwicklung, denn die Inhibitoren, die
zu der nicht-kovalenten Starke ihrer Wirkung einen Zusatzbeitrag aus der rever-
siblen chemischen Reaktion erhalten, zeigen haufig einen hoheren Wirkungsgrad
der Hemmung eines Zielenzyms als nicht-kovalente Proteinliganden.

Kovalente Liganden haben aufgrund vielfaltiger Vorteile in den letzten Jahren
in der akademischen, aber auch in der industriellen Forschung an Bedeutung
gewonnen. ** Bisher wurden jedoch die meisten kovalenten Liganden zufillig ge-
funden (Abbildung 1.2), nicht zuletzt weil die Werkzeuge fiir ihr rationales De-
sign oder ihr de novo Design nicht so gut ausgearbeitet und etabliert sind wie die
Methoden, die fiir die rationale Entwicklung nicht-kovalenter Liganden zur Verfii-
gung stehen. Im Rahmen der rationalen Arzneistofffindung der Kinase-Inhibitoren
beobachtet man einen Wiedereinstieg der kovalenten Wirkstoffe, basierend auf
den zuvor entwickelten nicht-kovalenten Kinase-Inhibitoren.*® Die Griinde der
Renaissance der kovalenten Inhibitoren werden in dem nachfolgenden Unterab-
schnitt erlautert. Die vorliegende Arbeit beschéaftigt sich unter anderem mit der
Entwicklung kovalenter, reversibler Inhibitoren fiir die Enzyme Rhodesain und
Mannosidase GM II.

1.1 Kovalent-reversibel interagierende Inhibitoren

1.1.1 Pro und Kontra der kovalent interagierenden

Proteinliganden

Ein in der pharmazeutischen Industrie weit verbreitetes Credo, dass die elektro-
philen Gruppen bei den Wirkstoff-Kandidaten ausgeschlossen werden sollten 4%,
begann mit den Forschungsanséitzen von E. und J. Miller zu der Theorie der re-
aktiven Metaboliten.*”! Dabei wurde die Hypothese ausgesprochen, dass die Kar-
zinogenitat durch die chemischen Reaktionen der reaktiven Metaboliten (Elektro-
phile) mit DNA und Proteinen verursacht werden. 48] Trotz der ansatzweise entwi-
ckelten Methodiken zur Detektion der postulierten Addukte, wurde das Konzept

der Arzneistoffentwicklung gegen die Entwicklung der kovalent interagierenden



1.1.1 Pro und Kontra der kovalent interagierenden
Proteinliganden

Kovalente Inhibitoren
(entdeckt durch Zufall)

Aspirin
Penicillin P

Clavulansédure

Gefitinib
Erlotinib
Dasatinib gosutinib

Afatinib
Ibrutinib

nicht-kovalente

Inhibitoren  Rationale Arzneistoffentwicklung
kovalente

Inhibitoren

Abbildung 1.2: Zeitleiste der Arzneistoffentwicklung. Die Beispiele sind den Litera-
turquellen Singh et al."** und Wu et al.'*® entnommen worden.

Proteinliganden adressiert.!*! Als Beispiele dienten die Untersuchungen an den
Verbindungen wie Acetaminophen, Brombenzol und die pflanzliche Giftsubstanz
Urushiol, die als ein Arzneimittel-Kandidat angesehen wurde. !

Erst nach den siebziger Jahren beobachtet man an den Beispielen der Michael-
Akzeptoren- und Epoxiden-Gruppen in den Wirkstoffen eine teilweise Hinwen-
dung zu den kovalenten Inhibitoren. #4159 Die weniger reaktiven Elektrophile wie
Acrylamid- und Nitril®®!!-substituierte Liganden spielen eine entscheidende Rol-
le. Seit Beginn der Untersuchungen und bis zum heutigen Stand zeigen diese
ein allgemein sicheres Verhalten und mehr Erfolg bei klinischen Zulassungen. °%
Heute sind mindestens 42 zugelassene Medikamente auf dem Markt, bei denen
es sich um kovalent interagierende Inhibitoren handelt.**! Die Anzahl der Publi-
kationen, die man z.B. mit der Datenbank SciFinder!'®? analysieren kann, zeigt
fur die Referenz ,covalent inhibitor“ einen rasanten Anstieg beginnend mit dem
Jahr 2010.%9 Zusatzlich beobachtetet man eine prozentuale Zunahme der ko-
valent bindenden Inhibitoren unter allen anderen moéglichen Referenzen fir den
Suchbegriff ,inhibitor .1

Laut Literaturangaben werden kovalent interagierende Proteinliganden durch ih-
re Plus- und Minuspunkte charakterisiert. 44114

Nachteile und Inaddquatheit der kovalenten Inhibitoren:

e Hyper-reaktive Kopfgruppen kénnten zu der Induktion der Toxizitat anderer

Wirkstoffe (wie z.B. Hepatoxizitat, Mutagenitat, Karzinogenitat) beitragen;

e Risiken der idiosyntaktischen Toxizitdt und immunvermittelten Hypersen-

sitivitat;
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e kein Vorteil fir biologische Ziel-Systeme, die durch einen schnellen Umsatz

der Proteinsynthese charakterisiert sind;

e nicht geeignet fiir Mechanismen, die kurze Verweildauer am Enzym, oder

kurzlebige Inhibition erfordern;
Vorteile und Relevanz der kovalent interagierenden Proteinliganden:

e Effizienz: die Nicht-Gleichgewichtsbindung (nonequilibrium binding) eines
kovalenten Proteinligands vermag gegen die kompetitive endogene Substrat-
konzentration (Konzentration des Substrats, das zu der selben aktiven Seite

bindet) dominierend wirken;

e sehr hohe biochemische Effizienz kénnte niedrigere Dosierungen zur Folge
haben, und somit zur Herabminderung der unspezifischen Effekte (off-target

effects) fliihren;

e kovalente Bindung kénnte den Progress der Resistenz abschwichen (wie

z.B. Getinib, Erlotinib und Lapatinib von Kinase Zielenzym);

e ungekoppelte Pharmakodynamik und -kinetik kann zusammen mit den ver-
langerten Wirkungszeiten (durch sog. ldngeren Verweildauer des Inhibitors
am Zielenzym) in eine reduzierte Haufigkeit der Arzneimittelgaben resultie-

ren,;

e potentielle Moglichkeit der Arzneimittelentwicklung fir Zielenzyme mit klei-
nen, flach geformten und somit komplex adressierbaren aktiven Taschen

(undraggable pocket, solvent-exposed wie z.B. Kathepsin K);

Die positiven Punkte der kovalent interagierenden Liganden sind im Wesentlichen
mit der lingeren Verweildauer des Inhibitors verbunden. 453 Wie zudem die Re-
aktionsthermodynamik und -kinetik ihren Beitrag dazu leistet und welche Vorteile

man daraus ziehen kann, wird in dem néchsten Unterabschnitt dargestellt.

1.1.2 Konzept der rationalen Entwicklung kovalent und rever-

sibel hemmender Inhibitoren

Eine fiir den Erfolg oder Misserfolg eines Inhibitors wichtige Grofe ist die Lebens-
dauer des Enzym-Inhibitor-Komplexes. Sie korreliert mit der freien Bindungs-
energie des Komplexes, die wiederum mafigeblich durch die Stirke der zwischen
Enzym und Inhibitor existierenden Wechselwirkungen beeinflusst wird. Wie Ar-
beiten von Kuntz et al. zeigen, liegt die freie Bindungsenergie nicht-kovalenter In-

hibitoren sehr selten tiber 15 kcal/mol,®¥ was Bindungskonstanten K; von etwa
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10 pM entspricht und in eine Dissoziationsshalbwertszeit! des Enzym-Inhibitor-
Komplexes t,, von 2 - 20 Stunden umgerechnet werden kann.!®® Die meisten
nicht-kovalenten Wirkstoffe besitzen sogar nur K;-Werte im nanomolaren Bereich,
so dass sich ihre Dissoziationshalbwertszeiten auf Minuten reduzieren. Da die
freie Energie der Komplexbildung pro Schweratom des Liganden (ligand efficien-
cy) bei nicht-kovalenten Inhibitoren bei maximal ca. 0,3 kcal/mol pro Schwera-
tom liegt, ®® werden die notwendigen Affinititen haufig nur durch sehr grofe und
komplexe Inhibitoren erreicht.

Deutlich starkere Wechselwirkungen ergeben sich, wenn nach Bildung des nicht-
kovalenten Enzym-Inhibitor-Komplexes E- - -1 (Abbildung 1.3, roter Teil) im zwei-
ten Schritt eine Reaktion zwischen Enzym und Inhibitor stattfindet, die zu einer
kovalenten Bindung zwischen Enzym und Inhibitor fuhrt (E-I, Abbildung 1.3,
blauer Teil). In den weitaus meisten bekannten Fallen sind die gebildeten kova-
lenten Bindungen aber so stark, dass keine Riickreaktion mehr stattfinden kann
(Abbildung 1.3, blaue gepunktet). Als Folge ist das Enzym irreversibel blockiert
(dead-end-Addukt) und steht nur noch nach Neusynthese wieder zur Verfigung.
Trotz des unbestreitbaren Erfolgs von auf irreversibler Hemmung eines Enzyms
beruhenden Medikamenten'®¥, bestrebt die Entwicklung neuer kovalent reversi-
bel interagierender Inhibitoren signifikante Reduktion des Risikos fiir eine unspe-
zifisch ablaufende Nebenreaktion zu dead-end-Addukten und damit verbundenen

Nebenwirkungen (off-target effects). 54115511561

Ko K?
E+1 —" - E==sl — N E==|
k:ﬂ kffr

»
»

AG?

o AGL,
9
D 0 = kovalent-
E AGR || AGRuck reversibel
L
Q0
o :
L 0 . % kovalent-
AG AGRg L )
R Riick i irreversibel

v

Inhibitionsverlauf

Abbildung 1.3: Reaktionsenergie-Diagramm: Energieprofile nicht-kovalenter (rot),
lovalent-irreversibler (blau, gepunktet) und kovalent-reversibler Inhibitoren (blau,
durchgezogenen Linie).

Die vorliegende Arbeit beschaftigt sich daher mit der Entwicklung der neuen In-

hibitoren im Rahmen eines in-house Konzepts zum rationalen Design mafige-

Verweildauer des Inhibitors am Zielenzym
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schneiderter, kovalent-reversibler Inhibitoren. Die von ihnen ausgebildete kova-
lente Bindung ist aber so schwach (Abbildung 1.3, durchgezogene blaue Kurve),
dass die Ruickreaktion stattfinden kann. Folglich wird nach einer gewissen Zeit
die kovalente Bindung wieder gebrochen und die Wechselwirkung nur das nicht-
kovalente Enzym-Inhibitor-Komplex vorliegt. Durch die Ausbildung einer kovalen-
ten Bindung zum Enzym besitzen sie ebenfalls eine deutlich ldngere Verweildauer
in der aktiven Tasche im Vergleich zu den nicht-kovalenten Enzym-Inhibitor-
Komplexen. Da nur die Verweildauer stark erhéht wird, der Prozess aber reversi-
bel bleibt, treten die moglichen Nachteile irreversibler Inhibitoren nicht auf.

Die Energieverlaufe der verschiedenen Inhibitionstypen werden im Energiedia-
gramm in Abbildung 1.3 verglichen. Da die nicht-kovalenten Proteinliganden
keine geeignete reaktive Kopfgruppe besitzen, findet bei diesen nur der mit rot
gekennzeichnete erste Schritt statt. Ihre Affinitdt zum Enzym und damit die
Lebensdauer des nicht-kovalenten Enzym-Inhibitor-Komplexes E---1 korreliert
mit AGg. Auch kovalent interagierende Inhibitoren bilden zunéichst einen nicht-
kovalenten Assoziationskomplex E- - -1 aus. In diesem Komplex kommen sich ge-
eignete reaktive Zentren von Enzym und Inhibitor aber so nahe, dass im zwei-
ten Schritt eine chemische Reaktion stattfinden kann, in deren Verlauf eine
kovalente Bindung zwischen Enzym und Inhibitor gebildet wird (E-I). Ist die-
se chemische Reaktion stark exergon (AGy grof; blaue gepunktete Linie), un-
terscheiden sich die Reaktionsbarrieren der Hin- (AGfﬁn

(AGY,q = AGp + AG},) so stark, dass keine Riickreaktion stattfinden kann. Ist

diese chemische Reaktion jedoch nur schwach exergon (AGg klein; blaue durch-

) und der Riickreaktion

gezogene Linie), unterscheiden sich die Barrieren von Hin- (Aann) und der Ruick-
reaktion (AG},, = AGY + AGj,) nur wenig. Da folglich auch die Riickreaktion
stattfindet, wird die Enzym-Inhibitor-Bindung nach einer gewissen Zeit wieder
gebrochen und das Enzym wieder freigesetzt. Da der in der Abbildung 1.3 gezeigte
Energieverlauf auch dem Energieverlauf der Inhibitionsmechanismen von slow,
tight-binding-Inhibitoren entspricht, kann man die fiir diese Inhibitoren entwi-
ckelten Ansatze ausnutzen, um den Einfluss der nachgeschalteten Reaktion auf
die gesamte Disssoziationshalbswertszeit abzuschétzen.!®3/®7158] Fiir eine ther-
moneutrale Reaktion (AGg = 0 kcal/mol) ergibt sich bereits eine Verlangerung
der Dissoziationshalbwertszeit um einen Faktor von 2 relativ zu nicht-kovalent
interagierenden Inhibitoren ohne nachgeschalteten Prozess. Fur freie Reaktions-
energien AGY von -3, -5 oder -7 kcal/mol verlingert sich die Disssoziationshalb-
wertszeit um Faktoren von ca. 10%, 10* und 10°.

Geeignete kovalent-reversible Inhibitoren sollten die folgenden Eigenschaften be-
sitzen. Die freie Bindungsenergie, AGE, des zundchst gebildeten nicht-kovalent
interagierenden Enzym-Inhibitor-Komplexes E- - -1 sollte méglichst hoch sein, da

sich eine hohe Affinitat des Inhibitors zum Zielenzym auch haufig positiv auf sei-
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ne Selektivitit auswirkt. Zudem muss die Orientierung des Inhibitors im E- - -I-
Komplex die im zweiten Schritt ablaufende Reaktion ermdglichen, d.h. die mit-
einander reagierenden Zentren duirfen nicht zu weit voneinander entfernt sein.
Natiirlich muss die Reaktionsbarriere der Hinreaktion (AGfﬁn) ebenfalls in einem
gewissen Energiefenster liegen. Zu hohe Barrieren behindern Hin- und Ruickreak-
tion gleichermafien, zu niedrige Reaktionsbarrieren dagegen wirken sich negativ
auf die Selektivitat aus. Beispiele sind heterozyklische Nitrile als Inhibitoren von
Cysteinproteasen.!®® Bei diesen Inhibitoren korreliert haufig die Reaktivitat (Elek-
trophilie) des Nitrils mit geringer Selektivitit, d.h. hoch reaktive Nitrile besitzen
eine geringere Selektivitat. Zu hohe Barrieren wiirden sich natiirlich immer dann
ergeben, wenn die wihrend der Reaktion stattfindenden Umlagerungen von In-
hibitor zu Enzym zu starken sterischen Effekten ftihren. All dies unterstreicht
die Bedeutung des E- - - I-Komplexes flir die Auswahl geeigneter Inhibitoren. Eine
letzte Anforderung ergibt sich aus der Thermodynamik der im zweiten Schritt ab-
laufenden chemischen Reaktion. Da der Inhibitor kovalent-reversibel wirken soll,
darf der zweite Schritt nicht zu exergon sein. Auf Basis der slow, tight-binding-
Inhibitoren entwickelten Abschatzungen sollte AG?, daher in einem Fenster von 0
bis -10 kcal/mol liegen.

Aufgrund dieser Anforderungen ist die Entwicklung kovalent-reversibler Inhibito-
ren komplexer als die Entwicklung ausschlieflich nicht-kovalent interagierender
Inhibitoren. Durch die Kombination von Docking, Kraftfeldberechnungen (MM),
quantenmechanischen Anséitzen (QM) und QM /MM-Hybrid-Ansatzen lassen sich
gute Vorschlage fiir geeignete kovalent-reversibel interagierende Inhibitoren er-
arbeiten. Die QM-Modell und QM/MM-Methode ermoglicht eine Aufstellung von
Energiediagrammen, die den Reaktionsenergie-Diagrammen (AG} und AHY ei-
ner chemischen Reaktion) sowohl in Losung als auch im Enzym eine sehr gute
Nédherung darstellen. Es werden die relativen Energien zwischen den Edukten
und den Ausgangsstoffen, welche als Gleichgewichtsgeometrien im Rahmen der
Born-Oppenheimer-Naherung (die mathematische Grundlagen werden detailliert
in Kapitel 3 dargelegt) optimiert werden, ermittelt. Die Berechnungen in der QM-
Modell-Betrachtung ergeben somit die Reaktionsenergien einer Inhibitionsreak-
tion in der wassrigen Losung (Bertlicksichtigung der Losungsmitteleffekte siehe
Kapitel 3). Zusatzlich werden die relativen Energien der reaktiven Zwischenstufen
einer Inhibitionsreaktion in Lésung in Abhangigkeit von den Substituenten des
Inhibitor-Molekitils berechnet. Im nachsten Schritt des Protokolls werden durch
punktweise Geometrieoptimierungen Potentialhyperflaichen (im Weiteren als PES
flir potential energy surface) fir Inhibitionsreaktionen mit definierten Reaktions-

koordinaten als 2- und 3-dimensionale Scans erstellt (Abbildungen 1.4 und 1.5).
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Abbildung 1.4: 2-dimensionaler Scan zur Ermittlung des Reaktionsprofils der Ad-
ditionsrealktion eines kovalent-reversiblen Inhibitors der a-Mannosidase GM II in
Abhdingigkeit von der Reaktionskoordinate Bindungsabstand d(OD2-C1).
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Abbildung 1.5: PES der Additionsrealktion eines kovalent-reversiblen Inhibitors des
Enzyms Rhodesain als 3-dimensionaler Scan in Abhdngigkeit von den Reaktions-

koordinaten Bindungsabsténde d(S-C1) und d(H-C2). Blauer Pfeil: Richtung der
Berechnung und gleichzeitig Richtung des Reaktionsablaufs.

Die berechneten relativen Energien (relativ zu der Energie des Eduktes oder des
Produktes je nach der Richtung der QM/MM-Berechnung auf der PES) werden in
Ergebnissen und Diskussion auch als Reaktionsenergien einer Inhibitiosreaktion
AE (kcal/mol) bezeichnet. Diese Grof3e bestimmt die Reaktionswarme (die ther-
modynamische Reaktionsenergie AHR) und ldsst verldssliche Schlussfolgerungen

uber eine thermodynamische Beglinstigung (exotherme Reaktion) oder Hemmung
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der Reaktion (endotherme Reaktion) ziehen. Die kovalent-reversiblen Inhibitoren
sollten in dieser Betrachtung nur méglichst leicht exotherme Reaktionen mit den
relativen Energien (oder, anders ausgedriickt, AEg-Reaktionsenergien) im Bereich
-5 bis -10 kcal/mol aufweisen.

Optimierungen eines Ubergangszustandes als Sattelpunkt einer PES liefern die re-
lativen Energien, die die freien Aktivierungsenergien der Inhibitionsreaktion (siehe
Hin- AGj,,, und Rickreaktion AG], des Energiediagramms in Abbildung 1.3) be-
stimmen. Es wird in Ergebnissen und Diskussion die Hohe der Reaktionsbarriere
anhand der relativen Energien der aktiven Zwischenstufen und Ubergangszustin-
de diskutiert. Hierbei lasst sich die in einem Reaktionsprofil relativ hohe Barriere
durch eine langsam ablaufende Reaktion (experimentell gemessen) erklaren.

Das rationale Design kovalent-reversibler Inhibitoren umfasst vier Stufen, die in
der Zusammenarbeit der theoretischen und experimentellen Methoden durchge-
fahrt wird (Abbildung 20).

1. Stufe: Zunéchst muss eine geeignete Kopfgruppe, die mit dem aktiven Zentrum des
Enzyms schwach exotherm reagiert, identifiziert werden. Hierbei geht man
von aktiven Kopfgruppen aus und optimiert die Thermodynamik der Reak-
tion als Funktion des Substituentenmusters der Kopfgruppe. Eine Eingren-
zung auf erfolgversprechende Muster ist bereits mit weniger aufwandigen
QM-Berechnungen moéglich, bei denen man die Thermodynamik der Reak-
tion als Funktion der Substituenten in Lésung mit Hilfe kleiner Modell-
systeme berechnet.®?5! Gleich zu Beginn geben Messungen der Kinetik
und Thermodynamik der relevanten Reaktionen der aktiven Kopfgruppe mit
unterschiedlichen Substituentenmustern in wassriger Losung Aufschluss
uber die Genauigkeit der zur Vorauswahl durchgefihrten quantenchemi-
schen Berechnungen. Die Vorschlige werden durch die Synthesen realisiert
und zunéichst in der wassrigen Losung charakterisiert. Dartiber hinaus lie-
fern massenspektrometrische Untersuchungen zuverlassige Nachweise fur

kovalente Bindungen.

2. Stufe: Da die Reaktion in der aktiven Tasche des Zielenzyms stattfindet, ist es im
zweiten Schritt erforderlich, die Enzymumgebung explizit zu berticksichti-
gen und die Enzymhemmung unter diesen Bedingung zu bestimmen. Die in
der ersten Stufe erarbeiteten Vorschlage werden im Hinblick auf die Hem-

mung theoretisch mittels kombinierter QM/MM-Berechnungen ¢!

und expe-
rimentell mittels geeigneter Experimente in vitro', unter mehreren anderen

z.B. die fluorometrischen Enzymassays/?®, analysiert.

3. Stufe: Des Weiteren wird versucht, die Affinitat eines Inhibitors zum Enzym durch
eine zusatzliche Optimierung seiner Seitenketten (Erkennungseinheiten, Ab-

bildung 1.1) weiter zu erhéhen. In diesem Schritt werden die Docking-



Kapitel 1. Einfithrung in das Konzept kovalent-reversibler Inhibitoren und
das in-house Protokoll zum rationalen Design

Methoden verwendet. Wie in Schritt I, bei dem es um Veridnderungen der ak-
tiven Kopfgruppe geht, muss auch in Schritt III sichergestellt werden, dass
die neu eingefiihrten Seitenketten die Orientierung des Enzym-Inhibitor-
Komplexes nicht so verdndern, dass die chemische Reaktion im aktiven
Zentrum entscheidend behindert wird. Die Verifizierung der modifizierten
Inhibitoren erfolgt wiederum durch die QM/MM-Rechnungen und experi-

mentelle Uberpriifungen im néchsten Schritt des Protokolls.

4. Stufe: Die letzte Stufe des in-house Protokolls besteht darin, die optimierten In-
hibitoren erneut auf eine chemische Reaktion in der aktiven Tasche des

Enzyms zu untersuchen.

g

—_——

Abbildung 1.6: Das in-house Protokoll zum rationalen Design.'!
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der Arbeit

Nach Angaben der WHO sterben pro Jahr 10 Mio. Menschen an Krebs. %! Schnel-
les Tumorwachstum und Metastasierung stellen die wesentlichen Probleme bei
seiner Bekdmpfung dar. Beide Probleme hangen bei Tumoren mit typischen Ober-
flachen-Glykoproteinen und mit defizitirem Oligosaccharid-Gertlist zusammen.
So konnte gezeigt werden, dass eine Hemmung der fir solche verktirzten Struk-
turen verantwortlichen, bei Tumoren tiberexpremierten, Golgi-a-Mannosidase II
(GM II) das Tumorwachstum und die Metastasierung stoppt.!'?! Trotz dieser Er-
kenntnisse wurden bislang keine Inhibitoren gefunden, die GM II mit ausreichen-
der Affinitat und Selektivitat hemmen.

Laut Weltgesundheitsorganisation (WHO) werden immer noch die Bevolkerun-
gen der 36 Lander der Region Sub-Sahara durch die sogenannte vernachlassigte
tropische, parasitare Krankheiten, wie z.B. die Afrikanische Schlafkrankheit, be-
droht. 6211631 5o wurden im Jahr 2015 2729 neue Fille registriert. % Die veraltete
Therapie durch Impfungen mit dem arsenhaltigen Nervengift Meralsoprol und
dem mutagenen Praparat Nifurtimox, die irreversible Schaden durch Nebenreak-
tionen auslésen, zeigen die Notwendigkeit der Entwicklung neuer Wirkstoffe gegen
die Afrikanische Schlafkrankheit. Basierend auf der Bedeutung des Zielenzyms
Protease!*®! fiir das (Uber)-Leben des parasitiren Krankheitserregers steht Rho-
desain seit einigen Jahren im Fokus der Wirkstoffforschung. %! Trotz des Vorhan-
denseins irreversibel interagierender Inhibitoren der Cysteinprotease Rhodesain®!
gibt es keine Verbindungen, die die klinische Testphase erreicht haben.!* Denn,
wie oben erlautert, werden in der pharmazeutischen Industrie keine irreversiblen
Leitstrukturen aufgrund der méglichen Nebeneffekte weiterentwickelt. 49!

Das folgende Kapitel beschreibt die biochemischen Informationen tiber die Struk-

tur und Funktionen der untersuchten Targetenzyme.

2.1 Glykosidasen und die Golgi-a-Mannosidase II

Die Glykosylierung von Proteinen!®® gehért zu einer der essentiellen posttrans-
lationalen Modifikationen, die auf dem ER-Golgi-Weg (ER = endoplasmatisches
Retikulum) erfolgt. Sie beinhaltet die Ankntipfungen von Oligosacchariden an Pro-
teinen. Erfolgt diese durch die Aminogruppen der Proteine, und zwar durch die
Seitenkette der Aminosaure Asparagin, nennt man diese die N-Glycosylierung. Im
Fall der Ankntipfung durch die Hydroxygruppen der Proteine, Serin oder Threo-
nin, spricht man von einer O-Glycosylierung. Die daraus resultierenden Glyco-

proteine finden sich durch die Sekretion im extrazellularen Raum auf der Zello-
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berflache wieder.

Glykosylierung ist an der Regulation vieler Proteinfunktionen beteiligt. Glykopro-
teine fungieren zum Einen als Regulatoren bei pathologischen Entztindungsfor-
men wie rheumatoider Arthritis, Asthma, Diabetes mellitus und Ischamie. Zusatz-
lich zahlen Glycoproteine zu den wichtigen Membranproteinen, die bei den Zell-
Zell-Wechselwirkungen eine wichtige Rolle spielen. Sie dienen zum Beispiel als
Signalmolektile bei der Zell-Zell vermittelten Immunantwort zur gezielten Abwehr
von Tumoren und Viren. Fir die Initiierung der Immunabwehr sind Kohlenhydrat-
bindende Proteine wie zum Beispiel Selectine (Glykoproteine der Plasmamembra-
nen eukariotischer Zellen)!®”! entscheidend. Deshalb sind diese fiir die pharma-
zeutische Forschung zu wichtigen Zielstrukturen geworden. Zum anderen sind
Selectine auch wichtige Faktoren im Metastasierungsprozess bei Krebserkran-
kungen®®1%91 Sie vermitteln die Bindung verschiedener metastasierender Krebs-
zellen aus dem Blutstrom an das Gefafendothel und die anschlieende Gewebein-
vasion. Die auf Krebszellen vorkommenden Strukturen mit verandertem Glykosy-
lierungsmuster fungieren dabei als Selectinliganden!”?"!l, Bei diesen veranderten
Glykosylierungsmustern handelt es sich um die bestimmten verkiirzten Oligosac-
charidstrukturen, die auch als Tumormarker dienen!”? 73174 Damit riicken die
Enzyme, die am Auf- und Abbau solcher komplexen Oligosaccharide beteiligt sind,
in den Fokus zahlreicher Studien. Die defizitare Glykostrukturen kommen entwe-
der durch eine reduzierte Expression von Glykosyltransferasen oder durch eine
erhdhte Expression von Zucker-hydrolysierenden Enzymen, den Glykosidasen, "
zu Stande. Durch die gezielte Inhibition der Glykosidasen kann der Abbau von
Oligosacchariden verhindert werden!”®1””!, deswegen gehéren diese zu den viel-
versprechenden Targets zur Entwicklung von neuen cytostatischen Wirkstoffen.
Eines dieser Zielproteine ist die Golgi-a-Mannosidase II (im Weiteren als Manno-
sidase GM II), fiir die bereits die ersten nicht-kovalent bindenden Inhibitoren ent-
wickelt wurden!”8791180] - Zahlreiche Untersuchungen konnten belegen, dass die
Inhibition dieses Enzyms das Tumorwachstum blockiert. So wurde der Indolizin-
alkaloide Inhibitor Swainsonin (8af-Indolizin-1a,2a,8b-triol), welcher seine Wir-
kung im nanomolaren Bereich zeigt, in zwei klinischen Untersuchungsphasen
getestet8182] Jedoch weisen die bislang entwickelten Inhibitoren durch ihre ge-
ringe Selektivitat zahlreiche Nebenwirkungen auf. Insbesondere werden neben der
Mannosidase GM II auch die essentiellen Mannosidasen des Enzyms Lysozym ge-
hemmt!®®, Die Entwicklung neuer alternativ wirkender Inhibitoren des Enzyms
GM 1I verbleibt deshalb ein aktueller Gegenstand der akademischen und klini-

schen Krebsforschung.
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2.1.1 Hydrolasen und Glykosylhydrolasen der H38-Familie

Die sequenzbezogene Klassifikation von Glykosidasen in die Familien, die je-
weils ahnliche Faltungen und Katalysemechanismen aufweisen, ist in der CAZy-
Datenbank (Carbohydrate-Active enZYmes) strukturiert und dokumentiert 384,
Golgi a-1,3-1,6-Mannosidase II (GM II) ist eine Glykosylhydrolase aus der Fa-
milie 38 und ist in dem CAZy-System unter Enzyme Commission Nummer &
E.C.3.2.1.114 eingetragen. GM II spielt eine zentrale Rolle als eine Endhydrolase
in dem N-Glykosilierungsweg von Proteinen. Der N-Glykosilierungsweg beinhaltet
die Glykosylierung von Proteinen an den Seitenketten des Asparagins in euka-
riotischen Zellen. Der N-Glykosilierungsweg beginnt im endoplasmischen Retiku-
lum mit der ersten Modifikation des Substrates, wobei die endgultige Modifika-
tion im Golgi-Apparat abgeschlossen wird. Das Enzym GM II spaltet hochspe-
zifisch und sequentiell ™! zwei Mannose-Einheiten M4 und M5 (entsprechend
a-1,3- und a-1,6- verkntiipfte Mannosylreste) des Intermediats GnMansGn, (Gn,
N-Acetylglucosamin) zu der Core-Trimannose Struktur GnMan;Gn, (Abbildung
2.2), die dem Aufbau komplexer N-Glycane dient. GM II ist ein Transmembran-
protein des Typs II mit einer relativ bedeutenden Gréfe von 125 kDa (Abbil-
dung 2.1). Es besteht aus einem N-terminalen cytoplasmatischen Ende, einer
Transmembran-Doméne sowie einer grofen C-terminalen katalytischen Doméne.
In der sehr konservierten aktiven Tasche der GM II unterscheidet man zwischen
der Anker-sub-Tasche, einer katalytischen und einer Halterung-sub-Tasche. Die-
se sind entsprechend mit G3 (N-Acetylglucosamin), M5 (a-1,6-verkntipfte Man-
nose) und M4 (a-1,3-verkniipfte Mannose) Substituenten des Substrats besetzt.
Die Untersuchungen durch D. Rose et al. haben gezeigt, dass die katalytische
Spaltung ausschlieflich in der M5-sub-Tasche stattfindet. Diese sub-Tasche ent-
héalt zwei Asparaginsaure Aminosaurereste Asp204 und Asp341, die im Laufe
der Glykosid-Hydrolyse ihre Protonierungszustinde so einstellen, dass ein Paar
aus Nukleophil und Saure-Base-Katalysator entsteht. Diese katalytischen Amino-
sdurereste verkérpern die katalytische Maschinerie der Glykosylhydrolasen.® Es
wurde berichtet, dass fiir die Spaltung des M4-Restes eine konformationelle An-
derung des Substrats stattfinden muss, indem der M4-Rest in der katalytischen
sub-Tasche die Position einnimmt (Abbildung 2.2)!?!. Zusitzlich enthalt die ka-
talytische sub-Tasche ein strukturelles Zink-Dikation, welches elektrostatische
Wechselwirkungen zu einem der katalytischen Aspartatreste und dem M5-Rest
des Substrats in einer sehr charakteristischen Weise ausbildet. Das zweifach po-
sitiv geladene Zink-Ion ist mit den vicinalen Hydroxygruppen des M5-Restes, zwei
Histidinresten und zwei Aspartatresten oktaedrisch arrangiert.

Die Kristallstruktur der Golgi-a-Mannosidase II aus der Taufliege Drosophila me-
lanogaster (AGM 1I) (PDB-ID: 3D4Y'"™)) gehért zu der gleichen Familie wie die
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humane GM II und ist aufgrund der ausreichenden Auflssung von 1,52 A sehr
gut als Modell zur Entwicklung der Inhibitoren der humanen GM II geeignet. Die
computergestiitzten Berechnungen (@M in Lésung und QM/MM im Enzym) in
diesem Teil der Arbeit wurden im Rahmen des gemeinsamen Projekts der Ar-
beitsgruppe Prof. B. Engels mit den Arbeitskreisen Prof. T. Schirmeister und Prof.
J. Seibel durchgefiihrt!'”1'8! Die Enzym-Assays mit den zu untersuchenden In-
hibitoren wurden experimentell basierend auf der Jack-Bean-a-Mannosidase, die
ebenso als Modellsystem fiir die humane GM II dient!®®, (Arbeitskreis Prof. T.
Schirmeister) und auf der exprimierten Mannosidase aus der Drosophila (AGM 1I)
(Arbeitskreis Prof. J. Seibel) durchgefiihrt.

Abbildung 2.1: Kristallstruktur des Enzym dGM II aus der Familie 38 der Glycosyl-
hydrolasen (PDB-ID: 3D4Y'™?). Die katalytischen Aspartat Reste der M5-sub-Tasche
sind in der Licorice-Darstellung des VMD-Visualisierungprogramms'®” gezeigt.



2.1.2 Mechanismus der katalytischen Spaltung durch die Glykosidase GM 1II

Abbildung 2.2: Schematische Darstellung des vorgeschlagenen Mechanismus im
aktiven Zentrum der GM II in Anlehnung an die Abbildung von D. Rose.? Die ka-
talytische Spaltung der M5 und M4-Reste erfolgt sequentiell in der katalytischen
sub-Tasche der GM II.

2.1.2 Mechanismus der katalytischen Spaltung durch die Gly-
kosidase GM II

Glykosidasen katalysieren die hydrolytische Spaltung glykosidischer Bindungen.
Nach Koschland unterscheidet man zwischen den invertierenden und retendie-
renden Enzymen'®®®9 Beide Typen von Glykosidasen enthalten im aktiven Zen-
trum zwei saure Aminosauren (Asp oder Glu), von denen eine als Carboxylat
und die zweite in der protonierten Form vorliegt. In beiden katalytischen Mecha-
nismen, den retendierenden als auch den invertierenden Glykosidasen, ist ein
Wassermolekiil involviert®. Bei invertierenden Glykosidasen sind beide Grup-
pen etwa 6 A voneinander entfernt, wihrend etwas kiirzere Abstinde von et-
wa 5,5 A bei den retendierenden Enzymen als charakteristisch angesehen wer-
den'®!, Invertierende Glykosidasen spalten die glykosidische Bindung in einem
Ein-Schritt-Mechanismus (Abbildung 2.3). Hierbei deprotoniert der als Carboxylat
vorliegende Rest das Wassermolektil, welches in einer Sy2-artigen Reaktion die
zweite Zuckereinheit verdrangt. Die zweite an der Katalyse beteiligte Aminosaure
wirkt als Sdure und unterstiitzt die Reaktion durch die Deprotonierung der ver-
drangten Zuckereinheit. Der Ubergangszustand der Reaktion entspricht einem
Oxocarbenium-Ilon. Theoretische Untersuchungen zu den katalytischen Mecha-
nismen der invertierenden Glykosidasen wurden von Petersen et al.? sowie Bar-
ker et al.'®® durchgefiihrt.

Die in der vorliegenden Arbeit behandelnde GM II gehoért zu den retendieren-
den Glykosidasen. Diese spalten die a-1,3- und a-1,6-glykosidischen Bindungen

zwischen den Mannopyranosyl-Seitenketten. Der molekulare Ablauf dieser Spal-
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tungen ist in der Abbildung 2.4 dargestellt.
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Abbildung 2.3: Molekularer Ablauf des Hydrolysemechanismus einer invertieren-
den Glykosidase. Gezeichnet ist eine Man-Einheit, wéihrend diese ohne Hydroxy-
Gruppen im Ubergangszustand schematisch dargestellt ist.

Als retendierende Glykosidase spaltet die GM II ihr Substrat in einem Zwei-
Schritt-Mechanismus. Im ersten Schritt, der geschwindigkeitsbestimmend ist,
greift der als Carboxylat vorliegende Rest als Nukleophil das anomere Kohlen-
stoffzentrum an und verdrangt die zweite Zuckereinheit. Wiederum unterstitzt
die zweite Aminosdure des aktiven Zentrums die Reaktion durch Protonierung
der verdriangten Zuckereinheit. Wie bei dem invertierenden Mechanismus ent-
spricht der Ubergangszustand dieses Schrittes einem Oxocarbenium-Ilon. Das
nach diesem Schritt vorliegende kovalent verkntipfte glykosilierte Enzym (kovalen-
te Enzym-Substrat-Komplex) wird in dem zweiten Schritt, auch deglykosilierender
Schritt genannt, gespalten. Hierbei tibernimmt die im ersten Schritt als Sdure fun-
gierende Aminosaure die Rolle der Base, die das beteiligte Wasser deprotoniert,
sodass es als Nukleophil angreifen kann und in einer Sy2-artigen Reaktion die
Glykosyl-Enzym-Bindung spaltet. Auch dieser zweite Schritt verlauft tiiber einen
Oxocarbeniumion-Ubergangszustand. Da die Konfiguration des anomeren Zen-
trums in jedem der beiden Schritte invertiert wird, besitzt es am Ende die gleiche
Konfiguration wie zu Beginn der Reaktion!™
GM II katalysierten ersten Schrittes der Hydrolyse (Abbildung 2.4, obere Zeile)

konnten Reilly und Mitarbeiter'®* die molekularen Einzelheiten dieses Teilschrit-

. Durch Berechnung des durch die

tes aufklaren und Informationen daruiber erhalten, wie sich die elektronischen
und geometrischen Strukturen der beteiligten Komponenten im Verlauf dieses
Teilschrittes &ndern. Weitere theoretische Arbeiten zu retendierenden Glykosida-

sen stammen von Liu et al.'®®, Soliman et al.'*®'®” sowie Bowman et al.®.
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Abbildung 2.4: Molekularer Ablauf des Hydrolysemechanismus einer retendieren-
den Glykosidase nach Reilly und Mitarbeitern'®¥ durchgefiihrten Berechnungen.
Die obere Zeile zeigt die Abfolge des glykosylierenden Schrittes, die untere Zeile ent-
spricht dem deglykosylierenden Schritt. Im Ubergangszustand ist die Man-Einheit
ohne Hydroxygruppen gezeichnet.

2.2 Proteasen und die Cysteinprotease Rhodesain

Proteasen gehoren zu einer der meist untersuchten Gruppen der Enzyme. Auch
als Peptidasen bekannt, katalysieren diese Enzyme sehr selektiv die Proteolyse,
die katalytische Reaktion des biologischen Abbaus von Proteinen durch die Hydro-
lyse an einer bestimmten Peptidbindung (scissile-bond) des Substrats. Proteasen
werden beztiglich des Aufbaus des aktiven Zentrums und des sich daraus ablei-
tenden katalytischen Mechanismus durch die freizugdngliche Online-Datenbank
MEROPS 99111001 iy acht Familien unterteilt: Aspartat-(A), Glutamat-(G), Serin-(S),
Threonin-(T), Cystein-(C), Metallo-(M), gemischte (P) und unbekannte (U) Pro-
teasen. Die Notation der Peptidase-Klassifikation hat die Form X01.234, in wel-
cher X als Grof3buchstabe aus S, C, T, A, G, M, oder U gewahlt wird, und die
Zahlen die Familien- bzw. Clan- und Subfamiliennummern bedeuten. Manche
Familien enthalten Subfamilien aufgrund der Divergenz innerhalb der Familie.
Clans sind Gruppierungen von Familien, die sich ihrerseits aufgrund der Ahn-
lichkeiten in der Aminosauresequenz und der Tertidrstruktur ergeben.!'°!! Jeder
Clan beinhaltet zudem eine Protease, die fiir diesen eine Basis darstellt und als

der Namensgeber fungiert.
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Im Fokus dieses Teils der Arbeit stehen Cysteinproteasen und die Cysteinprotease
Rhodesain, auf die strukturellen Merkmale welcher wird im Folgenden naher ein-

gegangen.

2.2.1 Cysteinproteasen der Papain-Familie

Alle Cysteinproteasen sind entsprechend dem MEROPS!!??_System in insgesamt
118 Familien (C1-C118) untergliedert, die wiederum in neun Clans zusammen-
gefasst sind. Dies sind CA (Papain-Kathepsin-), CD (Caspase-), CE (Adenain-),
CF-, CL-, CM-, CN-, CO- und CP-Cysteinproteasen ®911021110311104] " jrgpriinglich
wurden alle Cysteinproteasen aus den afrikanischen Trypanosomen als Trypano-
paine bezeichnet!1%?!, Spater konnte man zwischen den parasitiren Enzymen, die
auf unterschiedliche Wirte tibertragen werden, z.B. in Saugetieren und in Men-
schen, entsprechend aus T. brucei rhodesience und T. brucei brucei zu Rhode-
sain und Brucipain unterscheiden, obwohl die Enzyme sehr dhnliche Sequenzen
aufweisen und in den verschiedenen Wirten die gleichen Funktionen aufweisen.
Die pflanzliche Cysteinprotease Papain!'®'!197l die aus der Kautschukmilch der
Papaya-Pflanze gewonnen wird, ist die am haufigsten untersuchte Cysteinpro-
tease. Gemeinsam mit der humanen Cysteinprotease der Saugetiere, Kathepsin
L, stellt sie die Basis fiir die Papain-Familie und Kathepsin-L-Subfamilie dar.

Die lysosomale Cysteinprotease Rhodesain gehoért zu den Proteasen der Papain-
Kathepsin-Familie (CAC1). Im Rahmen der MEROPS-Klassifizierung gehoért Rho-
desain zu dem Clan CA, Familie C1 und der Subfamilie C.01.72. Die Kristallstruk-
tur des Enzym-Inhibitor-Komplexes des Enzyms Rhodesain mit dem Inhibitor
K11777 (N-Methyl-Piperazinyl-Phenyl-Homophenylalanyl-Phenylvinylsulfon) stellt
das kovalente Enzym-Inhibitor-Komplex mit der Auflésung von 1,65 A (PDB-ID:
2P7UM) dar. Die Darstellung dieser Kristallstruktur wurde unter Zuhilfenahme
der Methode molekulare Ersetzung (engl. molecular replacement) sichergestellt.
Hierbei wurde die vorhandene Kristallstruktur von Enzym-Inhibitor-Komplex des
Enzyms Cruzain (PDB-ID: 1F2A!1%)) als Startgeometrie (Abbildung 2.5) verwen-
det. Cysteinprotease Cruzain, die ein Zielprotein zur Bekdmpfung der Chaga-
Krankheit darstellt, gehort ebenfalls zu der Papain-Familie (CAC1). Deswegen
weisen die beiden Cysteinproteasen eine sehr grofie Ahnlichkeit in der mole-
kularen Architektur auf. Die Peptidkette dieser Proteine ist aus den zwei ka-
talytischen Doméanen, R- und L-Domaéane, aufgebaut. Der katalytische Cystein
Cys25-Aminosiurerest gehort der L-Doméane an, wahrend der katalytische Histi-
din His162-Aminosdurerest der R-Doméane zugeordnet wird (Abbildung 2.5). Die
L-Domane ist im wesentlichen aus a-Helix-Elementen aufgebaut, wahrend die R-
Domane die S-Faltblatt-Struktur aufweist. Zwischen den beiden Doménen liegt

das hoch konservierte aktive Zentrum. Dieses ist durch die Aminosauren Cystein,



2.2.1 Cysteinproteasen der Papain-Familie

Histidin, Glutamin und Asparagin charakterisiert. Die raumliche Anordnung der
Cys-, His- und Asn-Aminosaurereste wird als die katalytische Triade bezeichnet.
In der Kristallstruktur von Rhodesain sind die Aminosauren des aktiven Zen-
trums durch Cys25, His162, GInl9 und Asnl84 vertreten. Der Cystein Cys25
Aminosaurerest in Papainproteasen weist eine ungewohnlich hohe Aciditat auf.
Der pK,-Wert des Cystein Cys25 ist 4, wohingegen der pK,-Wert von normalen
Thiolen, wie z.B. Ethylmercaptan, zwischen 8,5 und 12 liegt. Diese starke Ver-
schiebung des pK,-Wertes der Cysteingruppe unterstreicht den starken Einfluss
der Enzymumgebung. Zusammen mit dem Histidin (His162) bildet der Cys25-
Aminosaurerest das Thiolat-Imidazolium-Ionenpaar?® in der Mitte des aktiven
Zentrums aus (pK,(Imidazolium) = 8,5).'92) Das direkt an der proteolytischen
Reaktion beteiligte zwitterionische Thiolat-Imidazolium-Ionenpaar wird durch die
Wasserstoffbriickenbindung der katalytischen Triade (His162-Asn182) stabilisiert
(Abbildungen 2.7 und 2.8 Geometrie 1).

Abbildung 2.5: Kristallstrukturen der Enzyme aus der Papain-Familie Rhodesain
(PDB-ID: 2P7U'¥, die Farbe tiirkis fiir a-Helix, magenta fiir 3-Faltblatt, die Farbe hell-
rosa fiir den Rest des Proteins und den Inhibitor) und Cruzain (PDB-ID: 1F2A!1%8,
die Farbe rot fiir a-Helix, gelb fiir B-Faltblatt, die Farbe griin fiir den Rest des
Proteins und den Inhibitor) tiberlagert durch die RMSD-Matrix des Proteinriickgrats.
Die Darstellung und das strukturelle Aligniment der Geometrien wurden mit Hilfe
des VMD-Visualisierungprogramms'®” erzeugt.

Die aktive Tasche wird nach Berger- und Schlechter-Nomenklatur!'®® in die pri-
maren S, S,;, usw. an dem C-Terminus und die nicht-priméaren sub-Taschen S,
S,, usw. an dem N-Terminus unterteilt. Die Aminosaurereste des Substrats wer-
den entsprechend der Besetzung der sub-Taschen P,, P, usw. und P}, P;, usw.
genannt (Abbildung 2.6).
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Abbildung 2.6: Nomenklatur nach Berger und Schlechter!'*? fiir die Aminoscurese-
quenzen in der Bindetasche des Enzyms.

In der Kristallstruktur des kovalenten Enzym-Inhibitor-Komplexes Rhodesain -
K11777 unterscheidet man die folgenden sub-Taschen (Abbildung 2.7).
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Abbildung 2.7: Schematische Darstellung der Besetzung des aktiven Zentrums von
Rhodesain durch den VS-Inhibitor K11777 (schwarz). Die charakteristischen Wech-
selwirkungen des Inhibitors K11777 (X=H) mit den polaren Seitenketten der aktiven
Tasche (griin) sind durch die roten Punktlinien dargestellt. Die katalytische Triade
der Cysteinprotease Rhodesain ist in blau gezeigt. Die Substituenten des Inhibitors
K11777 (X=H) sind entsprechend der Nomenklatur nach Berger und Schlechter!%9!
beschriftet.

Die Tasche S1’ ist mit der Phenyl-Vinylsulfon-Gruppe (P}) besetzt. Die Taschen
S1, S2 und S3 werden durch Homophenylalanyl-(P1)-, Phenylalanyl-(P2)- und
N-Methyl-Piperazyl-(P3)-Gruppen belegt. Die Doppelbindung des Inhibitors liegt
somit direkt in dem scissile-bond-Bereich. Der Inhibitor K11777 besitzt keine
EWG (Electron-Withdrawing Group) am a-VS-Schwefelatom (X=H). Die Phenyl-
Gruppen der Substituenten P, und P} sind fir Losungsmittelmolekiile sehr leicht
zuganglich. Man spricht hierbei vom solvent-exposed aktiven Zentrum des Rho-

desain, welches fiir die meisten Cysteinproteasen ein Merkmal ist (Abbildung 2.5).
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2.2.2 Mechanismus der Proteolyse durch Cysteinproteasen der

Papain-Familie

Die Hydrolyse eines Substrat-Molekiils durch die spezifische Cysteinprotease er-
folgt katalytisch in mehreren Schritten (Abbildung 2.8). Die Zwischenstufen der
Gesamtreaktion werden durch die Enzymumgebung stabilisiert, sodass die in
wassriger Losung sehr langsam ablaufende Reaktion sehr schnell und spezifisch
wird. Zunachst greift das Thiolat-Anion nukleophil das Carbonyl-Kohlenstoffatom
der zu spaltenden Amidbindung an. Daraus resultiert das negativ geladene te-
traedrische Intermediat (Geometrie 2 in Abbildung 2.8), das durch die Oxya-
nionentasche (oxyanion hole) stabilisiert wird. Diese Stabilisierung erfolgt tiber
Wasserstoffbriickenbindungen zur Seitenkette des Glnl19-Aminosaurerests und
zu dem Proteinrtickgrat des Cys25-Aminosdurerests. Unter der Eliminierung des
C-terminalen Teils des Substrats setzt sich das Intermediat zu dem acylierten
Enzym um. Im néchsten Schritt wird das Acyl-Enzym Wasser-vermittelt zu dem
zweiten anionischen Intermediat umgesetzt (Geometrie 4 in Abbildung 2.8). Durch
Abspaltung des N-terminellen Teil des Substrats erfolgt die Freisetzung des En-
zyms (Abbildung 2.8).
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Abbildung 2.8: Molekularer Ablauf des katalytischen Mechanismus der Proteolyse
der Cysteinprotease der Papain-Familie. Nummerierung der katalytischen Amino-
sdurereste entspricht der Protease Papain.
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2.3 Mechanistische Routen der Inhibitoren fiir die
Enzyme GMII und Rhodesain

2.3.1 Kovalente reversible Inhibitoren fiir die

Glycosylhydrolasen

Die Inhibitoren der Glykosilhydrolasen kénnen wie fiir alle anderen Targets in
die nicht-kovalent wirkende und in die kovalent wirkende Inhibitoren eingeteilt
werden. Der Einsatz der Ersten wurde bereits erwdhnt und gehort nicht in den
Fokus der vorliegenden Studie. Kovalent bindende Inhibitoren wurden bisher vor-
wiegend fir retendierende und weniger fiir invertierende Glykosidasen entwickelt.
Zum grofiten Teil werden aber die S-Glykosidasen inhibiert, sodass es insbe-
sondere fiir a-Glykosidasen nur wenige kovalente Inhibitoren gibt.®® Man muss
zwischen den irreversiblen Inhibitoren (Inaktivatoren)!''®! und solchen, deren ko-
valente Bindung zum Enzym sehr langsam wieder hydrolysiert werden kann, un-
terscheiden. Diese Inhibitoren werden alternate-substrate-Inhibitoren genannt.
Obwohl diese mechanistisch betrachtet kovalent-reversibel wirken, werden sie
vom Enzym letztlich umgesetzt und verbraucht, sodass hohere Konzentrationen
notwendig sind. In die Gruppe der Inaktivatoren fallen photoreaktive affinity la-
bels wie Diazirin-Derivate oder Arylazide, sowie Triazene und Diazomethylketone,
die aufgrund ihrer inherenten chemischen Reaktivitit mit nucleophilen Amino-
sduren der Glykosidasen reagieren. Mechanismus-basierte Inhibitoren sind che-
misch inert und werden erst durch die katalytische Maschinerie des Enzyms
aktiviert. Diese wiederum kénnen danach unterschieden werden, ob sie durch
Hydrolyse ein chemisch reaktives Aglycon generieren oder, aktiviert durch Proto-
nierung, den nukleophilen Aminosaurerest des aktiven Zentrums kovalent modi-
fizieren. Zu letzteren gehoren Epoxid- und Aziridin-Derivate von Kohlenhydraten,
wie z.B. Conduritol B Epoxid (CBE; 1,2-Anhydro-myo-inositol) und der verwandte
Naturwirkstoff Cyclophellitol. Neben diesen Epoxiden spielen Fluor-Derivate von
Kohlenhydraten als kovalente Inhibitoren eine Rolle.!!'11111211113] Dje Reversibilitit
der Hemmung ergibt sich bei diesen Fluor-Derivaten und genau so wie bei den
oben genannten Epoxid-basierten Inhibitoren durch die Hydrolyse des kovalenten
Enzym-Inhibitor-Intermediates. Die Abspaltung von Fluorid (bzw. die Ring6ffnung
des Epoxids) selbst ist jedoch irreversibel. Da nach der Hydrolyse des Intermediats
Hydroxy-Derivate vorliegen, die selbst keine Hemmung mehr aufweisen, werden
diese Inhibitoren dhnlich den alternate-substrate-Inhibitoren verbraucht, sodass
aufgrund des Konzentrationsgradienten eine konstante Zufuhr des Inhibitors not-
wendig ist.

Die Kopfgruppe eines kovalent-reversiblen Inhibitors sollte Hin- und Ruckreak-
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tion ermoglichen und bereits eine moglichst hohe Affinitdt zum Target-Enzym
besitzen. Die im folgenden Kapitel behandelten reaktiven Kopfgruppen der Inhi-
bitoren der Mannosidase GM II stellen bicyclische Molekiile acetalartiger Natur
dar, die mit den geeigneten Seitenketten, z.B. mittels molekularer Docking Metho-
den, zu den vollstandigen Inhibitoren weiterhin verbessert werden kénnen. Somit
konnen diese Gertiste als Leitstrukturen (engl. lead structures der Inhibitoren der
Mannosidase GM II betrachtet werden. Das bicyclische Acetal 3-L-Anhydrogulose
(Abbildung 2.9) stellt in der vorliegenden Arbeit die erste Leitstruktur zum reversi-
blen Inhibitor der Mannosidase GM II dar und wird im Folgenden als O,0O-Acetal
bezeichnet.! Eine verbesserte Modifikation der Leitstruktur wird im Folgenden
als N,O-Acetal, entsprechend der Substitution des Sauerstoffatoms Og durch ein
Stickstoffatom (Abbildung 2.9), genannt und im Zusammenhang mit der Inhibiti-

on der Mannosidase GM II diskutiert.
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Abbildung 2.9: 2D-molekulare Darstellung des Liganden f3-L-Anhydrogulose (O,O-
Acetal) in der Sessel-Konformation.

Vorgeschlagener Mechanismus der Inhibitionsreaktion der Mannosidase GM
II durch die Leitstruktur S-L-Anhydrogulose

Der Reaktionsmechanismus der kompetitiven kovalent-reversiblen Hemmung wur-
de ausgehend vom retendierenden Typ der Hydrolyse an Substraten abgeleitet.
Hierbei ist die katalytische Maschinerie der Mannosidasen involviert, namlich
zwei katalytische Aminosaurereste (Saure-Base/Nukleophil-Paar) und ein assis-
tierendes Wassermolekul. Der Mechanismus beginnt mit dem nukleophilen An-
griff der katalytischen Base Carboxylat (Aspartat-Rest in der deprotonierten Form)
auf das anomere Kohlenstoffatom des Inhibitors. Der zweite saure Aminosaure-
rest (Aspartat-Rest in der protonierten Form) protoniert die Abgangsgruppe OR
(Os-Atom in der Abbildung 2.10) und initiiert die Ring6ffnung durch den Bin-
dungsbruch C,-Og. Die Hypothese lautet, dass der Angriff des protonierten Ami-
nosaurerests Wasser-vermittelt (ein oder mehrere Wassermolektile) verlauft. Der

Mechanismus kann wie folgt skizziert werden (Abbildung 2.10):

! Anhydrogulose entspricht einem Monosaccharid-Molekiil Gulose, in welchem nach der Dehy-
drierung ein Ringschluss folgt.
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Abbildung 2.10: Reaktionsmechanismus der Inhibition der Mannosidase GM II
durch die Leitstruktur 3-L-Anhydrogulose.

Der Ubergangszustand der Inhibitionsreaktion kann anlehnend an die Substrat-
untersuchungen durch Petersen et al.'®¥ als Oxocarbenium-Ion-artige Geometrie
angenommen werden (Abbildung 2.11). Die Berechnungen von Wannier-Orbitalen
der Geometrie vom Ubergangszustand des Substrats zeigten die partielle Ausbil-
dung einer Doppelbindung C,-O;. Demnach ist der Ubergangszustand zu kurzle-

big um experimentell nachgewiesen zu werden.
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Abbildung 2.11: Der Oxocarbenium-Ion-artige Ubergangszustand.

Im folgenden Teil der Arbeit werden die Berechnungen des Reaktionsmechanis-
mus der Leitstruktur mit der aktiven Tasche der GM II vorgestellt, welche die
Moglichkeit und die Eignung der reaktiven Kopfgruppe als potentieller Inhibitor
von GM II evaluieren. Als erstes werden die Ergebnisse der Vorarbeiten gezeigt,
die auf die geometrischen Eigenschaften der Leitstruktur im aktiven Zentrum der
GM 1II (Abbildung 4.1) ndher eingehen.

Der Hauptziel war die Entwicklung von Verbindungen der gemischten bicycli-
schen Acetale (des X,Y-Acetal-Typs, Abbildung 4.5) die kovalent, aber gleichzeitig
reversibel eine chemische Reaktion mit der Bindungstasche der Mannoidase GM

II ohne Abspaltungsprodukte eingehen. In diesem Fall wiirde kein Konzentrati-
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onsgradient entstehen. Die Reversibilitat der Inhibition begriindet sich durch die
ablaufende Hin- und Riickreaktion im aktiven Zentrum (Abbildung 2.10).

Die kovalent-reversiblen Inhibitoren wurden im Rahmen des in-house Protokolls
(Abbildung 1.6) mit Hilfe der QM-Methode in Losung (Schritt I: Screening nach
der Reaktionsenergie moglicher X,Y-Acetale mit variablen X und Y) als auch der
QM/MM-Methode im Enzym (Schritt II: QM /MM-Berechnungen im Enzym) far
die ausgewahlten geeigneten Kandidaten untersucht. Die Ergebnisse der hier auf-
geftihrten erfolgreichen QM/MM-Berechnungen enthalten die Beschreibung der
Optimierung der Umgebung der berechneten Reaktion (inklusive das Netzwerk der
Wassermolektile) mittels Serien von MD-Simulationen, als auch den Ansatz fur
die Berechnung der Reaktionspfade der bicyclischen Acetal-Inhibitoren im Enzym
GM II mittels QM/MM-Berechnungen nach CI'®-NEB!'?/['4_Dimer?*-Methode.

2.3.2 Reversible Vinylsulfon-Inhibitoren fiir die Cysteinprotease

Rhodesain

Cysteinproteasen gehoren zu einem wichtigen Target im Bereich des Wirkstofl-
designs. Die Urspriinge der Entwicklungen der Inhibitoren fir Cysteinproteasen
gehen zuriick auf die Forschungsaktivititen durch Hanzlik''#, Liu!'° und spater
durch Palmer und Rasnick!!''®'1¢l In diesen Arbeiten wurden die ersten Pepti-
domimetika fur die Inhibition des Papain vorgestellt. Diese Inhibitoren stellen
niedermolekulare chemische Verbindungen dar, in denen die Michael-Akzeptor-
und Vinylsulfon-(VS)-Kopfgruppen an den Peptidketten verankert sind. Durch die
Untersuchungen mittels Molekular-Modelling-Methoden durch Rasnick und sei-
ne Mitarbeiter wurde gezeigt, dass eine Wasserstoffbriickenbindung (H-Bindung)
zwischen dem Wasserstoffatom des katalytischen His-Aminosaurerestes in dem
protonierten Zustand und einem der Sauerstoffatome der VS-Kopfgruppe charak-
teristisch ist. Laut Rasnick kann diese H-Bindung den Vinylsulfon-Rest so pola-
risieren, dass an dem S3-VS-Kohlenstoff eine positive Partialladung entsteht, was
den nukleophilen Angriff des deprotonierten Cysteinrests an dieses Kohlenstof-
fatom fordert (Abbildung 2.12). Die Ineflizienz der peptidomimetischen Vinylsul-
fone gegentiber der Serinproteasen erklarte er durch den neutralen Zustand des
Serin-Histidin-Paares im aktiven Zentrum. Diese Arbeit betont, dass die Cystein-
proteasen bei den niedrigeren pH-Werten (4,5-6,6) ihre Aktivitat zeigen, wobei
der katalytische Histidin-Aminosaurerest in seiner protonierten Form vorliegt.
Demnach wird das zwitterionische Paar Cys25-His162 oft als die katalytische
Maschinerie der Cysteinproteasen bezeichnet.!!!5 Die peptidomimetischen Vinyl-
sulfone (VS) reagieren nicht mit den katalytischen Resten der Serin-, Metallo- und
Aspartylproteasen. Diese sind nur gegentiber der katalytischen Maschinerie der

Cysteinproteasen aktiv, aber inaktiv gegentiber nicht-katalytischen Cysteinresten
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und gegentiber dem Cys-Aminosaurerest des nattirlichen Antioxidans Glutathi-
on. [115]

Die Doppelbindung der VS-Kopfgruppen ist deutlich weniger reaktiv als die Dop-
pelbindungen der Ester-, Vinylketon-, oder Fluoromethylketongruppen. Fluoro-
methylketongruppen!!'”11!!8) nehmen z.B. einen anerkannten Platz in der Che-
motherapie!! 19111291 ein. Hierbei wurde der erste Einsatz des K11777 Molekiils
(N-Methyl-Piperazyl-Phenylalanyl-Homophenylalanyl-(Phenyl)-Vinylsulfon) in ei-
ner Maus, die mit der Chaga-Krankheit infiziert war, als weniger toxisch beschrie-
ben. Der peptidomimetische Vinylsulfon-(VS)-Inhibitor K11777" ist ein selektiver
kovalenter irreversibler Inhibitor des Enzyms Rhodesain und zeigt eine Hemmung

im mittleren nanomolaren Bereich.
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Abbildung 2.12: Chrakteristiken der Enzym-Inhibitor-Wechselwirkungen erléutert
durch Rasnick et al!'®: Irreversible Additionsrealktion der Cysteinproteasen an der
Doppelbindung des VS-Inhibitors.
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Durch Rasnick wurde zudem die erste Vermutung zu der irreversiblen Hemmung
auf der mechanistischen Basis vorgeschlagen. Demnach soll die Deprotonierung
des Additionsproduktes durch den His-Aminosaurerest aufgrund der grofen Dif-
ferenz des pK,-Wertes unmoglich sein, sodass die Riickreaktion (Freisetzung des
Enzyms) somit blockiert wird. Der postulierte Mechanismus beginnt mit der Ad-
dition des Thiolat-Ions des katalytischen Cysteins an die Doppelbindung der VS-
Kopfgruppe des Inhibitors, bei der sich das anionische Intermediat (Abbildung
2.13) bildet. Der protonierte His162-Aminosaurerest gibt sein Proton an das In-

termediat im zweiten Schritt ab.[!!®!
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Abbildung 2.13: Schematische Darstellung der reversiblen Additionsreaktion durch
das Einfiihren eines elektronenziehenden Substituenten (X=CN, Hal) in die a-
Stellung des VS-Inhibitors.
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Ziel dieses Teils der Arbeit war es, anhand der bereits verfligharen QM-Berechnun-
gen in der Arbeitsgruppe Prof. Bernd Engels®!! und der frei zuganglichen Kristall-
struktur des irreversiblen VS-Inhibitors K11777 im Komplex mit Rhodesain (PDB-
ID:2P7U")) die neuen QM- (als Screening oder Stufe I des in-house Protokolls) und
die QM/MM-Berechnungen (als Enzym-Berechnungen in den Stufen II und IV des
in-house Protokolls, Abbildung 1.6) zu den potentiellen kovalent-reversiblen VS-
Inhibitoren des Enzyms Rhodesain durchzuftihren (Abbildung 2.13). Dies bein-
haltet die Berechnungen der Reaktionsprofile der Inhibitionsreaktion und somit

die Aufkliarung des reversiblen Verhaltens der neuen Inhibitoren. ®!
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Das Arbeitsgebiet Molecular Modelling hat sich bereits in 90-er Jahren des letzten
Jahrhunderts etabliert. Seitdem nimmt es aufgrund immer steigender Rechen-
geschwindigkeit moderner Prozessoren sowie Grafikleistungen einen rasanten
Aufschwung. Man versteht darunter die Berechnung, Darstellung und Analyse
von realistischen, dreidimensionalen Molektulstrukturen und ihren physikoche-
mischen Eigenschaften®®. Der Bereich der Computational Chemistry, in deren
Fokus Berechnungen zu chemischen Fragestellungen stehen, begann seine ra-
sante Entwicklung bereits Ende der 70-er Jahre des letzten Jahrhunderts!'?!,
Dabei konnten zunéchst nur die physikochemischen Eigenschaften von sehr klei-
nen Molekiilen mit hoher Prizision vorhergesagt werden.!'??! Fiir groe Protein-
Ligand-Systeme wurden Verfahren entwickelt, die den interessierenden Bereich,
z.B. die Bindestelle oder das katalytische Reaktionszentrum, quantenmechanisch
behandeln. Die Umgebung wird dagegen klassisch mittels Kraftfeldverfahren ap-
proximiert und an das Reaktionszentrum gekoppelt. Diese hybriden QM /MM 111101
Methoden erreichten im 21. Jahrhundert eine besondere Anerkennung in Form
des Nobelpreises fiir Chemie (2013). 122123l

Computergestiitzte Methoden (auch Computermethoden!®®), die in der vorliegen-
den Arbeit eingesetzt wurden, um Inhibitionsmechanismen in biochemischen Sys-

temen zu verstehen, werden im folgenden Unterabschnitt vorgestellt.

3.1 Born-Oppenheimer-Niherung

In quantenmechanischen Ansatzen!'211122111241 wird die elektronische Struktur
von Molektilen, z.B. Molektlstruktur inklusive Hybridisierung, Elektronendichte-
verteilung sowie molekulare Eigenschaften, berechnet. Wenn die Grundzustands-
eigenschaften im Vordergrund stehen, wird die Losung der zeitunabhingigen
Schrodingergleichung (SGL) (Gleichung 3.1) verwendet, um insbesondere die Ge-
samtenergie eines Molektils E, den niedrigsten Eigenwert des Gesamt-Hamiltonians

H, zu bestimmen.

HY = E¥

Molektile und Festkorper werden quantenmechanisch durch Vielteilchenwellen-

funktionen fiir Kerne und Elektronen beschrieben:

Yer = U/(Xl’ "'!xn;Xl’ ---’XN)
x; = (fi, s0),

X =(R.S)
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Dabei bezeichnen f; und s; mégliche Positionen und Spinquantenzahlen far die
Elektronen, R; und S; entsprechend fiir die Kerne: Die Gesamtheit dieser Wellen-
funktionen bilden einen Hilbertraum. Tatsadchlich benétigt wird nur der Unter-
raum der Wellenfunktionen, die symmetrisch/antisymmetrisch gegen Austausch
ununterscheidbarer Teilchen mit ganzzahligem/halbzahligem Spin sind.

Fur den Gesamt-Hamiltonian, welcher ein hermitescher Operator ist, miissen die
Loésungen, die in der Form von Wellenfunktionen ¢ gegeben sind, orthogonal und
normiert sein (orthonormal). Diese Randbedingung fiir die Wellenfunktionen wird

durch das Kronecker-Delta §;-Symbol beschrieben.

fq;fﬁ@dr:f@ﬁ*qffdr

ftpjfpjdr:ffpjfpfdr:‘sy
6;=0.i%]

Der Gesamt-Hamiltonian H (nicht-relativistisch) besteht aus den Operatoren der
kinetischen Energie der Kerne /’I:N und der Elektronen /TI:N, sowie den Operatoren
der potentiellen Energie der Kern-Elektron-Anziehung Vin. die Elektron-Elektron-
Vrm sowie die Kern-Kern-Abstof3ung VNN (Gleichung 3.4). Fir ein Molekul aus n
Elektronen (Summe tber die kleinen Indizes i,j) und N Atomkernen (Summe tiber
die grofien Indizes I, J) lasst sich der Gesamt-Hamiltonian in atomaren Einheiten
schreiben als Gleichung 3.4.

N n=1

ORI IS I T WIS

J>I
%/_/!,_/‘,_/ R , A/_/

TN Tn VNn Von VNN

Dabei ist M; das Verhaltnis zwischen Kernmasse des Atoms I und der Masse eines
Elektrons, Z; ist die Ordnungszahl des Atoms I und r; der Abstand zwischen den
Elektronen i und j. Die Operatoren fiir die kinetische Energie aller Teilchen, sowie
der Elektronen als auch der Atomkerne, enthalten den Operator V? fiir die zweite

Ableitung nach allen Raumkoordinaten des jeweiligen Teilchens:

02 02 0?
Vi=(a2 " 52 T 52)

82 a2 32
V2 ( s+ — + —;

ax2 ' ay?  az?

Die Gesamt-SGL wird im Rahmen der Born-Oppenheimer-(BO)-Naherung auf das

elektronische Problem reduziert. In der Beschreibung des Gesamt-Hamiltonians
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wird der elektronische Hamiltonian H,, der die Bewegung der Elektronen be-
schreibt, zunichst ohne Naherungen eingefiihrt (Gleichung 3.6, Gleichung 3.8).
Durch die Transformation zum Massenzentrum des Molekiils wird die Form des
Gesamt-Hamiltonians durch den Operator FIm , der die Massenpolarisationsef-
fekt berticksichtigt (Gleichung 3.7, M ist die Gesamtmasse der Atomkerne), er-
ganzt."2! Der Operator H,; hiangt von den Kernpositionen durch die Operatoren
VNn und VNN ab. Die elektronischen Eigenfunktionen y,; (Gleichung 3.8) sind die
Funktionen der Elektronenkoordinaten r = (x, y, z) und auch die Funktionen der
beliebigen Werten der Kernkoordinaten R = (X, Y, Z).

—

H =Ty + He + Hpp

n
oy = =52 D V?)
i

—

Hyg =T, + Vi + Van + Vi

U/el:U/(rl,...,rn;Rl,...,RN)

Das elektronische Problem ist exakt 16sbar unter Annahme, dass fur jeden Wert
der Kernkoordinate ein kompletter Satz elektronischer Schrédingergleichungen

aufgestellt werden kann (adiabatische Separationsannahme, Gleichung 3.9):

Ha(Ryi(r,R) = E(Ryy(r,R),i=1,2,...,00

Die exakte Gesamt-Wellenfunktion W(R, r) kann in eine orthonormale Basis, z.B.
ein kompletter Satz der elektronischen Wellenfunktionen y;(R, r) mit den Elektro-
nenkoordinaten r = (x, y, z), entwickelt werden, wobei die Entwicklungskoeffizi-

enten yy;(R) Funktionen der Kernkoordinaten sind:

¥R 1) = ) Xni(Rw(R 1) 3.10

Das Einsetzen der Wellenfunktion aus der Gleichung 3.10 in die Gesamt-SGL,

resultiert Gleichung 3.1 der Gesamt-SGL in adiabatischer Separationsannahme:

(o9

D (T + Hot+ Hop )i Rp(R 1) = E )~ i (RYi(R,T) 3.11

i
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Z (- Z —V? 4 Hy + Hup )i Ri(R.T) = EZ Xni(Rwi(R. )

D (VA + Ha+ Hop )i Rp(R 1) = E Z nPyR ) B

i

S [ V2 RwdR. )+ } o
H I3} =E N,i R i R,
Zi { Hexni(R)Wi(R, 1) + Hypxni{(R)Wi(R, ) Z Xni(Rwi(R, 1)

Unter Berticksichtigung der Wirkung des Operators der kinetischen Energie der
Kerne (V12v] auf das Produkt der Wellenfunktionen yy;(R)y;(R, r), sowie des Ope-
rators H,, auf seine exakten Losungen y;(R, r), ergibt sich die folgende Ableitung
zur Gesamt-SGL:

Z { iR ) (Vaxni(R) + 2(Vyxn(R)(Vy (R 1)) + xn(R(Vyyi(R. 1)+ } _
Xnvi(REw(R, 1) + XN,i(R)HmpUIi(R’ r)

=E ) xndRwi(R. 1)
3.13

Aufgrund der Orthonormalitit der Basis der elektronischen Wellenfunktionen
kann mit y; (R, r) von links multipliziert werden. Nach Integration tiber alle Elek-
tronenkoordinaten resultiert die Gleichung 3.14, in der drei Terme (Integrale) fiir
die Kopplungen der verschiedenen elektronischen Zustande verantwortlich sind:
Dies sind die nicht-adiabatischen Kopplungsterme erster und zweiter Ordnung

sowie die Massenpolarisation.

w , 2R, NIVylwi(R, n))(Vyxn(R)+
V2X(R) + Ej(R) + Z{ W(R DIV R D) xR+ } = Exy(R) [N
(Yi(R, r)Hmp wi(R, 1) xni(R)

Bei der Untersuchung der photochemischen Reaktionen in Molekiilen miissen die
beteiligten elektronischen Zustdnde berticksichtigt werden (nicht-adiabatisches
Bild). In der adiabatischen Nadherung werden die nicht-adiabatischen Kopplungs-
elemente mit j # i vernachlassigt. Die diagonalen nicht-adiabatischen Kopplungs-
elemente erster Ordnung sind gleich Null, es sei denn sie sind rdumlich entartete
Wellenfunktionen. Bei dieser Ndherung wird nur ein elektronischer Zustand oder

eine elektronische Potentialflache fiir die gesamte Wellenfunktion berticksichtigt.

(Tx + E(R) + (@R DIVEIg(R. 1)) + (@R 1) Hpl (R 1)) xni(R) = Exny(R)
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Nach Vernachlassigung der Massenpolarisation nimmt die SGL die folgende Form

an:

(:fN + E{(R) + (y;(R, r)|V12V|U/j(R, r)))XN,i(R) = Exn;(R)

In der Born-Oppenheimer-Naherung wird der Term der diagonalen Korrektur
U(R) = (y;(R, r)|V]2V|z//j(R, r)) vernachlassigt und die resultierende Gleichung nimmt
die tibliche Form der SGL an, wobei die elektronische Energie die Rolle der poten-

tiellen Energie spielt:

(Ty + E(R)xn:«(R) = Ex;(R)

Losung der Gleichung 3.17 fur die Kernwellenfuntionen fiihrt zu den Energieni-
veaus der molekularen Rotation und Vibration und somit zu den Eigenschaften
der molekularen Spektroskopie.

Im Bild der BO-Naherung bewegen sich die Atomkerne eines Molektils auf einer
Potentialflache, welche aus der elektronischen SGL (Gleichung 3.19) resultiert.
Die Vernachlassigung der diagonalen Korrektur lasst sich durch die relativ klei-
nen Beitrage zu der Form der resultierenden Potentialflache begriinden: Das Ver-
haltnis zwischen den Grofien der diagonalen Korrektur und der elektronischen
Energie E;(R) ist vergleichbar einem Faktor der Massen von einem Elektron und
einem Kern. In der B-O-Naherung (Vernachlassigung der diagonalen Korrektur
und der Massenpolarisation) wird zudem kein Unterschied zwischen den Kern-
massen berticksichtigt. In der adiabatischen (oder auch B-O-Naherung) Naherung
werden die Kerne und die Elektronen als gekoppelte Subsysteme betrachtet und

das Elektronenproblem wird fiir feste Kernpositionen geldst:

Y=Y, (x1,....5:R1.....Ry) @ O(Ry, ..., Ry) 3.18
AN
[ > Vi +Ea|OR:, ... Ry) ¢ Parlx1, ... X3 Ry, oo, Ry)
£ 2M, 3.19

= EGesamt®(R1’ eees RN) b \Pel(xl’ ---’Xn;ﬁla ---’EN)

Trotz der BO-Naherung ist eine geschlossene Losung der elektronischen SGL nur
far einige Modellsysteme, z.B. Wasserstoffatom moglich. Fur Mehrelektronensys-
teme ist man dagegen grundsatzlich auf Naherungen angewiesen, denn es bleibt
nach wie vor ein Problem vieler wechselwirkender Elektronen in einem gegebe-
nen aufleren Potential zu 16sen. Dies geschieht mit Hilfe einer zweiten Naherung,
die mit Hilfe eines effektiven Einteilchenpotentials ein Vielteilchenproblem als ein

Einteilchenproblem betrachten lasst: Das Hartree-Fock-Verfahren. Etwas umfor-
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muliert bekommt der elektronische Hamilton-Operator eine vereinfachte Form:

n
Hel:—Zfli"‘Z@ij"‘VNN
i

vt 3.20
Zy

e 1, W

mit h; = EV - ZA: m
Im Rahmen aller Naherungen stellt man die Wellenfunktion als ein Produkt aus
Einteilchenfunktionen (Molektilorbitale = MO) dar. Die aufgrund des Pauli-Prinzips
notwendige Antisymmetrisierung erreicht man durch die Darstellung als Slater-
determinante (Gleichung 3.21). Da die Atomorbitale den Spin des Elektrons be-
rucksichtigen miissen, werden diese als Spinorbitale y; in die Slaterdeterminante
geschrieben (Gleichung 3.22). Diese setzen sich zusammen aus einer Ortsfunkti-

on ¢i(r;) und einer Spinfunktion a bzw., 8 zusammen.

Xi(x1) Xj(xl) v xn(x)
() xbe) ... (x2)
X)) x5 ..o xr(x)
3 a(l) mg=1/2
x(x) = @) {ﬂ(l) = —1/2 3.22

Die Gesamtenergie einer Slaterdeterminante (Gleichung 3.23) lasst sich mit Hilfe
der Permutationsoperatoren herleiten, auf die nicht niher eingegangen wird. [!2!!
Stattdessen werden die Verfahren betrachtet, die zu dem Erwartungswert der

Energie eines Vielteichensystems fiihren.

n n

Z 1 Z

EGesamt = hi + 5 (Jy - Ky) + VNN 3.23
i y

3.2 Hartree-Fock

3.2.1 Fock-Gleichungen

Zu einem ersten relevanten Verfahren gelangt man, wenn man im Rahmen einer
Eindeterminantenndherung den Erwartungswert der Energie des elektronischen

Hamiltonians minimiert (Gleichung 3.24).

)

(Dy|Ho|Der) = O 3.24
e)e
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Die HF-Orbitale miissen die Randbedingungen der orthonormierten Funktionen

(orthogonal und normiert) erfiillen (Gleichung 3.25).

(ala) = (BIB) =1
Xl = 5y'{ 3.25

(alp) = Bla) =0
Nach der Erstellung der orthonormalen Basis, die im ndchsten Unterabschnitt na-
her gezeigt wird, erhélt man ein System gekoppelter Integro-Differential-Gleichun-
gen, die Fock-Gleichungen (Gleichung 3.26), deren Losung die optimalen Mole-

kiilorbitale x; mit den Orbitalenergien e¢; liefert.

JWxi(1) = exi(1) 3.26

Fock-Operator f(1) ist ein effektiver Einelektronen-Operator. In den Fock-Gleichungen

werden Einelektronen- und Zweielektronen-Terme, (Gleichung 3.27) aufgestellt.

F=f(1) =h+ ) [J - K)
J>i
=h(1)+ ) (- K)
J>i

=h(1) + Vigr(1)

3.27

Die ersten sind durch den Einelektronen-Operator fli bestimmt (Gleichung 3.20).
Zwei-Elektronen-Terme Vpr beschreiben die Wechselwirkungen zwischen Elek-
tron 1 im Orbital ¢; und dem Elektron 2 im Orbital y; und werden mittels
Coulomb- und Austausch-Integralen berechnet (Gleichungen 3.28-3.31).
Analysiert man die Fock-Gleichung, so erkennt man, dass die Elektronen im Rah-
men dieser Eindeterminantennidherung nicht explizit miteinander wechselwirken.
Vielmehr sptlirt im Rahmen dieser Naherung jedes Elektron nur das gemittelte
Feld aller anderen Elektronen. Das Coulomb-Integral ,J\i(l) beschreibt die repul-
sive Elektron-Elektron-Wechselwirkung als eine Coulomb-Wechselwirkung des
Elektrons 2 mit dem gemittelten Potential J;(1) aller méglichen Koordinaten des
Elektrons 1, gewichtet mit der Aufenthaltswahrscheinlichkeit |@;(1)[?, wie in Glei-
chung 3.29 gezeigt ist.

TDIX(2)) = (@Dl pi(1)) 13:(2)) 3.28
Ji(1)
— , 1 1
Damx@ =) f 7 (D—o(rtf@ = ) | f —lofdr]y2)
ij>i ij>i ij>i
3.29
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Das Austausch-Integral K, entsteht durch die Antisymmetrieforderung der Wel-
lenfunktion. Als Operator wirkt K; auf die Elektronen und tauscht die Label zwei-
er Orbitale, wie in Gleichung 3.30 gezeigt ist. Somit enthalt der Fock-Operator
die Fermi-Korrelation, welche die Korrelation der Elektronen gleichen Spins be-

schreibt und den physikalischen Effekt namens das Fermi-Loch berticksichtigt.

K(Dly(2)) = (@(Dlgral x5(D)@i(2)) 3.30
Austausch
e 1
> K@ =) | f #i(D—x(Dar1]gu2) 3.31
ij>1 ij>i 1

Unter Verwendung des Fock-Operators minimiert man die Gesamtenergie. Die-
se kann nicht exakt bestimmt werden, da die Elektron-Elektron-Abstofung mit
Hilfe der Orbital-Naherung beschrieben wird. Die Losung muss iterativ erfolgen,
da man zum Aufstellen der in der Fock-Gleichung auftretenden Coulomb- und
Austausch-Operatoren bereits die Form der Orbitale (also die Losung) kennen

muss. Dieser Ansatz heif3t Hartree-Fock-(HF)-Verfahren.

3.2.2 Kanonische Form der Losungen im Rahmen des HF-Verfahrens

Die Optimierung der Orbitale muss aufgrund der Orthogonalitat-Randbedingung
(zwei Nebenbedingungen, Gleichung 3.25) mittels des Lagrangeschen Multiplika-
torverfahrens erfolgen. Man fithrt die Funktion L ein, die bei sehr kleinen Ande-
rungen der Orbitale stationér verbleibt (Gleichung 3.32), wobei die j; Lagrange-
sche Multiplikatoren sind.!2!l

Das Variationsprinzip besagt, dass die optimalen Orbitale die Bedingung 6L = O

erfullen:

L=E- ) A(eilop) - &)
v 3.32
6L =6E — ) (699 + (@169 = 0

y

Unter Berticksichtigung des Fock-Operators als ein Energieoperator kann die An-

derung der Lagrangeschen Funktion 6L folgend geschrieben werden:
6L =Y ((6piFlp) + (@dFlop)) - > A((5pdey) + (pl6p)) = 0 3.33
i g

Verwendet man die komplex-konjugierten Eigenschaften des Fock-Operators und
formt man die obige Gleichung so um, dass man zwei komplex-konjugierte Terme

erhalt (Gleichung 3.34), erkennt man, dass die Bedingung flir die Lagrangesche
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Funktion 6L = O erfiillt werden kann, wenn beiden Terme (8¢|- oder (6¢[" Null

sind):

6L =0 = Z(ézpllFlcpl Zﬂ<6¢ll¢J>+Z<6¢llFl¢l Zﬂ<6¢]lcpl> 3.34

(60 (6ol

Durch die erneute Anwendung der komplex-konjugierten Eigenschaften der Wel-
lenfunktion far die letzten zwei Terme (d.h. fiir den (6¢|"-Term in Gleichung 3.34)

kann die Gleichung etwas umgeformt werden:

5L=0= > (6piFlp) - > Abple)+ > (6Flp) Z RETATNI 5.5
i i i

1 2

Durch die Differenzbildung zwischen den beiden Termen (Term 1 und 2 in Glei-

chung 3.35), kann die Gleichung in der folgenden Form dargestellt werden:

n

}E(ﬂy—f§y6¢m@>:<> 3.36
7
Die Lagrangesche Multiplikatoren j; muissen hermitesch sein, damit die Funktion
L reel bleibt: f; = jI;. Aus diesem Grund kann der endgiiltige Satz der Hartee-
Fock-Gleichungen wie folgt formuliert werden:

= Zn:ﬂy'tpj 3.37
j

Diese Gleichungen kénnen mittels einer unitaren Transformation vereinfacht wer-
den.
¢ =Ugp 3.38

Man erhalt einen Satz der pseudo-Eigenwertgleichungen:
Fig, = e 3.39

Die kanonischen Molektuilorbitale ¢’ sind die optimalen MOs, die Eigenfunktio-
nen des Fock-Opeartors sind. Diese sind tUber das ganze Molekitil delokalisiert
und damit ldsst sich die chemische Bindung nicht erkliren. Nachdem die ka-
nonischen MOs als die optimalen Molekiilorbitale in einem iterativen Verfahren
bestimmt wurden (self-consistent field (SCF)-Orbitale), kann ein Satz lokalisier-
ter Molektilorbitale erhalten werden. Dies lasst sich durch die Anwendung von

Rotationsmatrizen realisieren. Die lokalisierten Orbitale geben die chemischen
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Charakteristiken der Atome in Molektilen richtig wieder, sodass eine Doppelbin-
dung von einer Einfachbindung unterscheidbar wird.

Da die Lagrangeschen Multiplikatoren die Erwartungswerte des Fock-Operators
sind, kann man diese als MO-Energien interpretieren (Gleichung 3.40). Dies
ist auch anhand der pseudo-Eigenwertgleichung ersichtlich: Die kanonischen
Molektilorbitale ¢’ sind auch diejenigen Orbitale, die die Matrix der Lagrange-

Multiplikatoren diagonalisieren (/; = ¢; und A; = 0).

(@|IF|p)y = el P}y = & 3.40
& = (@lFl) = i+ ) (Jy — Ky 3.41
J

Die Gesamtenergie Egesqam: (Gleichung 3.23) ist nicht einfach die Summe der Orbi-
talenergien ¢;, denn der Gesamt-Hamitonian entspricht auch nicht der Summe der
Fock-Operatoren. Der Fock-Operator F, ist ein effektiver Einelektronen-Operator,
welcher die kinetische Energie eines Elektrons und dessen Anziehung zu allen
Kernen h(1) = h;, als auch die Abstoffung zu allen anderen Elektronen tiber
Coulomb- :I;-(l) und Austausch-Operatoren f(\j(l) beschreibt (Gleichung 3.27). Da
die Elektron-Elektron-Abstof3ung mittels des Fock-Operators durch die Summe
uber alle MOs doppelt berticksichtigt und die Kern-Kern-AbstofSung nicht ein-
bezogen wird (Formel 3.27), muss die Gesamtenergie wie folgt (Gleichung 3.42)

korrigiert werden:

n n
1
Egesamt = E € — 5 § (Jy - Ky) + Vi 3.42
i i

Im Rahmen des Hartree-Fock-(HF)-Verfahrens kann man die Form der MOs direkt
optimieren. Dieser zentrale Ansatz heif3t Linear Combination of Atomic Orbitals
(LCAQ). Hier stellt man jedes MO als lineare Kombination von Atomorbitalen (AO)

Xa dar und optimiert nur noch die Koeffizienten c;.

AOBasis

(pi: Z CaiXa(l) 3.43

a=1

Die Hartee-Fock-Gleichungen kénnen folglich geschrieben werden:

AOBasis AOBasis
F(1) Y caxa(D) =6 ) CaXa(l) 3.44
a=1 a=1

Wird die Fock-Gleichung von links mit )j(1) multipliziert und tiber dr; integriert,
erhalt man die Roothaan-Hall-Gleichungen fir closed-shell Systeme (k = Anzahl
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von closed-shell AOs in der Basis).

k k
>, [ R eaman = &Y, [y 3.45
a=1 a=1

Sie lassen sich sehr effizient als Matrixgleichungen schreiben und 16sen. Die Uber-

lappmatrix S.s wird definiert durch:

Sap = f Xp(Dxa(Ddry = {xalxs 3.46

Die Fock-Matrix wird ebenso definiert durch:
Fop = f X (DF(Deaxa(1)dr = xalFlxs) 3.47

Sie lasst sich in den Einelektronenterm mit den Elementen Hgf{e und den Zwei-
elektronenterm mit den Elementen G,z aufteilen. Die Koeffizienten lassen sich in

Form einer quadratischen Matrix C zusammenfassen:

Ci1 C2°"Crk
C=|cy1 Coa " Cos 3.48

Ckl1 G2 Cik

In der Matrixschreibweise lassen sich die Roothaan-Hall-Gleichungen ebenfalls

als eine pseudo-Eigenwertgleichung darstellen:
FC = SCE 3.49

Die Matrix E ist diagonal und beinhaltet alle kanonischen Orbitalenergien ¢;. Da
die Uberlappmatrix S nicht die Einheitsmatrix ist, kann das Problem nicht durch
die Diagonalisierung der Fock-Matrix gelost werden. Zunachst muss die Basis in
die orthonormale Basis transformiert werden. Dies kann durch die symmetrische
Orthogonalisierung oder kanonische Orthogonalisierung der Basis durchgefiihrt
werden. Beide Prozeduren transformieren die Uberlappmatrix in die Einheitsma-

trix, sodass die finalen Roothaan-Hall-Gleichungen der Form
F'C' =CE 3.50

dem Standard-Eigenwertproblem entsprechen, welches durch die Matrixdiagona-
lisierung (unitare Transformation einer Hermiteschen Matrix) geldost wird. Hierbei

arbeitet man mittels intermedidrer Normierung (Gleichung 3.51) und Entwicklun-
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gen der Koeffizienten der orthonormalen Basis (Gleichung 3.52)

Fy = f X o(Df (D)xx(1)dry 3.51

Y= Zk: CaiX, 3.52

Der transformierte Satz von Orbitalkoeffizienten C’ kann gemaf C = XC’ zurtick-
transformiert werden. Da die Prozedur iterativ ist, werden die Zweielektronen-
Integrale der neuen Orbitale und der transformierten Orbitale in jeder Iteration
gespeichert. Um die Prozedur effizienter zu gestalten, wird folgendes formuliert.
Die Matrix der neuen Koeffizienten C’ ist mit den alten C durch eine X-Matrix

verknupft, die eine inverse Matrix X besitzt:
3.53

Durch das Einsetzen des Ausdrucks fiir C in die Gleichung 3.49 und Multiplika-

tion von links mit X' ergibt sich wie folgt fiir die Roothaan-Hall-Gleichungen:
(X'FX)C’ = (X'SX)C'E 3.54

Durch die Definition der neuen Fock-Matrix als F/ = X'FX erhilt man die lineare
Roothaan-Hall-Gleichung:
FC =CE 3.55

Im Fall der symmetrischen Orthogonalisierung wahlt man als X-Matrix die inverse

Quadratwurzel der S-Matrix:

X = S—1/2
3.56
(p/ — X—l(p — SI/Z(P
S =XSX' = 8§ 1/288 12 =g 12812 = g° = 1
C =x"'c =8'2cC 3.57
F/ :S—1/2FS—1/2

Die Losung der Matrixgleichung kann auf die Rotation des Raums der besetz-

ten Orbitale in den Raum der unbesetzten Orbitale zurtickgefiihrt werden. Diese



3.3 Dichtefunktionaltheorie

Rotation lasst sich mittels der Matrix der unitaren Transformation U realisieren:

¢ =Up=e'p
U'U = (5(e5) =(X)(X) = 3.58
=(e™)(e®) = 1
In der Gleichung 3.58 ist die Matrix X (x; = —x;) eine orthogonale Matrix, die

die Rotationswinkel fur alle Orbitalpaare enthalt. Ihre Blocks, ,besetzt® - jbesetzt“
und ,unbesetzt“ - ,unbesetzt“ , ergeben Null-Elemente. In diesem Fall erscheint
ebenfalls die Prozedur iterativ, da der Fock-Operator F von der Form der Lésun-
gen abhangig ist. Am Ende der Optimierung haben alle AufSerdiagonal-Elemente
des ,besetzt” - unbesetzt® Blocks der Matrix Nullwerte. Betrachtet man diese als
die Gradienten der Energie, so verschwinden diese fir den Fall des stationaren
Punktes (Energieminimum). Die einer solchen Rechnung zugrunde liegende AO-
Basis bestimmt bei Weitem, wie genau eine Rechnung tiberhaupt werden kann.
Mit der heutzutage verfiigbaren Hard- und Software ist das Problem jedoch ge-
ring, da gentigend grof3e Basissitze verwendet werden kénnen.

Fur die Molekulardynamik-(MD)-Berechnungen oder Berechnungen grofier Mo-
lektile werden HF-Anséatze zum Teil zu teuer. Um zu effizienteren Anséitzen bei
grofien Systemen zu kommen, wird eine Vereinfachung vorgenommen. Hierzu
parametrisiert man Terme der Fock-Gleichungen und fittet die Parameter an ex-
perimentelle oder theoretische Daten an. Da kein vollstindig empirischer Ansatz
vorliegt, aber immer noch die Schrodingergleichung geldst wird, spricht man von
semi-empirischen Verfahren. Hier gibt es eine Vielzahl von Ansétzen mit sehr un-
terschiedlichen Nadherungsgraden.

Die fest etablierten Methoden zur Beschreibung chemischer Reaktionen (Bin-
dungsbruch und Bindungsbildung) beruhen im Grunde auf Verbesserungen des
HF-Ansatzes. Diese berticksichtigen die Elektron-Elektron-Korrelation in unter-
schiedlichem Mafle (dynamische, statische und direkte Korrelation). Man unter-
scheidet zwischen Wellenfunktions- und Dichtefunktionaltheorie-(DFT)-basierten
Methoden.

3.3 Dichtefunktionaltheorie

3.3.1 Kohn-Sham-Gleichungen

DFT beruht auf dem Hohenberg-Kohn-Theorem (1964), zu den grundlegenden
Berechnungsansatzen gelangt man durch das Kohn-Sham-Verfahren (1965). Das
Hohenberg-Kohn-Theorem beweist zwei grundlegende Zusammenhéange. Zunéchst

kann es zeigen, dass man fir eine quantenmechanische Beschreibung gar nicht



Kapitel 3. Methoden

die Wellenfunktion benétigt, sondern die Grundzustandseinelektronendichte o(r).
Sie erhalt man aus der Wellenfunktion durch Integration tiber die Koordinaten
von (n-1)-Elektronen (Gleichung 3.59), d.h. sie hingt nur noch von 3 Variablen
ab, wihrend die Wellenfunktion von 3n Variablen (n = Anzahl der Elektronen)

abhéngt.
00(F) = nfdfzfdf3~--dfn|w(f1,f2,--~ T 3.59

Zusatzlich zeigt das Hohenberg-Kohn-Theorem, dass ein Funktional existiert, das
die exakte Energie des Systems liefert, wenn man die exakte Dichte einsetzt.
Unter Verwendung des gleichzeitig guiltigen Variationsprinzips wird die Grund-
zustandsdichte durch Energieminimierung erhalten. Das Vielelektronenproblem
der wellenfunktionsbasierten elektronischen SGL wird somit auf ein effektives Ei-
nelektronenproblem zurtickgefiihrt.

Im Folgenden werden die Theoreme von Hohenberg und Kohn mathematisch be-

trachtet, welche besagen!!2%!;

1. die Grundzustandseigenschaften eines Systems wechselwirkender Elektro-
nen in einem externen Potential V,.(7), insbesondere die Grundzustand-
senergie Egs (Gleichung 3.60), sind eindeutige Funktionale der Grundzu-
standsdichte, po(F). Das externe Potential V,.(7) ist (bis auf eine additive

Konstante) durch die Elektronendichte po(7) eindeutig bestimmt.

2. die Energie einer beliebigen Elektronendichte, po(¥) ist immer gréfer oder

gleich der Grundzustandsenergie Egs:

Ecs = Egslpo(P)] 3.60

Elp] = f Ve PI(FIAF + Floo(P)] > Eos 3.61

Fur die Grundzustandsdichte, po(7), ergibt die Definition der Energie unter der
Verwendung des exakten universellen Funktionals, F[p(¥)], die Grundzustands-

energie, Egs:

Fos = f Ve (Ppo(FIF + Floo()] 3.62

Das erste Theorem von Hohenberg und Kohn besagt in anderen Worten, dass
keine zwei verschiedenen externen Potentiale existieren, die zu der gleichen Elek-
tronendichte fiithren. Der Beweis erfolgt durch reductio ad absurdum. Existieren
zwei externe Potentiale Vé,l(g(?) und Ve(?d)(F) zur gleichen Elektronendichte p(7), die
sich um mehrere additive Konstanten unterscheiden, gelten zwei verschiedene

Hamilton-Operatoren zu den verschiedenen Grundzustandswellenfunktionen PV
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und ¥@, die auch verschiedene Erwartungswerte liefern :

HY =T+ V. + V] = HOYD = Py
H® =T+ V. + V%) = HP¥Y? = E2¢® 3.63
POHONPOY = BD 2 B = () gO)p)y

An dieser Stelle kann eine folgende Annahme getroffen werden: Eine der Funktio-

nen wird als Ausgangsfunktion der anderen im Variationstheorem verwendet.

E(()l) < <\IJ(2)|H(1)|\II(2)>

(2) (1) 7@ (D) 3.64
E;” < (PVIHZYY)

Der Erwartungswert des Operators V., unter Berticksichtigung der Definition der
Dichte (Gleichung 3.59) ergibt:

n
(P Viex|¥) = f f f f drldrg---drn‘P*(ZV(M)(r))‘I’:
i=1
:Zfdri\/'(ext)(ri)ffdrl---dri_ldriﬂdrn‘l’*‘l’: 3.65
i=1

1
= Z Fldri‘/(ext)(ri)p(ri) = fdrp(r)Vext(r)
=1

Angenommen, dass p'(r) = p?(r) (Gleichung 3.65), kann man fiir die beiden An-

fangsfunktionen schreiben:

2 2 2
(PPIHDP?) = (PP|H + Vo) - VPP = EP + (PP|VS) - VEIP@)
(POIHPPDY = (PDIH + V) - VEIPD)Y = EY + (POIVE) - vEIPD)

Fur das Variationstheorem, welches in 3.64 die Wellenfunktionen ¥V und ¥®

einbezieht, lasst sich daher Folgendes formulieren:
Ey) < Eg'+ f dro(n[ Ve - V)
B < B+ [ dioiv - v
Das Zusammenfassen der letzteren Ungleichungen ergibt die finale Ungleichung:
E" +EY <EY +E), 3.68

welche widersprichlich ist.
Leider macht das Hohenberg-Kohn-Theorem keine Aussage dartiber, wie das

Funktional aussieht, sodass nur gendherte Ausdriicke zur Verfligung stehen.
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Einen sehr guten Ansatz liefert das Kohn-Sham-Verfahren. Hier teilt man das
Funktional zunachst auf, was noch mathematisch exakt ist. Man bendtigt ein
Funktional fiir die kinetische Energie der Elektronen T[po], sowie Funktionale far
die Elektron-Kern- (Ep.[00]) und Elektron-Elektron-Wechselwirkungen (E..[0o])-

Eolpo]l = Tlpol + Ecelpol + Enelpoo] 3.69

Das Funktional fiir die Elektron-Kern-Wechselwirkungen ergibt sich einfach aus
dem zugehorigen Coulomb-Ausdruck. Das Funktional fur die Elektron-Elektron-
Wechselwirkungen unterteilt man in die zugehoérigen Coulomb-Wechselwirkungen
J|p], was ebenfalls exakt ist und den Rest, der die Austauschwechselwirkung, K|[p]
und die Korrelationseffekte umfasst. Der Austausch-Term ist ein nicht klassischer
Beitrag durch die Antisymmetrie der Wellenfunktion, wie bereits im HF-Ansatz er-
wahnt wurde.

Der Term fiir kinetische Energie der Elektronen ist zunachst unbekannt. Wah-
rend ein direkter Zusammenhang zwischen der kinetischen Energie und der Elek-
tronendichte keine qualitative Beschreibung einer chemischen Bindung liefer-
te, zeigte der wellenfunktionsbasierte Ansatz (HF-Methode) tendenziell eine gute
Ubereinstimmung mit exakten Bindungsenergien. Die Idee von Kohn und Sham
bestand nun darin, dass man fiir ein reales Molekiil so ein derartiges Referenz-
system S wéahlen kann, dessen kinetische Energie Ts exakt berechenbar ist und
welches den gleichen Wert der Grundzustandsdichte wie das reale System auf-
weist. Das Referenzsystem S stellt ein System aus nicht wechselwirkenden Teil-
chen dar, welches mittels einer Slaterdeterminante aus Einelektronenorbitalen
bereits im Rahmen der Hartree-Fock Theorie beschrieben wurde. Zusammen-
fassend wird im Rahmen der DFT das Funktional fiir die kinetische Energie
der Elektronen uber das HF-Verfahren angenahert. Die daraus resultierenden
Kohn-Sham-Gleichungen unterscheiden sich von den Fock-Gleichungen nur im
Austausch-Korrelationsterm durch die Einftihrung der sogenannten Austausch-

Korrelationsenergie Exc[p] (Gleichung 3.70). 121

Flp(M] = Tslp(M] + J[p(P)] + Exclo()]

3.70
Exc = (Tlpl - Tslpl) + (Ecelo] - Jlol)

Die Austausch-Korrelationsenergie beinhaltet nicht nur die nicht klassischen Bei-
trage der Elektronenwechselwirkung, sondern auch die Korrelationsbeitrage zur
kinetischen Energie. Dieser Unterschied ergibt erstens eine Formulierung fiir ein
effektives Potential, in dem Austausch- und Coulombkorrelationen berticksich-
tigt werden, und zweitens andere Orbitale als in der HF-Theorie. Da die Elektro-
nendichte sich aus der Summe der Quadrate der entsprechenden Spinorbitale

ermitteln lasst, werden die Spinorbitale aus den Einelektronen-Kohn-Sham (KS)-
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Gleichungen selbstkonsistent ermittelt. Die Wiedereinfihrung von Wellenfunktio-
nen erlaubt die exakte Berechnung der kinetischen Energie Ts fiir ein System
nicht wechselwirkender Elektronen mit dem Hamilton-Operator ﬁs, der Wellen-

funktion ¥s in einem effektiven Potential Vg:

N N
Hs = —% Z V2 4+ Z V(7)) 3.71
1 N
Ts=-5 ) (2VI9)
OEpot 5(J [p] + Exclol + ENe)
e
1
\Ps = — Wdetl(pl(pg(plvl 3.74

Die KS-Orbitale miissen ebenso wie die HF-Orbitale die Randbedingungen fiir die
Wellenfunktionen (Orthogonalitat, Gleichung 3.3 erfiillen. Verfahrenstechnisch
eignet sich die Lagrangesche Methode zur Implementierung solcher Optimierun-
gen.!'2¢l Durch Variation der Lagrangeschen Funktion L ldsst sich ein Satz von

KS-Gleichungen, in Analogie zu den HF-Gleichungen, schreiben.

Orbitale

Lip) = Evrrlpl = ). Ay((oiloo) - &)
i
Orbitale
hispi= > Ay, 3.76
i
ks = lV2 + Vg
Vo () = V(P + f l”( P+ V(). 3.78

Das effektive Potential enthalt den Beitrag durch die Wechselwirkung mit den Ker-
nen, die elektrostatische Coulomb-Abstoffung und das Austausch-Korrelationspotential.
Das effektive Potential V. muss mit Hilfe einer adiabatischen Beziehung so ge-
wahlt werden, dass es die gleiche Grundzustandsdichte liefert, wie das wechsel-
wirkende System. Das Austausch-Korrelationspotential wird als Funktional der

entsprechenden Energie, d.h als eine erste Ableitung definiert:

OExc(p]
Vxc(r) =————
6o(r)
€xc(r) 3.79
:exc[p(r)]"'fp( ) 5 ()
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Mit Hilfe der unitaren Transformation kann die Matrix aus A-Multiplikatoren dia-
gonalisiert werden, somit bekommt man die kanonischen KS-Orbitale. Die daraus
resultierenden pseudo-Eigenwertgleichungen sind auch als KS-Gleichungen be-
kannt:

/ﬁqu)i = €. 3.80

Die Molektilorbitale ¢ werden durch die Basissatzentwicklung der Atomorbitale y

definiert:

Basis

Pi= ) CaXa 3.81

Das Variationsprinzip fihrt zu der Matrixgleichung der Atomorbitale. Die gegebe-

ne KS-Matrix hgg ist analog der Fock-Matrix.

hixsC =SCe
hag =(xalhks|xs) 3.82
Sa_B :<Xa|X_B>-

3.3.2 Ubersicht der Dichtefunktionale

Durch das Austausch-Korrelations-Potential werden sowohl Austausch- als auch

Korrelationseffekte berticksichtigt, so dass die KS-Theorie prinzipiell exakt ist.

Exclpl = Ex[p] + Eclp] = f p(relo(r)]dr + f p(r)elp(r)]dr 3.83

Da jedoch das Austausch-Korrelationsfunktional in seiner expliziten Form nicht
gegeben ist, ist die praktische Anwendung der KS-Theorie auf Naherungen dieses
Terms angewiesen. Die Klassifikation der DFT-Methode wurde von Perdew als die
Jakobs Leiter der DFT-Niherungen!'2711128l yorgeschlagen und teilt die Funktio-
nale geméaf der Komplexitat der Ausfiihrung der DFT-Naherungen in finf Range

auf:
1. LDA/LSDA (lokale Dichtendherung): p / pq.0p

2. GGA (Gradientenndherung): p,, ps, Voa.. Vpg

3. meta-GGA (Gradientennidherung inklusive 2-fache Ableitungen, plus Term

der kinetischen Energie der Kohn-Sham-Orbitale): p,, 05, Voa. Vog, V0, 1o

4. hyper-GGA (Gradientenndherung inklusive 2-fache Ableitungen, plus Term
der kinetischen Energie der Kohn-Sham-Orbitale, plus exakter Austausch

(HF-Austausch)): p., 05, Voa, Vos, V204, T, 1g, Exo(T)

5. RPA (nicht-lokale DFT: Gradientenndherung inklusive 2-fache Ableitungen,

plus Term der kinetischen Energie der Kohn-Sham-Orbitale, plus exak-
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ter Austausch (HF-Austausch), plus Berticksichtigung virtueller Orbitale):
Pas LPg, Vpa’vpﬁs V2po’ Lo» Sx,a(r)’ virt. Wi

Aufgrund der zahlreich vorhandenen Informationen zu dieser Thematik wird im
Folgenden ein kurzer Uberblick gegeben. Die einfachste Naherung fiir Exc beruht
auf der Annahme eines homogenen Elektronengases.!'2°/12!l In der sogenannten
lokalen Dichtendherung oder LDA (Local Density Approximation) wurde angenom-
men, dass die Dichte eine sehr langsam variierende bis konstante Funktion ist

und ortsabhangig dem homogenen Elektronengas angendhert werden kann. In

unif
Exc

Korrelationseffekte verwendet, der nur von der Dichte abhangig ist (Gleichung

der LDA-Naherung wird ein Energieterm zur Beschreibung der Austausch-
3.84). Die LSDA (Local Spin Density Approximation) ist eine Verallgemeinerung
der LDA fiur die Elektronendichten mit unterschiedlichen a - und - Anteilen.
Fur die geschlossenschaligen Systeme (engl. closed-shell) sind die beiden Ansat-
ze identisch. Da die LSDA-Nidherung annimmt, dass die Elektronendichte nur
schwach variiert, lassen sich nur einige metallische Systeme (wie z.B. Natrium)

mit diesem Ansatz sehr gut beschreiben.

Ex2P (0. pp) = f pesd (0q, pp)d>r 3.84

Funktionale dieser Generation sind mit Akronymen wie SVWN 13011131 ynq pw132]
vertreten. Das LDA-Funktional SVWN beinhaltet das Austausch-Funktional nach
Slater (gezeigt in Gleichung 3.85'29) und das Korrelationsfunktional nach Vosko,
Wilk und Nussair (VWN[131]),

E}?later — fp( r)gilater [p(r)]dr

gSlater _ _§ s [3p(r)
* 4N =«

Im Fall des LDA-Funktionals PW wird das Korrelationsfunktional nach Perdew

3.85

und Wang angenahert. Die analytische Form der Korrelationsfunktionale VWN
und PW erscheinen als extrem komplexe analytische Interpolationen, bestehend
aus den parametrisierten Funktionen der Spinpolarisation und zahlreichen Fit-
Konstanten, explizite Form welcher in den angegebenen Literaturquellen zu finden
ist.

Wahrend mit Hilfe des LDA-Funktionals gute Ergebnisse fur die molekularen Ei-
genschaften wie Geometrieparameter oder Schwingungsfrequenzen erzielt werden
koénnen, sind die Berechnungen zu den Reaktionspfaden (Reaktionsbarrieren, Re-
aktionsenthalpien/relative Energien) nicht brauchbar. Die Beschreibung der Mo-
lektile ist im Rahmen der LDA-Naherung durch einen systematischen Fehler cha-

rakterisiert, indem diese zu stark gebunden (engl. overbinding) erscheinen. Die
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Uberschatzung der Bindungsstarken ist darauf zuriickzufithren, dass die Aus-
tauschenergie unterschatzt und die Elektronenkorrelation tiberschatzt wird.

Der zweite Rang der Dichtefunktionale, die Gradientennaherung oder GGA (Ge-
neralized Gradient Approximation), wird durch die neue Energiefunktion EggA
verkorpert, die nicht nur von der Dichte, sondern auch von ihren Gradienten
Vp.. Vpsz abhangt.

Ee™(0a. pg) = f peRc” (Pa> Pg. Voo, Vop)dr 3.86

Geht man von schwach variierenden Elektronendichten aus, realisiert man in
der Praxis die neue Energie EggA als eine Taylorentwicklung um die konstante
Referenzdichte. Letzteres ist bereits im Dichtefunktional ersten Ranges des ho-
mogenen Elektronengases gegeben. Daher stellt das LDA-Dichtefunktional den
Term nullter Ordnung in der Gradientenentwicklung dar, wie zum Beispiel in

einer bis zur zweiten Ordnung durchgefiihrten Expansion gezeigt wird!127;

o

0,0’ VPaVPo'
ESc™(pa 0p) = Exg " + f Z Cre (Pa,Pﬁ)W 3.87
0,0’ o ’

Die Gradientenndherung ergibt die Verbesserung der Fehler durch LDA/LSDA,
vor allem in Bereichen der Berechnungen von Barrieren der chemischer Reaktio-
nen und Dissoziationsenergien. Im Gegenteil zu LDA sind diese in keiner einzigen
universellen Form vorhanden.

Die Methode der GGA-Weiterentwicklung ist in Bezug auf die Aufstellung der
mathematischen Konstrukte des Dichtefunktionals nicht trivial. Die etablierte
Methode zur Entwicklung ist die Testung der empirischen Dichtefunktionale. Der
Empirismus der GGA ist vollkommen anders als die Verwendung von empirischen
Parametern der semi-empirischen Methoden. Solche Dichtefunktionale werden
durch das Anfitten an die experimentelle Daten parametrisiert. Die sogenann-
ten empirischen Dichtefunktionale beschreiben die molekularen Eigenschaften
von Systemen, fiir die diese entwickelt wurden, wesentlich besser. Zum Bei-
spiel das parameter-freie (nicht-empirische) PBE!'33! (Perdew-Burke-Ernzerhof)
Dichtefunktional beschreibt sehr gut die organischen Reaktionen auf den Metall-
oberflichen. Die empirischen BLYP (Austauschterm nach Becke B88®® und Kor-
relationsterm nach Lee, Yang und Paar LYP!¥”)) und B3LYP®¢! 37111341 1351 131] yjch -
tefunktionale liefern gute und sehr gute Ergebnisse fir die organischen Reak-
tionen der Elemente der Hauptgruppen. 2! Letzteres, das zum vierten Rang der
Jacobs Leiter gehort, die Hyper-GGA-Approximation, wird weiter unten ausftihrli-
cher erértert. Zu den Dichtefunktionalen zweiten Ranges gehéren auch PW86!!3!
(Perdew-Wang 1986), das parameterfreie PW91 (Perdew-Wang 1991), BVWN (Aus-
tauschterm B88 und Korrelationsterm VWN), OLYP (Austauschterm OPTX!37
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und Korrelationsterm LYP) und die 2008 entwickelten Dichtefunktionale PBE-
sol!138 (Perdew, Ruzsinszky) und SOGGA-(Second-Order-GGA)-Dichtefunktional
MO6-L!'39,

Die meta-GGA-Ndherung der Dichtefunktionale oder die higher-order-GGA!2!
DFT verwendet die zweifache Ableitungen der Elektronendichte V?p, bei der Ex-
pansion der Austausch-Korrelationsterme (Gleichung 3.88). In der meta-GGA-
Néherung wird zusétzlich die Abhéngigkeit der meta-GGA-Energiefunktion g5~ 9%4
von der kinetischen Energie der Kohn-Sham-Orbitale 7, (Gleichung 3.89) in-
volviert. Das einzige nicht-empirische Dichtefunktional dieses Ranges ist durch
TPSS!149 (entwickelt von Tao, Perdew, Staroverov und Scuseria) zugegen. Die
anderen bekannten Dichtefunktionale des dritten Ranges sind BR!!4!, B95[142],
VSXZ (Voorhis-Scuseria-eXchange-Correlation) 143! und PKZB (Perdew-Kurth-Zu-
pan-Blaha)1#4,

ERS ™ 0q, 0p) = f PERE N 0a, 05, VPa, V5, V200, V205, 10, 1) d°r  [EEER

== Z IV pio(r)I? 3.89

Die hyper-GGA-Ndherung oder die sogenannten Hybrid-Funktionale verbessern

hyper GGA

die GGA-Funktionale, indem die neue Funktion E,, zusatzlich von der ex-

akten Austauschenergie ¢, ,(r) (Gleichung 3.91) abhangt.

EP o, pg) = f Pe (0., 08, V0a, Vg, Ta, Tg, Exas Exp, JAT 3.90

o(r,r oce o)
euu(r) = P, T') &Er = — fZ |(Pw( )(p (r')] &Er 3.01
2 |r’ — 1| 209
In der Praxis wird in der Expansion fiir die hyper-GGA-Energie E/2*~%“ ein An-

teil an sogenannten exaktem Hartree-Fock-(HF)-Austausch-Energieterm zu dem
Dichtefunktional GGA oder meta-GGA addiert. Dieser Anteil ist variabel und
kann fiir die unterschiedlichen Fragestellungen geeignet gewahlt werden. Al-
lein durch den 20 %-igen Anteil an exaktem HF-Austausch kénnen die Effekte
der statischen Korrelation effektiv angendhert werden. Somit kénnen sehr ge-
naue Dichtefunktionale erstellt werden. Das popularste Dichtefunktional dieses
Rangs stellt B3LYP!S6137111341113511131] qar B3LYP ist eines der am haufigsten zi-
tierten Dichtefunktionale fir Berechnungen von Koordinationsverbindungen und
Systemen mit offener Schale, wie z.B. in der Chemie der Ubergangsmetalle. Das
B3LYP-Dichtefunktional liefert sehr gute Ergebnisse fiir thermochemische Be-
rechnungen.'2°! Hierzu wurden umfangreiche Referenzen auf der Grundlage der
Gn-Theorie protokolliert, insbesondere durch die Berechnungen mit den Daten-

banken G3 und G4.!'%?! BSLYP gehért, wie bereits erwahnt, zu den empirischen
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Dichtefunktionalen und wurde 1994 durch Stephens et al. vorgeschlagen. Die
Form des B3LYP-Dichtefunktionals wurde einmal wie eine Rezeptur folgend be-
schrieben: ,take the exchange-correlation energy from the LSDA method, add a
pinch (20 %) of the difference between the Hartree-Fock exchange energy E§g (well,
in fact, this is Kohn-Sham exchange energy, because the Slater determinant wave
function, used to calculate it, is the Kohn-Sham determinant, not the Hartree-
Fock one) and the LSDA E2P4. Then, mix well 72 % of Becke exchange potential
EB#134 which includes the 1988 correction, then strew in 81 % of the Lee-Yang-
Paar correlation potential EZ'". You will like this homeopatic magic portion most
if you conclude by putting in 19 % of the Vosko-Wilk-Nusair potential E;""V«[146]

ERP? = E2? + 0, 2(Exe — Ex’®) + 0, 72E2°° + 0, 81EE™ + 0, 19E.™ [ EEP

Die weiteren in der Literatur beschriebenen Dichefunktionale dieses Ranges sind
durch O3LYP!"2!, PBEO!*7, HSE!"*8!, B97!*° und TPSSh!'*91115% vertreten.

Die exakte Austauschenergie ist nicht lokal. Fiir die Berechnung mit einem Hybrid-
Funktional bedeutet dies, dass es nicht nur von der Elektronendichte, sondern
auch von der Dichtematrix abhangt. Dies resultiert in den erh6hten Kosten der Be-
rechnung, wohingegen die nachsten Naherungen, wie z.B. RI-J flir den Coulomb-
Teil, vorgenommen werden mussen. Die Notwendigkeit der Anwendung von zu-
satzlichen Naherungen verhindert die Effizienz der Dichtefunktionale dieses Ran-
ges. Aus diesem Grund haben die meta-GGA Dichtefunktionale zum Ziel, min-
destens genau so gute Ergebnisse wie hyper-GGA zu erzielen und gleichzeitig
die genannten Kosten der Berechnungen so gut wie moglich zu senken. In der
Arbeitsgruppe D. G. Truhlar wurde eine neue Reihe von hybriden meta-GGA-
Dichtefunktionalen entwickelt. Das meta-GGA Dichtefunktional M05-2X, das auch
als Minnesota-2005-Funktional mit doppeltem HF-Austausch bekannt ist, zeigt
sehr gute Ergebnisse fiir die Berechnungen der Thermochemie und Kinetik!!5!!
sowie bei der Beschreibung schwacher, nicht-kovalenter Wechselwirkungen, wie
n—mn-Wechselwirkungen, Wasserstoffbriicken und Dispersionswechselwirkungen.
Die darauffolgenden Entwicklungen der hybriden meta-GGA-Dichtefunktionale
fithren zu den Dichtefunktionalen M06-2X, MO8-HX und MO08-SO!'52, Das Letz-
tere erreicht die exakte Form der Austausch- und Korrelationsterme durch die
zweite Ordnung (SO, Second Order) der Gradientenentwicklung der Dichte. Die
Einschriankung in der Gradientenentwicklung zeigt, dass M0O8-HX die besseren
Ergebnisse als M08-SO fur die schwachen Wechselwirkungen liefert.

Der flinfte Rang stellt die sogenannten nicht-lokalen Dichtefunktionale dar. Die
Funktionale namens RPA (generalized Random-Phase Approximation), wie z.B.
OEP213311154 (Optimized Effective Potential!*®®) und B2PLYP!'%%!, fordern im In-

put von Berechnungen nicht nur die besetzten Kohn-Sham-Orbitale, sondern
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auch die nicht besetzten an. Die Berticksichtigung der virtuellen Orbitale rich-
tet sich vor allem an die Problematik der Berechnungen an Systemen, in denen

Dispersionseffekte eine grof3e Rolle spielen.

3.4 Beriicksichtigung der Losungsmitteleffekte

Bis Anfang der Neunziger Jahre waren die quantenmechanischen Berechnungen
auf Molektile in der Gasphase beschrankt. Physikalisch betrachtet entsprechen
solche Systeme dem Zustand eines idealen Gases im Vakuum. Die praparative
Chemie dagegen beschaftigt sich meistens mit Prozessen in Losung. Sowohl ein
qualitativer als auch quantitativer Ablauf einer Reaktion kann davon abhangig
sein, ob die Reaktion in der Gasphase oder in einer Losung stattfindet. Beispiels-
weise kann die Produktverteilung der Sy-Reaktion durch die Polaritat des Medi-
ums gesteuert werden. Die Polaritat des Losungsmittels kann auch solvatochro-
me Effekte in der elektronischen Spektroskopie verursachen. Dabei handelt es
sich um die Beeinflussung von Absorptionsbanden einer beobachteten Substanz
durch das verwendete Losungsmittel, welche sich darin duflern kann, dass die
Intensitat, Lage und auch die Form der Banden verdndert wird. Deswegen ist es
sehr relevant, Methoden zur Berticksichtigung der Effekte durch die Polaritat des
umgebenden Mediums zu verwenden. Grundsatzlich unterscheidet man zwischen
den expliziten und impliziten Verfahren.!!5”! Bei den expliziten Verfahren werden
Losungsmittelmolektile berticksichtigt, wahrend bei den impliziten Verfahren die
Effekte des Losungsmittels als die eines homogenen Mediums oder auch polari-
sierbaren Kontinuums behandelt werden.

Die expliziten Verfahren sind sehr genau und bertcksichtigen ,short range“-
Wechselwirkungen oder die spezifischen Effekte der Solvatisierung, wie zum Bei-
spiel Wasserstoffbriickenbindungen, van-der-Waals-Wechselwirkungen, Charge-
Transfer-Wechselwirkungen und, neben weiteren Effekten, die Struktur der Koor-
dinationssphére des Losungsmittels. 57! Platziert man das geléste Molekiil in die
Umgebung z.B. von Wassermolektilen, so dass die Molektile sich nicht zu stark
nadhern und die Dichte der Wassermolekiile der Dichte des Wassers entspricht,
kann das elektrostatische Potential und die Eigenschaften des gelésten Molekiils
mit Berticksichtigung dieses elektrostatischen Potentials berechnet werden. Der
Rechenaufwand der expliziten Verfahren wird sehr schnell sehr grof3, wenn mehr
als nur wenige Losungsmittelmolekiile berticksichtigt werden sollen. Der Aufwand
besteht zusatzlich darin, dass fiir die Berechnungen alle anderen méglichen An-
ordnungen wiederholt und statistisch ausgewertet werden miuissen.

Die Kontinuumsmodelle verwenden dagegen das ,reaction-field“-Konzept!'%”!, wo-
bei ,long-range“-Effekte berticksichtigt werden. Zu den ,long range“- oder nicht-

spezifischen Effekten der Solvatisierung zdhlen Polarisation des Losungsmittels
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und Orientierung seiner Dipole um das geloste Molektil. Im Rahmen des ,reaction-
field“-Konzepts betrachtet man das Losungsmittel als ein homogenes polarisier-
bares Medium mit der Dielektrizititskonstante . Das Geloste (d.h. das geldste
Molekiil) befindet sich in diesem Medium eingeschlossen in einem Hohlraum,
welcher eine spherische oder ellipsoide Form besitzt. Die Oberflache eines Hohl-
raums dient als Intreface zur Berechnung der Solvenseffekte in diesem Modell
verwendet und wird als ,Solvent Accesible Surface“ (SAS) bezeichnet. 5711158 Dje
gegenseitige elektrostatische Wechselwirkung zwischen dem Gelosten und dem
polarisierbaren dielektrischen Medium ruft auf der SAS-Oberflache eine soge-
nannte Abschirmungsladung hervor. Die Dichte der Abschirmungsladung o(7)
liefert das gesamte elektrische Feld (die erste Ableitung des elektrostatischen Po-

tentials) an der inneren Seite der SAS-Oberfliche am Punkt 7158
4neo(T) = (e — DHn(HE (1), 3.93

wobei n(7) der Normalvektor der Oberfliche und ¢ die Permittivitit des Mediums
ist.

Wird das Geldste durch quantenmechanische Methoden beschrieben, muss die
Antwort des dielektrischen Mediums auf die elektrischen Ladungen des Gelos-
ten (wie z.B. partielle atomare Ladungen eines Molektils) sowie die Antwort der
Elektronenfunktion des Gel6ésten auf die Polarisation des Mediums berticksich-
tigt werden. Solche Berechnung erfordert eine iterative Vorgehensweise und wird
Self-Consistent Reaction Field (SCRF) bezeichnet. In diesem Modell wird der Ha-
miltonian fiir das geléste Molektil durch einen Zusatzterm, welcher dem elektro-

statischen Potential des Geldsten ¢, angendhert wird, erganzt:
H=Hy+ ¢, 3.94

Das Conductor-like Screening Model (COSMO) gehort zur Klasse der Kontinu-
umsmodelle. 1581159 1 COSMO-Modell wird SAS als Einhiillende von Kugeln um
die einzelnen Atome mit ca. 20 % vergrofierten Van-der-Waals-Radien definiert.
Das elektrostatische Potential wird in COSMO durch die partiellen atomaren La-
dungen, die durch die Wellenfunktion bestimmt werden, realisiert. Bei kleinen
Systemen sind fiir spharische oder ellipsoide Kavitidten noch analytische Losun-
gen moglich. Hierbei wird SAS in Segmente mit konstanten Abschirmungsdichten
o; zerlegt. Die Abschirmungsladung kann bei einer SAS mit m-Segmenten als m-
dimensionaler Vektor g = (q1, ..., g,) dargestellt werden.

Die Grundidee des COSMO-Modells ist, durch die einfachen Randbedingungen
eines elektrischen Leiters, bei dem das Potential auf der SAS-Oberflache null ist
(@ = 0), eine einfachere Gleichung zu erhalten. Diese kann fiir den Fall des Dielek-

trikums mit einem Faktor skaliert werden. Das Gesamtpotential ® = (®,, ..., D,,)
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auf der SAS kann in dieser Betrachtung wie folgt geschrieben werden: 159

® =BQ + Aq"
=0*X + Aq" =0

3.95

Wobei ®* das Potential ist, das von der Ladung Q; eines gelésten Molekiils in
einem Segment i an der Innenseite der Kavitat herrtihrt. Die Matrix B ist nur
von der Geometrie der SAS abhangig. Aq" ist das Potential, das durch die Ab-
schirmungsladungen q* des Leiters auf der Oberflache verursacht wird. A ist eine
symmetrische Matrix der Coulomb-Wechselwirkungen, die durch Wechselwirkun-
gen der Abschirmungsladungen g* auf den Segmenten verursacht wird.

Nach der Anwendung der Grenzbedingung @ = 0O, erhalt man fir den Fall ep = oo

(DX

e 3.96
17774

Fur reale Medien mit endlichen Dielektrizitdtskonstanten wird ein Faktor f(¢)

eingefiihrt:
q=f(eq 3.97
mit
e—1
fle) = 3.98
e+ x

COSMO verwendet x = 0, 5, wobei dieser Wert empirisch gefunden wurde.
Die endgiiltige Gleichung, die in den SCF-Zyklus implementiert wird, gibt die Rela-
tion zwischen der Abschirmungsladung und dem Potential bei einem bestimmten
e-Wert an:

Aq = —f(g)®* 3.99

Die Anwendungen der COSMO-Methode zeigen eine deutliche Abhangigkeit der
Stabilitat des untersuchten Systems von der Polaritat des Mediums und der La-
dungstrennung. Als Beispiel kénnen theoretische Untersuchungen der neutralen
und der zwitterionischen Geometrien von Glycin herangezogen werden.!'? Expe-
rimentell konnte nachgewiesen werden, dass die zwitterionische Form in wass-
riger Losung etwa 10 kcal/mol stabiler ist als die neutrale, wobei die neutrale
Geometrie viel stabiler in der Gasphase als die dipolare zwitterionische Form ist.
DFT-Berechnungen unter Verwendung des COSMO-Solvensmodels ergaben ei-
ne Energiedifferenz von 10,7 kcal/mol, was in guter Ubereinstimmung mit den
experimentellen Daten steht. Weiterhin wurde gezeigt, dass die zwitterionische

Geometrie nur in der wassrigen Losung Stabilitat aufweist.
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3.5 Hybride GM/MM-Methoden

3.5.1 Kraftfeldverfahren

Theoretische Untersuchungen an grofien, komplexen Molekuilen wie Biomolekii-
len befassen sich oft mit ihrer Struktur in einer wassrigen Losung. Wenn die
Zusammensetzung als tertiare Struktur oder Aminosauresequenz durch eine vor-
handene Kristallstruktur bereits bekannt ist, konnen die Energien fiir die Geo-
metrien, die den verschiedenen Konformationen, z.B. eines Enzyms, entsprechen,
ermittelt werden. Die Kraftfeldverfahren!'?!! (Molecular Mechanics, MM) wurden
fiir solche Systeme entwickelt und mit Erfolg eingesetzt, [4111161111621142][163][164] 1y,
Rahmen des MM-Verfahrens werden die Effekte des Losungsmittels explizit durch
die geeigneten Lésungsmittelmodelle fiir Wasser wie z.B. TIP3P!'¢5 und POL3!1¢¢],
und viele organische Losungsmittel berticksichtigt. Die Gesamtenergie des Sys-
tems setzt sich in guter NAherung aus Beitragen einzelner Atome, Atompaare etc.
zusammen. In der Naherung des niedrigsten Levels wird angenommen, dass man
kaum mehr als 3- oder 4-Atom-Wechselwirkungen braucht, und dass sie nur
dann ungleich Null sind, wenn die wechselwirkenden Atome nicht zu weit von-
einander entfernt sind. Der Energieterm wird als eine parametrisierte Funktion,
deren Parameter nur davon abhangen, zu welchen Typen die wechselwirkenden

Atome zugeordnet sind, angenahert:

EMM = EBindungsstreckung + EWinkeldeformation + ETorsion + Eelektrostat + EvdW 3.100

Die einzelnen Beitrage zu der Gesamtenergie E,,, werden durch die Energien der
Wechselwirkungen von Atompaaren (engl. additive two-body model!'%?!) bertick-

sichtigt und kénnen wie folgt geschrieben werden:

1
EBindungsstreckung = 5 Z KR(Ry - Iey',eq)2

Bindungen

1
EWinkeldeformation = 5 Z Ka(ay - 8y’,eq)2

Winlkel
Z Vi
— 2
Etorsion = ? [ 1+ cos(na) - V] 3.101
Torsionswinkel
_ qq;
Eelektrostat - 41enR
nichtgebundene Atompaare i>j DY
B = A By
vdW — 12 R6
nichtgebundene Atompaare i>j L~ § ij

Die sogenannten bindenden Wechselwirkungen werden in einfachsten Naherun-

gen durch die Parabel- und Kosinusfunktionen beschrieben. Die nicht-bindenden
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Wechselwirkungen werden durch die Coulomb-Kraft als klassische Beschreibung
der Elektrostatik und das Lennard-Jones-Potential fiir die schwachen Dispersi-
onskrafte herangezogen. Die Parameter in den Ausdriicken fiir die Energiebei-
trage (Kraftkonstanten K;, K; und V,) werden fur die kleinere Molekiile mit den
hoéheren ab initio-Methoden berechnet und auf die grof3eren Systeme, wie z.B. En-
zyme, teilweise unverandert tibertragen. Ahnliches gilt fiir die Parameter fiir die
nicht bindenden Wechselwirkungen, van der Waals- A; und London-Kraft By, die
Dispersionswechelwirkungen zwischen einem Atompaar.!'¢”! Fiir die Zuordnung
der Partialladung der einzelnen Atomtypen g; und g; sowie die Gesamtladung von
Atomgruppen (wie z.B Aminosaurereste, engl. residues) werden anspruchsvolle
Methoden, die das Anfitten auf das elektrostatische Potential erfordern, entwi-
ckelt, [16211168]

Anwendungen von Kraftfeldverfahren fiir die Makromolekiile sind computertech-
nisch schnell, werden jedoch durch die Vernachlassigung der elektronischen
Struktur in den meisten Untersuchungen der katalytischen Aktivitat der Enzyme
auch ,schnell* ungeeignet. Bei den meisten dieser Prozesse werden durch die
katalytischen chemischen Reaktionen die Bindungen gebrochen und die neuen
erzeugt. Die Beschreibung einer chemischen Reaktion ist nur mit den oben erlau-
terten quantenmechanischen Ansatzen, wie ab initio und DFT, akzeptabel und
in sehr guter Naherung ziemlich genau. Da die katalytische Aktivitit meistens
raumlich an einem sehr kleinen Teil des Enzyms lokalisiert ist, wird dieser durch
die Losung des elektronischen Problems beschrieben, der Rest des Biomolekiils
wird mit dem Kraftfeldverfahren behandelt.

3.5.2 QM/MM-Ansitze

Der Ansatz eines QM/MM Pl_Verfahrens besteht in einer Einteilung des Gesamt-

Hamiltonians Hgesqme Und der resultierenden Energie Egesqm¢ in drei Teile:

Heesam: =Hgy + Hyne + Hoy/mm
3.102

Ecesamt =Egm + Eym + Eguy/mm

Die ersten zwei Terme in der Gleichung 3.102 beziehen sich auf die Subsysteme
QM- und MM-Teil des Gesamtsystems und werden im Rahmen dieser Rechen-
verfahren evaluiert. Der Kopplungsterm Hgy/uy beschreibt Wechselwirkungen
zwischen den QM- und MM-Subsystemen im Grenzbereich (engl. boundary re-
gion). Der QM-Teil wird in dem Rest des Gesamtsystems eingebettet beschrieben.
Die Wahl des Einbettungsystems hingt davon ab, welche Wechselwirkungen,
die die Kopplung beider Subsysteme aneinander beschreiben, in der QM/MM-
Berechnung explizit berticksichtigt werden miuissen. Der einfachste Fall ist die Be-

schreibung nicht-kovalenter Wechselwirkungen eines Liganden mit dem Protein
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beispielsweise flir Solvatationsfragen. Meistens gehen aber die Aminosédurereste
eines aktiven Bereichs des Enzyms eine kovalente Bindung mit dem Liganden ein.
In diesem Fall muss die kovalente Grenze zwischen dem QM- and MM-Bereichen
mit koppelnden Bindungsstreckungs-, Winkeldeformations- und Torsionsbeitra-
gen beschrieben werden. Bei der Beschreibung der Ladungstransfereffekte zwi-
schen einem Ligand und einem Protein ist eine gegenseitige Polarisierbarkeit zwi-
schen den QM- und MM-Bereichen unerlasslich. Allgemein unterscheidet man
zwischen der mechanischen, elektrostatischen und der polarisierbaren Art der
Kopplung bei der QM /MM-Berechnung eines Gesamtsystems.

Die mechanische Einbettung (engl. mechanical embedding) des QM/MM-Verfahrens
berticksichtigt in der Kopplung alle bindenden und nicht-bindenden Beitrage zwi-
schen den Atomen der QM- und MM-Bereiche. An jedem der QM-Atome werden
zusatzliche Krafte durch die MM-Atome ausgetibt und umgekehrt. Hierbei sptiren
die Elektronen in ihren Wellenfunktionen keine Ladungen von den Atomen des
MM-Bereichs. Den QM-Atomen werden stattdessen Partialladungen zugeteilt und
die elektrostatischen Wechselwirkungen in der Grenzregion werden rein klassisch
durch die Coulomb-Krafte beschrieben. Die durch die Sterik verursachten nicht-
bindenden Beitrage zwischen den Atompaaren berticksichtigt man mit Hilfe des

Lennard-Jones Potentials:

MMAtome QM Atome

9uG
4meRyy,

a b
MM Atome QMAtome 3.103

12 6
Tab Tab
D Y I el
@ b T'min,ab T'min,ab

Partielle Ladungen der MM-Atome kénnen anstatt klassisch direkt in dem Hamilton-

HQM/MM =

Operator der QM-Atome einbezogen werden (Gleichung 3.104).

MM Atome

Vowi = D, o
a 1

a

Das entsprechende Matrixelement wird analog dem Ein-Elektronen-Matrixelement
in dem Ausdruck der potentiellen Energie der Kern-Elektron-Wechselwirkung in

dem HF-Formalismus V. beschrieben:

Kerne
Zq
Ve = § (D) ———xs(1)d
a fX( )|Ra_ri|Xﬁ( ) n

MM Atome Q
Vou/mm = Z fXa(l)ﬁXﬂ(l)drl
a 1

a
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In diesem Fall iiben Ladungen der MM-Atome die Kraft an den QM-Atomen aus,
die die Wellenfunktion dndern. Somit ist die Wellenfunktion durch den MM-
Bereich polarisiert und man nennt eine solche Kopplung die elektrostatische Ein-
bettung (engl. electronic or electrostatic embedding).

Ein Fall der gegenseitigen Polarisation, d.h. das elektrische Feld der Elektronen
des QM-Bereichs beeinflusst auch die elektrischen Momente des MM-Bereichs
(atomare Ladungen und Dipole), ist das héchste Level, mit dem man die Kopplung
zwischen den QM- und MM-Bereichen beschreiben kann. Der erste Ansatz der so-
genannten polarisierbaren Einbettung (engl. polarizable embedding) wurde von A.
Warshel und M. Levitt im Jahr 1976 vorgeschlagen.!'®! Der gesamte elektrostati-
sche Beitrag setzt sich zusammen aus den Beitragen der Wechselwirkungen (WW)
zwischen den Ladungen des QM-Bereichs und Dipolen des MM-Bereichs, Dipol-
Dipol-Wechselwirkungen aus dem MM-Bereich und einem Beitrag der Verzerrung

der Elektronenwolke (induzierter Dipol):

VGesamt,el == Z QI(HIS Ty ) (Ladung - DlpOl - W ‘/‘/)
i,

+ Z ],LJ[A( 1y )] (Dipol — Dipol — WW)

> " J

1 2 . . .

+§ Z a;| &l (induzierter Dipol — WW)
J

Diese erste QM /MM-Berechnung enthielt bereits eine iterative Optimierung (SCF)

eines lokalen elektrischen Feldes €, und eine Naherung zu der Vereinfachung des

SCF-Rechenverfahrens:

_,. _ Z erl ( )
f# 3.107 |
zz Qiry'
- - e(r)rgf

mit

_ oF
l«e-=aj€j=afZ . 3.108

&(r)ry;

Somit 1asst sich die Gleichung 3.106 zu dem folgenden Ausdruck des elektrosta-

tischen Energiebeitrags vereinfachen:

1 ~
VGesamt,el = _5 ; Y

QM/MM-Berechnungen der Ladungstransferprozesse in Proteinen, die die Be-

o

rechnung der elektronisch angeregten Zustidnde erfordern, kéonnen aktuell sehr
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korrekt durchgefiihrt werden, da bei der Benutzung der polarisierbaren Kraftfel-
der wie AMOEBA!'"% mit den ab initio- oder DFT-Rechenverfahren eine gegensei-

tige elektrostatische Kopplung in der Grenzregion gewahrleistet wird.!!”!!

3.6 Verwendete Programmpakete

Das im Kapitel 1 erlauterte Konzept zur rationalen Entwicklung der maf3geschnei-
derten kovalent-reversibel hemmenden Inhibitoren (erwdhnt im Folgenden als
Protokoll) wurde unter der Verwendung folgender Programmpakete realisiert.
Die Untersuchungen auf der Stufe 1 des Protokolls durch die quantenmechani-
schen Berechnungen (Kapitel 3, Dichtefunktionaltheorie) in Lésung wurden mit
dem Programmpaket TURBOMOLE"®3 durchgefiihrt. Hierbei wurden die Dichte-
funktionale BLYP3%! 37 und B3LYP!!3511134] eingesetzt. Die Parameter des COSMO-
Programms % wurden standardmégig fiir die wassrige Umgebung gewahlt (¢ =
78, 39).

Die Untersuchungen auf der Stufe II des Protokolls umfassen die Berechnun-
gen der Reaktionspfade und Minimumenergiepfade (MEP)!'? fiir die chemischen

Reaktionen von Inhibitoren im Zielenzym!©!®!{13]

. Ein Pfad minimaler potentiel-
ler Energie, der zwei Minima verbindet, stellt den Reaktionspfad einer chemi-
schen Reaktion dar. In der vorliegenden Arbeit wird dieser auch als Reakti-
onsprofil oder Minimumenergiepfad (MEP)'? bezeichnet. Der letztere lasst sich
durch die Nudged Elastic Band (NEB)-Methode!'¥'5 und mit Hilfe von Potenti-
alhyperflaichen (PES)!'®! darstellen. Diese Berechnungen werden im Rahmen der
Born-Oppenheimer-(BO)-Naherung, die die chemischen Umwandlungen darstel-
len lasst, behandelt. Die Minima dieser MEP und PES entsprechen den Geometri-
en von stabilen oder metastabilen chemischen Substanzen. Die Reversibilitat der
Inhibitoren wurde anhand der berechneten chemischen Reaktionen in Form von
erstellten Reaktionsprofilen analysiert und diskutiert.

Alle Untersuchungen der Zielenzyme (Stufe II) beginnen mit den MD-Simulationen
an den Enzym-Inhibitor-Komplexen und wurden mit dem Programmpaket AM-
BER 11%!11142I qurchgefiihrt. Das AMBER-Kraftfeld FF99SB!'®! wurde fiir die Be-
schreibung der Aminosaurereste der Proteine verwendet. Fur die Beschreibung
der Inhibitormolektile wurde das AMBER-Kraftfeld GAFF (General AMBER For-
ce Field)!'”? verwendet. Fur alle Inhibitoren in allen nicht-kovalenten als auch
kovalenten Enzym-Inhibitor-Komplexen wurden Parameter mittels des in dem
AMBER-Paket enthaltenden Programms Antechamber!'7311172] generiert. Hierbei
wurde das AM1-BCC-Modell'” fiir die Ermittlung der Atom-Ladungen verwen-
det. Fur die Erstellung der Kraftfeldparameter einer molekularen Einheit, die ein
kovalentes Addukt aus dem Inhibitor und den angreifenden Aminosidureresten
darstellt, wurde die Kompatibilitit der Kraftfelder GAFF (fir den Inhibitor-Rest)
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und FF99SB (fiir den Aminosaurerest) innerhalb der LEaP-Anwendung!!”®! des
AMBER-Programmpakets verwendet. Die Enzym-Inhibitor-Komplexe wurden mit
Hilfe der LEaP-Anwendung SolvateCap''”® mit TIP3P!'®5-Wassermodell solvati-
siert.

Alle produktiven MD-Simulationen (in Ergebnissen und Diskussionen als MD-
Simulationen erwahnt) der Enzym-Inhibitor-Komplexe wurden in der Wasser-
sphare relevanter Schichtdicke, die ausreichend lang equilibriert wurde, durchge-
fahrt. Die Equilibrierung der Wasserhtille wurde fir eine ausreichende Simulati-
onsdauer in mehreren Schritten durchgeftihrt. Diese gewahrleisteten zum einen,
die schrittweise Erwdrmung des Enzyms im expliziten Solvens bis zur Temperatur
von 300 K (Temperatur des lebenden Organismus).!'”% Zudem wurden an das Sol-
vens Einschrankungsregeln in Form eines harmonischen Potenitals angewendet,
dessen Starke (Kraft-Parameter) schrittweise sank und am Ende der Equilibrie-
rung kein harmonisches Potential angewendet wurde.!'”®! Nach der Equilibrierung
wurden sogenannte produktive Molekulardynamik-(MD)-Simulationen bei kon-
stanter Temperatur und Volumen (klassische Dynamik eines NVT-Ensembles) (1771
unter der minimalen Dauer von 5 ns durchgefiihrt. Die konstante Temperatur

[178][173]

konnte mit Hilfe des Langevin-Thermostats gewahrleistet werden. Fuiir den

konstanten Erhalt des Volumens wurde das spharische Grenzpotential (Enzym

im sogenannten Trépfchenpotential, SolvateCap''")

angewendet.

Die Analyse und visuellen Charakterisierungen der MD-Simulationen wurden mit
dem Programm VMD ¥”! und in dem AMBER-Paket beinhalteten Hilfsprogrammen
(xleap, ptraj, etc)'” ausgefiihrt.

Alle QM/MM-Berechnungen wurden mit dem CHEMSHELL 43 179_programmpaket
in Kombination mit dem TURBOMOLE®®-Programm der Version 6.5 durchge-
fihrt. Die Atome des MM-Bereichs wurden mit Parametern des AMBER-Kraftfelds
mit Hilfe des DL-POLY-Moduls"®”' von CHEMSHELL*?*'7 behandelt. Zur Aus-
flihrung aller Energie- und Gradientenberechnungen zur Geometrieoptimierung
der Atome des aktiven Bereichs wurde das DL-FIND-Modul2! 1811143l yerwendet.
Wechselwirkungen zwischen dem QM- und MM-Bereich wurden im Rahmen des
elektrostatischen Embedding-Ansatzes!!82/PI1011IN23] pegehrieben. Hierbei wur-
den die Bindungen der Grenzbereiche der QM- und der MM-Regionen mit Hil-
fe der Linkatome- und der Ladungsverschiebungs-Ansatze, wie es in CHEM-
SHELL!#311179_Programmpaket implementiert ist, behandelt. 83!
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kepitet 42 Entwicklung kovalent-reversibler Inhibitoren

fir die humane Golgi-a-Mannosidase

4.1 skew-Boot-Konformation als die bioaktive Kon-

formation der bicyclischen Acetal-Kopfgruppe

Zu Beginn der Untersuchungen wurde die Stabilitit und Relevanz des nicht-
kovalenten Enzym-Inhibitor-Komplexes (E- - -I-Komplex) des Enzyms GM II und
des bicyclischen Acetal-Inhibitors mit Hilfe klassischer Molekulardynamik-(MD)-
Simulationen evaluiert. Als Startgeometrie des E- - - I-Komplexes (Abbildung 4.1, a)
wurde die mit dem bicyclischen O,0-Acetal besetzte katalytische Tasche des En-
zyms GM II, welche in den kristallographischen Daten unter der PDB-ID 3D4Y!"!
vorhanden ist, ausgewahlt. Die Geometrie des O,0-Acetals wurde durch ein Do-
cking-Experiment eruiert (Arbeitsgruppe Prof.Dr. J. Seibel!'®)). Hierbei handelt
es sich um die ideale Sessel-Konformation des Pyranose-Ringes, die nach der
Stoddard-Nomenklatur 841183 der C, -Bezeichnung (Abbildung 4.2, a)) entspricht.
Die fiir diese Arbeit relevanten Konformationen sind in der Abbildung 4.2 darge-
stellt.!

/4\‘\‘1 z’”

His471 %=
is _'rﬁ\

— Asp92
N A

Abbildung 4.1: Vergleich der nicht-kovalenten Enzym-Inhibitor-Komplexe
a) vor der MD-Simulation (aus Docking): keine Koordination mit dem Zn-Dikation
moglich und b) nach der MD-Simulation: Koordination des Liganden zum Zn-
Dikation ist durch die Hydroxy-Gruppen der C2 und C3 Atome erreichbar.

Als Ergebnis der klassischen MD-Simulation wurde die neue Geometrie des E- - - I-

!Alle méglichen Konformationen des Pyranose-Ringes und deren Transformationen nach der
Stoddard-Nomenklatur kénnen in der Arbeit der Arbeitsgruppe von Prof.Dr. Moremen K. W, 186!
nachgeschlagen werden.
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Komplexes erhalten (Abbildung 4.1, b)). Die Geometrie des O,0O-Acetal-Inhibitors
zeichnet sich durch die verzerrte Boot-Konformation aus und wird im Weite-
ren als Twist-Boot-Konformation des O,0-Acetal-Inhibitors diskutiert. Nach der
Stoddard-NomenkKlatur liegt diese zwischen den Geometrien der korrekten Boot-
Konformation 3B und der schiefen Boot-Konformation, die sogenannten skew-

boat-Konformation 'S;.

o u/\y

2

1

C. Ss B:s

Abbildung 4.2: Die ausgewdhlten Geometrien der Konformationen des Pyranose-
Ringes mit den Bezeichnungen der Geometrien nach der Stoddard-Nomenlklatur. C:
chair, B: Boot, S: skew-boat.

Die charakteristischen Bindungs- und Diederwinkel fir die Inhibitoren O,0- und
N,O-Acetal, die mit Hilfe der MD-Simulationen erhalten wurden, sind in Tabelle
4.1 aufgeftihrt.

Tabelle 4.1: Charakteristische Bindungs- und Diederwinkel der X,Y-Acetal-
Inhibitoren (Abbildung 4.5), gemessen an den Geometrien der Enzym-Inhibitor-
Komplexe.

Diederwinkel / X,Y-Acetal-Inhibitor
Winkel 0,0-Acetal ‘ N,O-Acetal
| O1/N-C5-C4-C3| 295 | -64 |
| O1/N-C1-C2-C3| 36 | 181 |
|O1/N-C5-C4 | 1081 | 1116 |
|O1/N-C1-C2 | 1135 | 1159 |

Die Erkenntnisse tiber die verzerrten Geometrien der Inhibitoren O,0- und N,O-
Acetal werden durch quantenchemische Berechnungen am Substrat des Enzyms
GM 1187 und an E-I-Komplexen einer parasitiren a-Mannosidase der invertie-

renden Familie GH47 untermauert.!'® Die Ersten zeigen, dass die Geometrie des



4.1 Ergebnisse der Vorarbeiten

Ubergangszustands der katalytischen Glycosylierung ebenfalls einer verzerrten
Boot-Konformation entspricht.!'®”! Hierbei liegt diese zwischen den Geometrien -
die ideale Boot-Konformation B, 5 und die skew-Boot-Konformation !Ss - vor. Die
Zweiten beschreiben einen dhnlichen wie bei GM II gefundenen E---I-Komplex,
welcher die verzerrte Geometrie des sechsgliedrigen Liganden in der Form °®B /
15,1881 enthalt. Die Untersuchungen an 8-Mannase der retendierenden Familie
GH26 weisen darauf hin, dass abhéingig vom Ligand auch die gegenseitige Um-
wandlung zwischen B, 5- und ' Ss-Konformationen méglich ist. 189,

Analysiert man den nicht-kovalenten Enzym-Inhibitor Komplex mit dem Inhibi-
tor in der Sessel-Konformation innerhalb des aktiven Zentrums der GM II, er-
kennt man eindeutig, dass das Gertist des Inhibitors keine Kontaktstellen mit
der Tasche aufweist (Abbildung 4.3). Die Metallbindung zwischen dem Zink-
Dikation und den vicinalen Hydroxy-Gruppen des Inhibitors in der Twist-Boot-
Konformation stellt den einzigen stabilisierenden Beitrag zu der nicht-kovalenten
Bindung des nicht-kovalenten E-I-Komplexes dar und ist vollkommen kompetitiv

der analogen Bindung zum Substrat.

(O,

Abbildung 4.3: Vergleich der Konformationen des Inhibitors in der aktiven Tasche
der GM II. Inhibitor in der Sessel-Konformation ist mit der Farbe ,magenta“ her-
vorgehoben. Die Geometrie des Inhibitors in der Twist-Boot-Konformation und die
Aminosdurereste des aktiven Zentrums sind mit Hilfe der CPK-Darstellung hervorge-
hoben. Die Metallbindungen (H-Bindungen) sind durch die Punkt-Linien angedeutet.
Inhibitor in der Sessel-Konformation (magenta) sitzt nicht optimal in der Tasche, da
die Metallbindungen zum Zink-Dikation (hell-griin) geometrisch gehindert sind.

Die QM/MM-Berechnungen am Enzym-Substrat-Komplex der dGM II durch Reil-
ly et al.'’® bestatigen die koordinative Bindung des Substrat-Modells zum Zink-
Dikation durch die vicinalen Hydroxy-Gruppen. Diese koordinative Bindung tragt

dazu bei, dass das katalytische Zentrum durch ein oktaedrisches Polyeder sta-
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bilisiert wird. Die Ubereinstimmungen mit den verwandten biologischen Syste-
men finden sich auch hier. Im Fall der invertierenden Glycosidase der Fami-
lie 47 im Komplex mit dem Substrat ist die dhnlich verzerrte Boot-Geometrie
des Substratmolekiils durch die zweifache Koordinierung zu dem strukturellen?
Calzium-Dikation nicht kovalent gebunden.!'®® Die Begiinstigung zur oktaedri-
schen Anordnung der aktiven Tasche um das strukturelle Kation lasst sich durch
die zusatzlichen nicht-kovalenten Wechselwirkungen zum Koordinationsmetall
aufgrund der Verzerrung der Boot-Konformation in der Geometrie des Substrats
erklaren. 8]

Diese in der Literatur gefundenen Ergebnisse bestarken die Wahl des O,0O-Acetals
als geeigneten Kandidaten fiir einen Inhibitor, der die humane GM II kompetitiv
hemmt.

Die Grunde fiir die Ausbildung des E- - - I-Komplexes in der energetisch unginsti-
geren Konformation, wie im Folgenden gezeigt wird, konnen dahingehend erklart
werden. Im Fall des cyclischen O,0-Acetals ist der Einfluss des anomeren Effekts
auf die Hydroxygruppen des Pyranose-Ringes verschwindend gering. Dagegen ge-
winnen die sterischen Faktoren eines Sechsringes an Bedeutung. Im Allgemeinen
sind grofie Substituenten in der Aquatorialen Position des geséttigten Sechsrin-
ges glnstiger als in der axialen. Die cyclische S-L-Anhydrogulose in der Sessel-
Konformation enthalt zwei Aquatoriale gegentiber nur einer einzigen aquatorialen
Position in dem Twist-Boot Liganden. Die Anderung der Konformation von Boot zu
Twist-Boot findet durch die partielle Ringinversion oder Ring-Flip des Sechsrings
statt.'% Die letzte Konformation ist, wie bereits erklirt, weniger stabil, erlaubt
aber die sechsfache Koordination des strukturellen Zink-Dikations. In der verzerr-
ten Konformation kann der Inhibitor das Substratmolekiil gut nachahmen. Das
elektrophile Zentrum des Liganden (C1-Atom) und das nukleophile des Enzyms
(Sauerstoff-Atom des Aspartat Asp204 Aminosaurerests) befinden sich raumlich
sehr nahe. Als Folge kann aus diesem nicht-kovalenten Enzym-Inhibitor-Komplex
die chemische Reaktion zwischen dem C1-Atom des Liganden und dem Aspartat
Asp204 Aminosaurerest stattfinden. Der Inhibitor S-L-Anhydrogulose befindet
sich offensichtlich im nicht-kovalenten Enzym-Inhibitor-Komplex in seiner bioak-
tiven Konformation.

Die Geometrie einer bioaktiven Konformation entspricht meistens nicht dem glo-
balen Minimum auf der Potentialhyperflache. Die Geometrien des O,0-Acetal-
Inhibitors wurden in der Sessel- und in der Twist-Boot-Konformationen analy-
siert und die relative Energie zwischen den beiden ermittelt. Es wurden jeweils

Sessel- und Twist-Boot-Geometrien des Liganden mit verschiedenen Methoden

2Ein Metall-Kation, welches durch die nicht-bindenden Wecheselwirkungen in einer Tasche
des Enzyms ein Koordinationspolyeder bildet, wird im Bereich der Biochemie als ein stukturelles
Kation bezeichnet.
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optimiert (Tabelle 4.2). Die Geometrieoptimierung der Twist-Boot-Geometrie mit
Dichtefunktionalmethode BLYP®® 137! in Kombination mit dem Basissatz TZVP3®!
resultiert in einer Sesselkonformation (Start: t-b, Ergebnis: s in Tabelle 4.2). In
allen weiteren Optimierungen der Startgeometrie des Inhibitors in der Twist-Boot-
Konformation wurde jeweils die Twist-Boot-Geometrie als Minimum erhalten. Dies
lasst deutlich erkennen, dass die Twist-Boot-Konformation ein lokales Minimum
darstellt und einer bioaktiven Konformation entspricht. Andert sich die Geome-
trie von der Twist-Boot- zu der Sesselkonformation nicht (Start: t-b, Ergebnis:
t-b in Tabelle 4.2), so ist die Differenz zwischen den Konformeren je nach Me-
thode bei ca. -10 kcal/mol mit der BLYPP®37 /TZvPB8. und ca. -11 kcal/mol
mit der Kraftfeld-Methode AMBER!"!142l (mit Berticksichtigung der Solvenseffek-
te (Born Modell)) . Die héhere Stabilitat der Sessel-Konformation gegentiber der
Twist-Boot-Geometrie wurde mit Hilfe der Kraftfeld-Methode korrekt reproduziert.
Dies trifft dagegen nicht zu, wenn das semi-empirische PM3-Potential zum Einsatz
kommt. Ein analoges Erfolg-Misserfolg-Verhaltnis ist flir das BLYP Dichtefunktio-
nal zu beobachten, wobei die polaren Effekte des Losungsmittels (Vakuum/COS-
MO!%9)) eine gréBere Rolle zu spielen scheinen. Werden durch die Optimierung
nur die Hydroxy-Gruppen durch die Rotationen beansprucht, wie in der Start-
struktur der Sessel-Geometrie, liegt diese kleine Anderung energetisch etwa unter
einem kcal/mol (Abbildung 4.4).

Generell gehen die Vollacetale, d.h. nicht-cyclische Vollacetale, die Hydrolyse-
spaltung ein. Deswegen muss der Aspekt der Hydrolysestabilitat an dieser Stelle
beleuchtet werden. Stabilitdt und Reaktivitat der Saccharide wird grundsatzlich
durch den anomeren Effekt des Tetrahydropyran-Rings gesteuert. Die cyclische
B-L-Anhydrogulose ist nicht nur ein Kohlenhydrat, sondern ein bicyclisches Ace-
tal. Das O6-Atom wird weder die axiale (der anomere Effekt ist hier nicht von
Bedeutung) als auch die aquatoriale Position durch die ftinffache Ringspannung
einnehmen kénnen. Da die C1-O6 Bindung nicht axial zu den freien Elektro-
nenpaaren des Ol-Atom steht, kann die Hydrolyse, d.h. eine freiwillige C1-O6-
Bindungsspaltung durch den nukleophilen Angriff des Wassermolektils erschwert
stattfinden. Zusatzlich steht das axiale freie Elektronenpaar des O6-Atoms paral-
lel oder anti-periplanar zur C1-O1-Bindung. Deswegen kann das freie Elektronen-
paar des O6-Atoms in das tiefliegende antibindende Orbital der C1-O1-Bindung
(o%) die Elektronendichte bereitstellen und das O,0-Acetal Molekiil durch die ste-

reoelektronischen Effekte zusatzlich stabilisieren. 199
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Tabelle 4.2: Vergleich der Konformationen des Inhibitors mit Hilfe der Methoden-
variation. AE ist die Differenz zwischen der optimierten Geometrie (fett) inner-
halb der Methode. s: Sessel, t-b: Twist-Boot. opt: Geometrieoptimierung, sp: Ener-
gieberechnung.

Geometrie AE
Methoden Start \ Ergebnis | kcal/mol
| @M(DFT) |

BLYPBS87 /TZvP38 / /B3LYP/TZVP®® (opt//sp) | s s

t-b s -0,76
BLYP//B3LYP/COSMO (opt//sp) S s

t-b t-b -6,68
B3LYP(opt) S s

t-b t-b -8,90
B3LYP(opt)/ COSMO S s

t-b t-b -6,68
B3LYP/TZVP//SCS-MP2 ) s

t-b t-b -10,52
B3LYP/TZVP//SCS-MP2/ COSMO ) s

t-b t-b -8,13
Semi-Empirisch
AM1 S s

t-b t-b -6,1
PM3(opt) ) s

t-b t-b 1,7

| MM(Kraftfeld)

AMBER [411142] S s

t-b t-b -7,7
AMBER(Born Modell) #11142! s s

t-b t-b -11,1

Abbildung 4.4: Liganden der Sessel-Konformation mit der Energiedifferenz von 0,76
lkccal/mol in der Tabelle 4.2. CPK-Darstellung: Ligand aus der Docking-Berechnung
(Startstruktur)''%, griin: optimierter Ligand berechnet mit BLYP3¢/1371 /TZyP!38,



4.2 Ergebnisse der Modellberechnungen

4.2 Reaktionsenergien der Inhibitoren fiir GM II (bi-

cyclische Acetale) in Losung

Die Entwicklung von kovalenten und reversiblen Inhibitoren (hier im Stadium
als reaktive Kopfgruppen oder Leitstrukturen) des humanen Enzyms Golgi a-
Mannosidase II (GM II) wurde im Rahmen des in-house Protokolls!®'® zum ratio-
nalen Wirkstoffdesign durchgeftihrt. Auf dem ersten Schritt dieser - QM-Modell-
Berechnungen in wéassriger Losung - wurde die Thermodynamik der Inhibitions-
reaktion (Gesamtreaktionsenthalpie) abgeschatzt. Das katalytische Aminosdure-
Paar der Mannosidase GM II Asp312-Asp204 wurde im Rahmen des Standard-
verfahrens zum Acetat-Anion-Essigsduremolekiil-Paar angenahert. Unter Anwen-
dung des Hess’schen Satzes in dieser Niherung lasst sich die Reaktionsenergie
der Inhibition als AEg,, wie in Abbildung 4.5 skizziert, darstellen.

X ——2 X—2
. 3.,
,\7\? \\\\ Yo,,, . \ AERX AcO._ . 7 \
Ci Cs C4 Cs
| + CH3COOH | |
Cz\ /04 cz\ /04\ H
ol ¢ Do-H ol c o-
0.,  Modell1 O-y
H\
X
Ay AE Yo
/‘\\\ /,/’14. Rx AcO.__ . 0\
Ci Cs G Cs
| | + CH3COOH |
G2 Cy “‘,‘-Cz Cy
o e’ o o Ner” ot
H : :
0. (N
H  Modell 2 H

Abbildung 4.5: Molekulare Formeln der bicyclischen Acetal-basierten Inhibitoren
(Modell 1 und Modell 2). Schematische Darstellung zur Berechnung der Reaktions-
energien AEg, (Thermodynamik) der Inhibitionsreaktion des Enzyms GM II unter-
sucht auf dem Screening-Schritt QM-Modell-Berechnungen in wdssriger Umgebung.

Dieses Modell fiir die Enzymreaktion mit dem bicyclischen Inhibitor stellt eine
sehr gute Naherung in Losung dar aufgrund der Tatsache, dass der minimale
@QM-Bereich einer QM/MM-Berechnung genau denselben Bereich darstellt: Den
Inhibitor mit einem Acetat-Anion-Essigsduremolektil-Paar. Das Letztere kann im
Enzym als ein internes Puffersystem zur Protoniibertragung betrachtet werden.
Im QM-Modell werden die raumlichen Protontibertragungen nicht betrachtet, son-
dern nur die Produkt-Geometrie und die energetischen Beitriage zur Gesamtther-
modynamik. Demzufolge wurden auf dem Screening-Schritt die Reaktionsenergi-
en der Produktbildung AEg,, wie in der Abbildung 4.5 gezeigt, ermittelt.

Insgesamt wurden zwei Typen der Liganden - Modell 1 und Modell 2 - fiir die Reak-
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tionsenergie in Losung evaluiert (Abbildung 4.5). Im Modell 2 wurde der Fiinfring
durch den Vierring (Modell 1) substituiert um den Einfluss von Triebkraft der Rin-
gofinung des gespannten Ringes auf den Energiegewinn zu untersuchen (Tabelle
4.4). Der Screening-Schritt stellt in diesem Fall die Evaluierung der bicyclischen
Inhibitoren in Abhéngigkeit von X -, Y - Heteroatomen sowie Substituentenmus-
ter am Atom X (Tabelle 4.3) auf die Reaktionsenergie mit dem Essigsduremolekiil
dar. Die Reaktionsenergie des bicyclischen N,O-Acetal-Inhibitors wurde in zwei
Protonierungszustidnden ermittelt (Abbildung 4.6). Hierbei wurde die Relevanz
der protonierten Form des N,O-Acetal-Inhibitors eindeutig gezeigt. Die Reakti-
onsenergien, die durch die QM-Modell-Berechnungen der Inhibitionsreaktion der
GMII durch die 8-L-Anhydrogulose-basierte Inhibitoren erhalten wurden, sind in

der Tabelle 4.3 zusammengefasst.

= 05,,“\ 05“\
G4 'Ts + CH3COOH - (|31 ‘(I:s -2,7 kcal/mol
.C2 Ca .Cp Cs
o \C:s/ \o H o \03/ \O’H
O-y 0.y
A
HN——C; CHy 0, HN—Cs
[ .05, \ \ R 05,,1’\
Cq “Cs + CH3COOH —_— C; '(I;s -7,7 kcal/mol
C2 Ca Cz Ca
0: \Ca/ \O,H o \C?‘/ \O/H
H : H :
O-y 0.y

Abbildung 4.6: Schematische Darstellung zur Berechnung der Reaktionsenergien
(Thermodynamik) der Inhibitionsreaktion des Enzyms GM II am Beispiel des bicy-
clischen N,O-Acetal-Inhibitors.

Obere Zeile: deprotonierte Form des Inhibitors, untere Zeile: protonierte Form des In-
hibitors. Die Reaktionsenergien wurden mit RI33B4135.BLypl361137] / qef- TZvP!39138]
mit COSMO!'?8/1169 (¢ = 78,39) berechnet.

Die Ergebnisse der Berechnungen fiir Modell 1 zeigen thermoneutrale und leicht
endotherme bis leicht exotherme Reaktionsenergien und sagen eine reversible
Hemmung des aktiven Zentrums der GM II durch die Leitstrukturen Nr. 7, 9
und 14 vorher (Tabelle 4.3). Analoge Berechnungen an dem Modell 2 ergaben
hohere Exothermie der Additionsreaktion (Energiegewinn) und somit die héhe-
re Effektivitat der Inhibition durch die Additionsreaktion fir diesen Schritt des
Protokolls. Der Test des Letzteren im aktiven Zentrum mit Hilfe der QM/MM-
Methode ergab im Fall des O,0-Acetal-Inhibitors den Zusammenbruch des Pro-
duktes der Additionsreaktion. Die Geometrie des Ziel-Esters scheint im kovalen-

ten Enzym-Inhibitor-Komplex nicht stabil zu sein: Der Vierring wandelt sich hier
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in zwei Carboxylgruppen um, wenn der katalytische Aspartatrest niher als 2,3 A
zum elektrophilen C; Atom des Inhibitors steht. Aus diesem Grund wurden die
Inhibitor-Kandidaten des Modells 2 verworfen. Die Ergebnisse fiir das Modell 1
im Enzym wurden mit dem QM/MM-Ansatz untersucht und werden im nichsten
Abschnitt erlautert.

Tabelle 4.3: Reaktionsenergien AEg, (in kcal/mol) der Additionsrealktion in wdss-
riger Loésung mit variablen X, Y und Z Heteroatomen fiir das Modell 1. Die Berech-
nungen wurde jeweils mit RI33 1341351 B ypl36I137] / def- TZVP39138] qurchgefiihrt unter
Verwendung des impliziten Solvensmodells COSMO''%81116% mit den Parametern fiir
Wasser (¢ = 78,39).

Inhibitor- Substituent AEg,
nummer X \ Y \ Z | in kcal/mol
1 O O CH, 0,2

2 S S CH, 5,0

3 O S CH,, -1,9

4 o) NH | CH, 1,9

5 0 NH; | CH, 4,5

6 NH O | CH, 2.7

7 NH}, O | CH, 7.7

8 HN S CH, -0,7

9 NH; S | cH, 5,5
10 NH NH | CH, -4.,0

11 NH;r NH | CH, -2,8

12 NH; | NH; | CH, 3.4
13 N-CHj; O CH, 1,3

14 HN*-CHj; O CH, -6,4

15 N-COH O CH, -3,4
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Tabelle 4.4: Reaktionsenergien AE (in kcal/mol) der Additionsreaktion in wdissriger
Lésung mit variablen Heteroatomen X und Y fiir das Modell 2. Die Berechnungen
wurde jeweils mit RIP3IBUBBLYpIB6I7 /def-TZVPBY138 durchgefiihrt unter Ver-
wendung des impliziten Solvensmodells COSMO!!?8/16% mit den Parametern fiir
Wasser (¢ = 78,39).

Inhibitor- Substituent AER,
nummer X Y in kcal/mol
1’ O O -12,9

2’ S NH -2,0

3’ S NCHO -1,1

4’ NH S -7,7

5’ NCHO S -8,3

6’ NH O -15,1

7 NCHO O -16,1

8’ O NH -11,7

o’ O HCHO -12,4




4.3 Ergebnisse der Enzymberechnungen

4.3 Reaktionsenergien der neuen Inhibitoren der Man-
nosidase GM II - bicyclische Acetal-Inhibitoren
im Enzym

Die bisherigen Untersuchungen zur Inhibition der humanen Mannosidase GM II
durch Verbindungen der bicyclischen X,Y-Acetale ergaben die potentiellen Kan-
didaten in einer wissrigen Losung. Die Leitstruktur (O,0-Acetal-Inhibitor) ergab
far die erste Stufe des Protokolls eine vollkommen thermoneutrale Reaktion mit
dem Essigsauremolekiil. Der Inhibitor Nr. 7 (N,O-Acetal-Inhibitor) zeigte eine bes-
sere Triebkraft in der wassrigen Losung im Vergleich zu der Leitstruktur (siehe
Abbildung 4.5 und Tabelle 4.3). Die QM/MM-Berechnungen fiir den MEP dieser
zwei Kandidaten berticksichtigen den Einfluss der Enzymumgebung und tiber-
prifen die thermodynamischen Daten auf Relevanz der Inhibition. Nicht nur die
raumlichen Einfliisse der aktiven Tasche, sondern auch der explizite Einsatz der
Wassermolektile in der Inhibitionsreaktion wurde in diesem Teil der Arbeit be-
rucksichtigt.

Die Untersuchung am System GM II unterteilt sich in zwei Teile. Im ersten Teil
wurde der MEP des O,0-Acetal-Inhibitors, der als Leitstruktur im Zyklus der Inhi-
bitorentwicklung diente, aufgestellt. Die Informationen tiber den Reaktionsverlauf
der Leitstruktur im Enzym werden hier als Referenzdaten angesehen. Der zweite
Teil prasentiert den MEP des Inhibitors Nr. 7 und Diskussion tiber den Reakti-

onsmechanismus durch einen direkten Vergleich mit dem Referenzsystem.

4.3.1 Ansitze und technische Details der Berechnungen

Die Berechnungen der MEP wurden fir beide Inhibitoren (N,O- und O,0-Acetal-
Inhibitor) konsistent ausgehend von einem nicht-kovalenten Enzym-Inhibitor-
Komplex, der eine Startgeometrie der Berechnungen darstellt, durchgefiihrt. Die
Erstellung von Startgeometrien wurde mit Hilfe der MD-Simulation erzielt. Auf die
technischen Details der QM /MM-Berechnungen und der MD-Simulationen wird

im Folgenden detailliert eingegangen.

Technische Details der MD-Simulationen

Aufgrund der bedeutenden Grofe der Kristallstruktur von GM II (PDB code:
3D4Y'™)) mit 1016 Aminosaureresten wurde diese nicht komplett solvatisiert.
Stattdessen wurde die Sphire mit dem TIP3P!'%5-Wassermodell mit einem Ra-
dius von 24,0 A um das Cl-Atom des Inhibitors verwendet um die Solvens-
Effekte der aktiven Tasche des Enzyms und deren direkte Umgebung explizit

zu bertlicksichtigen. Die Wassersphare wurde mit Hilfe des solvateCap-Befehls
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des AMBER Tools 11!"7 innerhalb des AMBER-Programmpakets!*!! prapariert.
Die sechs Aminosaurereste, die zum strukturellen Zink-Dikation koordinieren,
bilden insgesamt das ladungsneutrale aktive Zentrum: die Histidinaminosaure-
reste His90 und His471 sind in der neutralen und die Aspartataminosidurereste
Asp204 und Asp92 in der deprotonierten Form gesetzt. Der Aspartataminosiu-
rerest Asp341 wurde entsprechend der beschriebenen Reaktionsroute in seiner
protonierten Form eingesetzt (Abbildung 2.10). Sechs Natrium Kationen wurden
dem System hinzugeftigt, um es ladungsneutral zu behandeln. Der Inhibitor wur-
de unter Verwendung des General-Amber-Force-Field-(GAFF!'°!)-Kraftfelds des
AMBER Kraftfeld-Pakets (Version 11)*!! parametrisiert. Hier wurde zur Ladung-
beschreibung AM1-BCC, eine semiempirische Methode, gew#hlt.!'”? Das Zink-
Dikation wurde als strukturgebendes Metall innerhalb des nichtbindenden Mo-
dells behandelt.!'?! Es werden keine bindenden Parameter eines Metall-Ions mit
den Akzeptor-Atomen der koordinierenden Aminisdureresten berticksichtigt. Dies
entspricht einer Beschreibung nur tiber nicht-bindende Wechselwirkungen (die
van-der-Waals- und die Coulomb-Wechselwirkungen) in der Kraftfeldbeschrei-
bung. Folgende Parameter wurden von Hoops el al. in der Beschreibung des Len-
nard Jones Potentials verwendet: Van der Waals Radius R = 1,10 A und die Tiefe
des 6-12 Potentials ¢ = 0,0125 kcal/mol. 13!

Die Prozedur der MM-Berechnungen, inklusive die MD-Simulation, wurde in meh-
reren Schritten durchgeftihrt. Nach einer Minimierung des System mit 200 stee-
pest descent und 300 corjugate gradient Schritten ohne Fixierungen (auch cons-
traints)® wurde eine Equilibrierung des Systems unter folgenden Bedingungen
durchgefiihrt: das NVT Ensemble!'””! mit der Langevin Dynamik fiir die Tempe-
raturkontrolle (Langevin-Thermostat) 178194 Dije Prozedur fiir die Equilibrierung
der Solvathiille entspricht dem State of the Art aus der Literatur, 1751117611771 [195]
Hierbei wurde wahrend des schrittweisen Aufheizens des gesamten Systems auf
die Temperatur von 300 K ein harmonisches Potential auf die Schweratome des
Proteins und den gesamten Inhibitor angewendet. !9 Dabei wurde die Kraftkon-
stante mit jedem der insgesamt acht Schritte so lange verkleinert, bis im letzten,
neunten Schritt keine Einschrdnkung der molekularen Bewegung vorlag (im ers-
ten der Schritte durfen sich lediglich Solvens- und Gegenion-Teilchen bewegen).
Der letzte Schritt einer solchen Equilibrierung, welche eine Dauer von 100 ps
(= 0,1 ns, 50 000 MD-Schritte, mit Dauer 2 fs pro Schritt) besaf, zeigte sehr
stabile Geometrien beziiglich der Anderungen im System. Um die Equilibrierung
zu finalisieren, simuliert man im Regelfall anschliefSend noch zusatzlich 1 ns.

Im finalisierenden Schritt wurde allerdings ein Artefakt an dem neutralen As-

SBerechnungen durch Petersen et al.[®¥ verwenden Fixierungen an den Atomen des Proteins
und Substrats in den ersten Schritten der Minimierung um zunéchst die Solvens-Molektile zu
optimieren.
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partataminosaurerest Asp341 beobachtet: der Hydroxy-Rest der Carboxylgruppe
zeichnete sich durch einen uncharakteristischen Winkel aus (Abbildung 4.7). Der
artifizielle Winkel des Aspartatrests Asp341 wird vermutlich durch die Wasser-
stoffbriickenbindungen zu den Aminosaureresten Asp92 und Tyr269 verursacht,
da das Auffiillen der aktiven Tasche mit Wassermolekiilen mit Hilfe des Standard-
Algorithmus des AMBER Kraftfeld-Pakets in der Regel nicht optimal ist. Die in
diesem Schritt entstandene Geometrie des E-I-Komplexes enthalt kein Wasser-
molekiil zwischen dem Aspartataminosiurerest und dem Inhibitor, anders wie es
mit dem Enzym-Substrat-Komplex bekannt ist. Die dadurch entstehende akti-
ve Tasche ist ebenfalls artifiziell, denn die Anordnung des Aspartatrests Asp341
kann die Protoniibertragung nicht unterstiitzen. Somit verliert der ,protonierte®
Aspartataminosdurerest die Funktionalitat als Protonquelle oder Sdure im kata-

lytischen Saure/Base-Mechanismus.

Abbildung 4.7: Artefakt des Aspartataminosdurerests Asp341 aufgrund der di-
rekten Wasserstoffbriicke zwischen den Aspartataminosdéiureresten Asp92 und
Asp341.

Die Artefaktbildung lasst sich durch die misslungene Equilibrierung erklaren. Die
Wassermolektile der hydrierten Startgeometrie konnten nicht nahe genug dem
aktiven Zentrum angeordnet werden und wurden in dieser fiir den Mechanismus
unglinstigen Anordnung weiter in der Simulation zeitlich entwickelt. Um dieses
Problem zu lésen, wurde eine MD-Simulation durchgefiihrt, die ein optimales
Netzwerk aus Wassermolekiilen in aktivem Zentrum ausbildet und gleichzeitig
gunstige Wechselwirkungen zu den Aspartatresten zeigt. Hierbei wurde an den
naheliegenden Wassermolektilen und Aspartatresten des aktiven Zentrums die
rst-Option des Kraftfeldes angewendet (Siehe Skript 6.1 in Kapitel 6 Anhéinge).
Die molekularen Parameter werden durch das harmonische Potential um den an-
gegebenen Gleichgewichtswert relaxiert'911191 Dije Wassermolekiile der aktiven

Seite wurden somit dazu forciert, sich so anzuordnen, dass die Artefakt verursa-
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chende direkte Wasserstoftfbriicke zum Asp92 durch die Kette aus Wassermolekii-
len verlangert wurde. Beispiele sind im Anhang gezeigt (Siehe Listing 6.1). Um die
unterschiedlichen Resultate zu illustrieren, kénnen die Abbildungen 4.7 und 4.16
vergleichend betrachtet werden. In einem weiteren MD-Durchlauf wurde noch ein
Wassermolekiil so umorientiert, dass die wasservermittelnde Ring6ffnung durch
den basischen Aspartataminosaurerest Asp341 moglichst glinstig ablaufen kann
(Abbildung 2.10). Anschlieffend wurde das System lokal optimiert (10 000 Schrit-
te) unter Verwendung der MM-Beschreibung. Die so vorbereitete Startgeometrie
wurde fiir die QM/MM-Berechnungen verwendet.

Der vorbereitende Schritt zur Erstellung der Startgeometrie des nicht-kovalenten
Enzym-Inhibitor-Komplexes der Mannosidase GM II mit dem Inhibitor Nr. 7 (N,O-
Acetal) startet mit dem Austausch des Sauerstoffatoms O6 durch die positiv gela-
dene NH"-Gruppe. In diesem Fall erfolgt die Ring6filnung nicht durch das Sauer-
stoffatom, wie es fir den O,0-Acetal-Liganden plausibel erscheint, sondern durch
das Wasserstoffatom des N,O-Acetal-Ligandes. Dieser Schritt erfordert eine kom-
plette Umorientierung der in der direkten Nahe zum Inhibitor stehenden Wasser-
molektiile aufgrund der veranderten Polaritdt am C1l-Atom des Inhibitors (Abbil-
dung 4.10). Diese Anderung ist besonders fiir die Wassermolekiile wichtig, die
zwischen dem basischen Aspartataminosiurerest Asp341 und dem Wasserstofl-
atom des N,O-Acetal-Ligandes liegen und einen simultanen Protontransfer nach
Grotthuss wahrend der Ringéflnung des Acetal-Inhibitors, d.h. wasservermittelt,

unterstiitzen konnten.

Technische Details der @M/MM-Berechnungen

Die Berechnung des Minimumenergiepfades (MEP) der Inhibitionsreaktion von
dem nicht-kovalenten (Edukt) zu dem kovalenten (Produkt) E-I-Komplex wur-
de mit verschiedenen Ansiatzen durchgefiihrt. Die schematische Darstellung der
Edukte und Produkte der modellierten Inhibitionsreaktion ist in der Abbildung
4.8 dargestellt. Die Reaktion beinhaltet eine komplexe Umwandlung bestehend
aus der Bindungsbildung OD2-C1 und dem Bindungsbruch C1-O6 im Ligand.
Gleichzeitig oder direkt anschlieBend muss der gespaltene X,Y-Acetal-Inhibitor
durch die Bindungsbildung O6-H gesattigt werden. Das Wasserstoffatom H, wel-
ches in Abbildung 4.8 rot hervorgehoben ist, wird hierbei wasservermittelt von
dem Aspartataminosaurerest Asp341 auf das O6-Atom des Liganden ubertragen
(ein wasservermittelter Protontransfer). Wasservermittelt bedeutet, dass die be-
stehenden O-H-Bindungen gebrochen werden und die neuen O-H-Bindungen der
Wassermolekiile gekntipft werden, wie es mit Pfeilen und Strich-Linien in der Ab-
bildung 4.8 gezeigt wird. Der erste Ansatz beinhaltet sukzessive Berechnungen
der Geometrien auf der Potentialhyperflache (PES) von der Edukt-Situation bis

hin zur Produkt-Situation.
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Die Informationen tber den Protontransfer in der Inhibitionsreaktion der Man-
nosidase GM II durch die bicyclischen Acetal-Inhibitoren hinsichtlich des Netz-
werkes der katalysierenden Wassermolektile, ob ein oder mehrere Wassermole-
kiile dabei beteiligt sind, waren zum Zeitpunkt des Starts der Untersuchungen
nicht vorhanden. Aus diesem Grund wurde die QM/MM-Berechnung des Re-
aktionsprofils vom nicht-kovalenten zum kovalenten Enzym-Inhibitor-Komplex
zunachst in Abhéngigkeit von einer Reaktionskoordinate, die den nukleophilen
Angriff des Atoms OD2 des katalytischen Aspartataminosaurerests Asp204 an
das elektrophile Atom C1 des Inhibitors beschreibt, durchgefiihrt. Hierbei wur-
de der Protontransfer vom basischen Aspartataminosiurerest Asp341 tber ein
Wassermolekiil (Watl) berticksichtigt. Die Abbildung 4.8 zeigt den QM-Bereich
der erst durchgeftihrten QM/MM-Berechnung vom Edukt zum Produkt (sche-
matische Darstellungen) der Inhibitionsreaktion. Die zundchst erhaltenen Re-
aktionswege sind in den Abbildungen 4.12 und 4.13 gezeigt. Ein wichtiges Er-
gebnis der ersten Berechnungen zeigt, dass die berechnete Geometrie des Pro-
dukts das Netzwerk aus zwei Wassermolekiilen fiir den Protontransfer enthalt.
Das zweite Wassermolekiil (Wat2) wurde dann im nichsten Schritt der Unter-
suchungen explizit berticksichtigt, indem es in die QM-Bescheibung mit aufge-
nommen wurde (Abbildung 4.9). Die Geometrie des Eduktes, die ein optimier-
tes Wassernetzwerk aus zwei Wassermolekiilen enthélt, wurde durch die Erstel-
lung des Reaktionsprofils erhalten, das sein Startpunkt bei folgendem Bindungs-
abstand (Reaktionskoordinate d(OD2-C1)) 2,4 A hat. Zusétzlich wurde der Be-
schreibung der Startgeometrie des E-I-Komplexes eine produktahnlichere Kon-
figuration beziiglich der Anordnung von aktiven Wassermolektile gewahlt. Eine
detaillierte Erlauterung ist im Abschnitt zu den Ergebnissen zu finden. Um das
Reaktionsprofil zu erhalten (Abbildung 4.19) wurde ein relaxed-scan'" mit dem
Programmpaket CHEMSHELL*3 durchgefiihrt. Die hier verwendeten Skripte sind
im Anhang zu finden unter Listing 6.3 und Listing 6.4. Das Reaktionsprofil wur-
de auf dem Theorielevel BLYP!26111341[401137] / qef T7ZVPB9 38l erhalten. Anschliefend
wurde die Energieberechnung (SP, single point) der optimierten Geometrien mit
B3LYP B34 1401371 s qef TZVP® durchgefiihrt. Fiir die Berechnung der Reaktion
als Minimumenergiepfad (MEP) vom gezielt erhaltenen Edukt hin zum stabile-
ren Produkt wurde aufgrund der Komplexitat der Reaktionskoordinate die CI'®-
NEB!214_Methode gewahlt (Skripte der Berechnung sind in Anhénge als Listing
6.5 und 6.6 gezeigt). Als Ergebnis dieser Berechnung wurden die Geometrien,
die auf dem Reaktionspfad liegen (Abbildung 4.22), erhalten. Die Analyse der
Geometrien ist in dem nachfolgenden Abschnitt gezeigt. Die NEB-Methode wurde
in Kombination mit dem CI-Algorithmus (climbing imagelzo]) und einer nachfol-
genden Optimierung mit Hilfe des Dimer??23-Algorithmus (CI-NEB-Dimer2%-

Methode) angewendet, um den Ubergangszustand (UZ-Geometrie) zu erfassen.
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Der gefundene Ubergangszustand wurde mit Hilfe einer Frequenzberechnung hin
untersucht.'%8 Die hier angewendeten Skripte sind im Anhang zu finden unter
Listing 6.7 und 6.8).

Der zweite Ansatz zur Auffindung des MEP bestand in der Berechnung einer
3-dimensionalen PES fur die Inhibitionsreaktion. Diese PES diente zudem zur
Uberpriifung der Richtigkeit der Ergebnisse, die mittels der NEB-Methode erar-
beitet wurden. Hierbei wurde der Protontransfer tiber zwei Wassermolektile in
allen Geometrien zu Beginn der Optimierung durch die Bindungsabstande O-H,
die auf 1,10 A festgelegt wurden, definiert. Die Definition der Startgeometrien
ist im Schema 4.9 dargestellt. Entsprechend dem Schema 4.9 wurden die Bin-
dungen zu 1,10 A verkiirzt (Anderung von Situation 2 zu Situation 3). Die Po-
sitionen der Sauerstoffatome der Wassermolektile wurden dabei nicht geandert,
sondern die Positionen der Wasserstoffatome. Die beiden Reaktionskoordinaten
- Bindungen OD2-C1 und O6-H - wurden schrittweise von der Situation im ko-
valenten Enzym-Inhibitor-Komplex (E—-I-K) zu der Situation im nicht-kovalenten
Enzym-Inhibitor-Komplex (E- - - I-K) variiert. Anschliefend wurden die definierten
Geometrien in Abhangigkeit von den zwei fest gehaltenen oben genannten Reakti-
onskoordinaten optimiert. Alle anderen Reaktionskoordinaten wurden als eine zu
optimierende Freiheitsgrade behandelt. Die so erhaltene 3-dimensionale Potenti-
alhyperflache ist in Abbildung 4.26 dargestellt. Die hier angewendete Methodik
des kontrollierten Protontransfers zeigt, dass ein 3-dimensionaler Scan mit einem
wasservermittelten Protontransfer in einer sehr guten Ubereinstimmung mit den
MEPs, die durch die CI-NEB-Dimer!'?[141123124]_\ethode berechnet wurden, steht.
Die vorher durchgeftihrten Test-Berechnungen (siehe in Anhange die Abbildung
6.9) ohne die explizite Behandlung des Protontransfers zeigen, dass dieser nicht
simultan bei der Verktirzung der Bindung O-C1 stattfindet und somit nicht stan-
dardmagig erfasst werden kann.

Die QM/MM-Geometrieoptimierungen der Startgeometrie wurden zur Ermittlung
der notwendigen Grofie des QM-Teils mit unterschiedlichen Definitionen der QM-
Teile durchgefiihrt. Es hat sich gezeigt, dass die QM/MM-Beschreibung der che-
mischen Reaktion in Mannosidase GM II durch ein QM-Teil ohne das struktur-
gebende Zink-Dikation technisch unméglich ist. Solche Berechnungen ergaben
Konvergenzfehler und Destruktion des QM/MM-Systems. Der korrekt gewahlte
QM-Bereich umfasst somit die Aminosaurereste, die zu dem strukturgebenden
Zink-Dikation koordinieren, als auch Zn-Dikation selbst. Die Ergebnisse werden
im Folgenden gezeigt und diskutiert.
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Abbildung 4.8: Schematische Darstellung der aktiven Tasche von Mannosidase
GM 1I zu den technischen Details der QM/MM-Berechnungen ausgehend von dem
nicht-kovalenten Enzym-Inhibitor-Komplex. Der QM-Teil ist blau, der MM-Teil griin
gezeichnet. Die bei den Reaktionskoordinaten d(OD2-C1) und d(O6-H) beteiligten
Atome (Ndiheres siehe Text) sind rot gekennzeichnet.
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Abbildung 4.9: Schematische Darstellung des Reaktionsmechanismus DyAy (251 fir
die Inhibitionsreaktion der Mannosidase GM II mit dem Inhibitor Nr. 1. Zwei Was-
sermolekiile (ein Netzwerk der Wasserstoffbriickenbindungen) leiten den Proton-
transfer ein. 1: der nicht-kovalente Enzym-Inhibitor-Komplex. 2: Weg des Protonen-
transfers. 3: Ubergangszustand mit dem OCI-Charakter. 4: der kovalente Enzym-
Inhibitor-Komplex. Der QM-Teil ist blau, der MM-Teil griin gezeichnet. Rot: Atome
der Reaktionskoordinaten.
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Abbildung 4.10: Schema fiir die Anderung der Wasserumgebung fiir den Ubergang
von dem O,0O-Acetal- zu dem N,O-Acetal-Inhibitor im aktiven Zentrum der Mannosi-
dase GM II. Links: O,0-Acetal-Inhibitor. Rechts: N,O-Acetal-Inhibitor.
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Abbildung 4.11: Schematische Darstellung des Reaktionsmechanismus fiir die In-
hibitionsrealktion der Mannosidase GM II mit dem Inhibitor Nr. 7. Zwei Wassermo-
lektile (ein Netzwerk der Wasserstoffbriickenbindungen) unterstiitzen den Proton-
transfer. 1: der nicht-kovalente Enzym-Inhibitor-Komplex. 2: Der nukleophile Angriff
des katalytischen Aspartataminosdurerests Asp204. 3: Weg des Protontransfers
und Ausbildung des Ubergangszustandes mit dem OCI-Charakter. 4: der kovalente
Enzym-Inhibitor-Komplex. Der QM-Teil ist blau, der MM-Teil griin gezeichnet. Rot:
Atome der Reaktionskoordinaten.
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4.3.2 Ergebnisse und Diskussion

Berechnungen des Reaktionspfades des Inhibitors 1

A). Vorarbeiten

Dieser Abschnitt beschreibt die Ergebnisse zur Berechnung des Protontransfers
unter Berucksichtigung nur eines expliziten Wassermolekiils (WAT1) im QM-
Bereich (Abbildung 4.12). Dieser Schritt der Arbeit stellt die erforderlichen Vor-
arbeiten zur Darstellung von Geometrien der stationidren Punkte des Reaktions-
profils dar, d.h. die finalen Geometrien des Produkts und des Edukts der Inhibi-
tionsreaktion.

Betrachten wir als erstes fur den O,0-Acetal-Inhbitor (Inhibitor Nr. 1 mit X=0,
Y=0) einen 2-dimensionalen Schnitt durch die Potentialhyperflache fir die Va-
riation folgender Reaktionskoordinate Bindungsabstand d(OD2-C1) (Abbildung
4.12). Dieser ist eine Zusammenfassung mehrerer relaxed-scan-Berechnungen
fiir die Variation nur einer Reaktionskoordinate, deren Reihenfolge mit Hilfe der
Abbildungen 4.13 und 4.14 nachverfolgt werden kann. Die Berechnungen des
Reaktionspfades in mehreren Schritten ergeben zunachst eine Reihe von Reak-
tionsprofilen mit einer sukzessiv sinkenden Barriere der Reaktion. Diese variiert
von 17 bis 5,5 kcal/mol.

Das Reaktionsprofil mit der héchsten Barriere von ca. 17 kcal/mol (Datenrei-
he 3, Abbildung 4.12) stellt einen Reaktionsweg dar, der als ein Reaktionspfad
ohne Wasserkatalyse bezeichnet werden kann. Die Griinde dafiir sind folgen-
de: Die Geometrie der Barriere (d(OD2-C1)= 2,2 A) zeigt keine Beteiligung des
Wassermolekiils bei der Ringéffnung, denn durch die nachste Verkirzung der
Bindung d(OD2-C1) zu 2,1 A findet die Ringéffnung des Funfrings durch die
Substitutionsreaktion instantan statt. Wahrend der Geometrieoptimierung dieser
Geometrie andern die Wassermolektile ihre Koordinaten drastisch durch Rota-
tion und Translation, sodass die Input- und Output-Geometrien sich im Grun-
de bezuiglich des Wassermolekiil-Netzwerkes dndern. Der Weg des Protons von
Geometrie zu Geometrie kann bei solchen abrupten Wasserumlagerungen nicht
nachvollzogen werden. Der physikalisch nachgewiesene Weg des Protons in ei-
ner wassrigen Losung findet stattdessen nach Grotthuss statt. Dabei werden
die H-Bruckenbindungen in einem Kettenmechanismus in einem ausgebildetem
Wassermolekiil-Netzwerk lediglich gebrochen und neu gekntipft, ohne dass sich
die Molekiile erneut umlagern mussen. Der Protontransfer wird somit durch das
Umklappen von O-H-Bindungen zwischen den Geometrien beweisbar. Dass die
hochenergetische 2,2 A-Geometrie am ungiinstigsten ist, kann durch die fehlen-
de Stabilisierung der Wassermolektile erkldrt werden. Im Vergleich dazu ist die
Geometrie mit d(OD2-C1)= 2,3 A auf dem selben Konturplot bereits durch eine
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gunstige H-Briicke zwischen Wassermolekiilen mit ca. 12 kcal/mol relativer Ener-
gie um ca. 5 kcal/mol energetisch giinstiger. Insgesamt erscheint die Geometrie
bei 2,2 A zu starr zu sein, um die notwendigen giinstigen Wasserstoffbriicken
zwischen dem Inhibitor, zwei Wassermolektiilen und dem OD2-Atom des Asparta-
taminosdurerests Asp341 so auszubilden, dass der Weg des Protons zum Produkt
uber die verfolgbare Protonwanderung nach Grotthuss stattfinden kann. Hierfiir
eignet sich die 2,3 A-Geometrie, wie es in Folgendem gezeigt wird, deutlich bes-
Ser.

Die Datenreihen tiberlappen ab dem Bindungsabstand d(OD2-C1) von 2,1 A (ei-
ne offene durch die Hydrolyse und die Ringéfflnung, produkt-dhnliche Geometrie
des Enzym-Inhibitor-Komplexes) und fiihren monoton zu dem stabilen Produkt.
In diesem Reaktionsprofil, das zunachst mit einer groben Reaktionskoordinaten-
anderung von 0,2 A durchgefiihrt wurde, wurde die Geometrie des kovalenten
Enzym-Inhibitor-Komplexes (Produkt) erhalten. Diese Geometrie des Produkts
enthalt zwei Wassermolekiile (WAT1 und WAT2), die die Wasserstoffbriicken-
bindungen untereinander und zum Inhibitor sowie dem Aspartataminosaurerest
Asp341 aufweisen. Da solche Wechselwirkungen signifikant zur Stabilitat beitra-
gen, wurde somit die finale Geometrie des Produkts identifiziert. Die Reaktions-
barriere erscheint dagegen auf diesem Schritt der Arbeit stark tiberschatzt.
Betrachten wir als Nachstes die Konturplots, die zur Verfeinerung der Reaktions-
barriere flihren. Die Geometrie mit dem Bindungsabstand d(OD2-C1) = 2,3 A der
Datenreihe 3 (Legende 3, grin in Abbildung 4.13) wurde durch die Optimierung
der 2,3 A-Geometrie des ersten Reaktionsprofils erhalten. Die Startgeometrie die-
ser Geometrieoptimierung wurde wie folgt modifiziert: Das Wasserstoffatom wurde
produkt-dhnlich translativ positioniert. Das bedeutet, dass das H-Atom eine kur-
ze Distanz von ca. 1 A, d.h. ,eine Bindung” , mit dem O6-Atom des Inhibitors und
nicht mit dem OD2-Atom Aspartataminosidurerests Asp341 in der zu optimie-
renden Geometrie aufweist. Das Ergebnis dieser Geometrieoptimierung bei nur
einer fest gehaltenen Reaktionskoordinate (d(OD2-C1) von 2,3 A) ist die produkt-
ahnliche 2,3 A-Geometrie (der Funfring ist offen, Protontransfer hat stattgefun-
den, Abbildung 4.12, grin). Dadurch konnte die Energie der 2,3 A-Geometrie
(Geometrie mit der fest gehaltenen Reaktionskoordinate d(OD2-C1)= 2,3 A) von
ca. 12 bis auf ca. 7 kcal/mol relativ zu der Geometrie des Eduktes beglinstigt

werden.
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Abbildung 4.12: Datenreihen zur Darstellung des Reaktionsprofils der Additionsreaktion zwischen dem Inhibitor Nr. 1 und den ka-
talytischen Aminosdureresten der GM II. 1: Startgeometrie der QM/MM-Berechnung. 2, 3 und 4: relaxed-scan-Berechnungen mit der
edukt-dhnlichen Barriere (bicyclisches Acetal). 5 und 6: relaxed-scan-Berechnungen mit der protonierten produlkt-dhnlichen Geometrie
der Barriere. 7: lokale Minima des Edulkts (der nicht-kovalente Enzym-Inhibitor-Komplex, lokales Minimum der Geometrie mit d(OD2-
C1)=2,8 A) und des Produkts (der kovalente Enzym-Inhibitor-Komplex, lokales Minimum der Geometrie mit d(OD2-C1)=1,5 A).
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Durch die sukzessive Verlingerung des Bindungsabstands d(OD2-C1) der Geo-
metrie mit 2,1 A der Datenreihe 1, die produkt-dhnlich ist, wurde eine neue
Datenreihe 4 (Legende 4, blau in Abbildung 4.13) erhalten. In diesem Fall wur-
de ein Reaktionspfad ohne Protontransfer ausgehend von dem Produkt zu dem
neuen nicht-kovalenten Enzym-Inhibitor-Komplex berechnet. Der Inhibitor liegt
hier als 3-L-Gulose in der offenkettigen Form des Inhibitors, vor. Da die Untersu-
chungen mit Hilfe der Docking-Methode auf der cyclischen Geometrie des Inhibi-
tors basieren, ist der erhaltene Reaktionspfad irrelevant. Die relative Energie des
nicht-kovalenten Komplexes mit dem offenkettigen Gulose-Inhibitor liegt zudem
ca. 10 kcal/mol energetisch héher als solche mit dem cyclischen Anhydrogulose-
Inhibitor.

relative Energie E, kcal/mol
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Abbildung 4.13: Realktionsprofil der Additionsreaktion zwischen dem Inhibitor Nr. 1
und den katalytischen Aminosciureresten der GM II. In der QM-Beschreibung wurde
Jjeweills ein Wassermolelktil explizit berticksichtigt.

Betrachten wir stattdessen, wie die Geometrie mit der festen Reaktionskoordinate
d(OD2-C1)= 2,3 A weiter optimiert werden kann. Ausgehend von der Geometrie
mit dem Bindungsabstand d(OD2-C1)=2,4 A der Datenreihe 3 wurde die Geome-
trie mit dem Bindungsabstand von 2,4 A der Datenreihe 4 (Legende 4, gelb), die
ca. 2 kcal/mol energetisch guinstiger ist, erhalten (Abbildung 4.14). Dabei wur-



Kapitel 4. Entwicklung kovalent-reversibler Inhibitoren fiir die humane Golgi-a-Mannosidase

den alle in dem Protontransfer beteiligten Wasserstoffatome edukt-ahnlich po-
sitioniert. Die zu verkiirzenden O-H-Bindungen wurden zu den Atomabstidnden
von 1,07 A geandert und wihrend der Geometrieoptimierung als die sekundiren
Reaktionskoordinaten behandelt (d.h. diese Bindungen werden uneingeschrankt
durch die Energieminimierung optimiert). Die resultierende Geometrie dhnelt der
Geometrie des Edukts: Der Inhibitor besitzt einen geschlossenen Funfring, der
Protontransfer hat noch nicht stattgefunden (gelb, Abbildung 4.14 und rot, Ab-
bildung 4.12).

relative Energie E, kcal/mol
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Abbildung 4.14: Reaktionsprofil der Additionsreaktion zwischen dem Inhibitor Nr.
1 und den katalytischen Aminosdiureresten der GM II. Die Energien sind relativ zu
dem ,Edukt® berechnet.

Ausgehend von der Geometrie mit dem Bindungsabstand d(OD2-C1)= 2,4 A der
Datenreihe 4 (Legende 4, gelb, Abbildung 4.14)) wurde eine neue Geometrie mit
dem Bindungsabstand von 2,3 A (Legende 6, rot, Abbildung 4.12) erhalten. Diese
Geometrie eine ist energetisch am tiefsten liegende Geometrie und eine solche,
die zunéichst visuell - denn in dieser Berechnung das Wassermolekiil WAT2 nicht
explizit berticksichtigt ist - die Protontiibertragung zum Aspartataminosaurerest
Asp341 tuber zwei Wassermolekiile WAT1 und WAT2 impliziert. Hierbei zeigt

diese Geometrie, die fur diese giunstige Anordnung der nicht-bindenden Wech-
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selwirkungen zwischen den beiden Wassermolekiilen untereinander und zu den
anderen Teilnehmern der Reaktion, dem Inhibitor (O6-Atom) und dem Asparta-
taminosaurerest Asp341 (OD2-Atom) charakterisiert ist, eine weitere Absenkung

der relativen Energie um 2 kcal/mol (Abbildung 4.15).
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Abbildung 4.15: Vergleich von 2,3 A-Geometrien mit den unterschiedlichen relati-
ven Energien. Oben: 5,5 kcal/mol, unten: 7,5 kcal/mol.

Ergebnisse dieser ersten QM/MM-Berechnungen zum Erstellen des Reaktions-
profils zeigen, dass besonders Geometrien mit dem Bindungsabstand d(OD2-
C1)=2,3 A auferordentlich sensitiv in Bezug auf die geometrische Anordnung der

Wassermolektile sind. Auf die vier verschiedenen Geometrien mit dem Bindungs-
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abstand d(OD2-C1) von 2,3 A wurde bereits in der Abbildung 4.12 hingewiesen.
Die giinstigere Anordnung eines der Wassermolekitile zu dem bicyclischen Acetal-
Inhibitor (H-Brticke) lasst die Barriere der Ringéflnungsreaktion wesentlich sin-
ken. Je nach Anordnung der beiden Wassermolekiile in der Tasche (molekulare
Abbildungen zu den Geometrien in Datenreihen 3 und 4, Abbildung 4.12) wurden
Barrieren mit ca. 12 und 11 kcal/mol ermittelt. Die beiden Geometrien zeigen fiir
den Bindungsabstand d(OD2-C1)= 2,3 A edukt-dhnliche Geometrien, in welchen
der Funfring geschlossen ist. Durch die Geometrie-Optimierungen der offenen,
produkt-ahnlichen Geometrien der Barriere wurden diese mit ca. 7,5 und ca. 5,5
kcal/mol erhalten (Vergleich in der Abbildung 4.15). Wahrend die energetisch am
hochsten liegende Struktur mit einer Unterbrechung der H-Briicken im Wasser-
Netzwerk charakterisiert ist, kann fiir den Verlauf mit einer niedrigeren Barriere
eine sehr vorteilhafte Anordnung der Wasserstoffbriicken zwischen den beiden
Wassermolekiilen gefunden werden.

Betrachten wir als Nachstes die zum Ubergangszustand nahen Geometrien und
die Geometrien des Eduktes und Produktes im Vergleich mit solchen aus der Lite-
ratur. In der Literatur sind allerdings nur die Substrat-Komplexe der Mannosidase
GM II charakterisiert (Tabelle 4.5).1%4 Der erste Zustand TS des Substrats stellt
einen Ubergangszustand (U2) dar, in welchem der Bindungsabstand d(C1-06), die
sogenannte scissile bond, auf den Wert von 2,0 A langgestreckt und die Bindungs-
lange d(OD2-C1) auf den Wert von 2,9 A verkiirzt sind (Tabelle 4.5). Der Bindungs-
abstand d(OD2-C1) betragt im Edukt (nicht-kovalenter Enzym-Substrat-Komplex)
3,25 A. Die bisher hier gezeigten Berechnungen fiir das System GM II (Enzym-
Inhibitor Komplex mit der 3-L-Anhydrogulose) zeigen, dass das lokale Minimum
auf der Seite des Eduktes (nicht-kovalenter Enzym-Inhibitor-Komplex) eine Geo-
metrie mit einem Bindungsabstand d(C1-OD2) von ca. 2,8 A darstellt (Tabelle
4.6).194 Dieser Wert in der Geometrie des Enzym-Inhibitor-Komplexes ist somit
ktirzer im Vergleich zu der Geometrie des Enzym-Substrat-Komplexes. Im Ge-
gensatz zu dem Zustand TS, der fiir das System GM II nicht gefunden wurde,
findet sich eine gute Ubereinstimmung der berechneten Geometrien fiir die Bar-
riere der berechneten Inhibitionsreaktion mit dem zweiten Ubergangszustand P’
des Enzym-Substrat-Komplexes. Der Zustand P’ reprisentiert einen Ubergangs-
zustand mit dem maximalen Charakter eines Oxocarbenium-Ions (OCI).®* Die
Autoren flihren dies auf die Ausbildung einer partiellen Doppelbindung zwischen
den Atomen C1 und O1 zuriick.® Das C1-Atom des OCI wird durch die sp2-
Hydridisierung charakterisiert (d(C1-O1)=1,29 A). Die Bindungslange d(C1-0O1) in
der Geometrie der niedrigsten Barriere (Tabelle 4.6) stimmt exakt mit der des P’-
Zustands (1,29 A) tiberein. Weitere Geometrien, die eine Ubereinstimmung durch
OCI aufweisen, sind ebenfalls wie die niedrigste Barriere durch einen stattge-

fundenen Protontransfer charakterisiert (molekulare Darstellungen in Abbildung
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4.13).

Insgesamt wurden sehr gute Ubereinstimmungen fiir die Geometrien der Edukte,
Produkte und der niedrigsten Barriere mit der P’-Ubergangszustand-Geometrie
erzielt. Die wichtigsten Bindungsparameter der Geometrien der Enzym-Substrat-
Komplexe sind in der Tabelle 4.5 dargestellt. Der Vergleich von Bindungspara-
metern fiir die berechneten Enzym-Inhibitor-Komplexe kann mit Hilfe der Tabelle
4.5 durchgefuhrt werden.

Tabelle 4.5: Charakteristische Bindungsléingen in Edukt-, Barriere- und Produlkt-
Geometrien der Substrat-Komplexe von Petersen et al.®¥

Geometrie | OD2-C1 | C1-06 | C1-0O1
Edukt 3,25 1,563 1,41
TS 2,93 2,00 1,32
P’ 2,56 2,57 1,29
Produkt 1,50 3,47 1,41

Tabelle 4.6: Charakteristische Bindungsléingen in Edukt-, Produkt-Geometrien und
Geometrien nahe der Barriere (Abbildung 4.12) berechnet fiir den Inhibitor Nr. 1.

Geometrie OD2-C1 | C1-06 | C1-01
Edukt 2,79 1,50 1,41
d(OD2-C1)=2,3 A, E~7 kcal/mol 2,30 2,71 1,29
d(OD2-C1)=2,3 A, E~5 kcal/mol 2,30 2,78 1,29

d(OD2-C1)=2,4 A, E~8 kcal/mol | 2,40 2,64 1,29
d(OD2-C1)=2,4 A, E~6 kcal/mol | 2,40 1,57 1,40
Produkt 1,54 3,47 1,39

Andere wichtige geometrische Ubereinstimmungen der berechneten Geometrien
der Enzym-Inhibitor-Komplexe mit den in der Literatur beschriebenen Enzym-
Substrat-Komplexen betreffen die Wasserstoffbriicken zwischen dem Enzym Man-
nosidase GM II und den Hydroxy-Gruppen der 3-L-Anhydrogulose. Die Hydroxy-
Gruppe des C2-Atoms (Inhibitor- und Substrat-Molektil) bildet eine Wasserstoft-
briickenbindung mit dem Aspartataminosidurerest Asp92, die auch in den berech-
neten Geometrien entlang der Reaktionspfade beobachtet wurde. Zusatzlich findet
sich die Wechselwirkung mit dem Aspartataminosaurerest Asp472 wieder (Salz-
briicke bei Substrat-Komplexen). Diese wurde in den erhaltenen Geometrien der
Enzym-Inhibitor-Komplexe in Form einer stabilisierenden Wasserstoffbrticken-

bindung zwischen Inhibitor und Enzym charakterisiert.
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Petersen und Mitarbeiter ordnen den katalytischen Mechanismus der Hydroly-
se als Reaktion des Typs DyAy ein, d.h. als Erstes findet die Dissoziation (D)
der glycosidischen Bindung statt und dann die Ausbildung einer kovalenten Bin-
dung (A=Addition) zwischen dem Substrat und dem nucleophilen Aminosdurerest.
Die nucleophilen Substitutionsreaktionen des Typs DyAy 2% werden oft durch ei-
ne assistierende Wirkung der Abgangsgruppe initiiert (D), die vollkommen oder
teilweise stattfinden kann, bevor das Nukleophil angreift (A). Die Zuordnung
der Substrat-Hydrolyse zeigt eine gute Ubereinstimmung mit dem Hammond-
Postulat, da der erste Ubergangszustand TS eine edukt-dhnliche Geometrie auf-
weist. In der bisher gezeigten Berechnung zu der Inhibition wurde dagegen eine
P’-ahnliche Geometrie der Barriere gefunden, die produkt-ahnlich ist. Damit diese
Zuordnung nach dem Hammond-Postulat konform ist, sollte die chemische Reak-
tion der Hemmung endergonisch sein. Dies ist ein Hinweis darauf, dass entweder
das Produkt oder das Edukt der Reaktion erneut optimiert werden sollte. Der mo-
notone Verlauf des Reaktionspfades hin zum Produkt mit dem Protonentransfer
uber zwei Wassermolektile liefert wesentlich niedrigere Werte der relativen Ener-
gie. Deswegen sollte die Geometrie des Edukts, die zwei dhnlich angeordneten
Wassermolektile enthalt, erneut berechnet und die Thermodynamik der Gesamt-
reaktion erneut evaluiert werden. Die genaue Ermittlung eines Ubergangszustan-
des erfordert am Ende der Berechnungen eine Normalmoden-Analyse flir eine
mogliche UZ-Geometrie (Frequenzberechnung).

Durch den Vergleich der Datenreihen 5 und 6 wird ersichtlich, dass die tatsachli-
che Barriere zwischen den Energiewerten 5,5 und 6 kcal/mol liegen sollte. Diese
Werte entsprechen den Bindungsabstidnden d(OD2-C1)= 2,3 A und 2,4 A. Um
die Barriere zu finden, muss die 2,4 A-Geometrie so optimiert werden, dass die
beiden Wasserstoffmolekiile WAT1 und WAT2 als ein Netzwerk, dhnlich wie in
der 2,3 A-Geometrie angeordnet sind.

Die ersten Berechnungen des Reaktionsprofils der Additionsreaktion zwischen
dem Inhibitor 1 und den katalytischen Aminosaureresten der Mannosidase GM II
resultieren in einer leicht exothermen Reaktion von -3,7 kcal/mol und einer rela-
tiv kleineren Barriere von ca. 6 kcal/mol. Aus diesen Werten lasst sich zunéchst
folgern, dass die Inhibitionsreaktion auch rtiickwérts zu den Edukten durchlaufen

und somit eine reversible Reaktion vorhergesagt werden kann.
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B). Auffinden der Geometrie des Eduktes fiir den Inhibitor Nr. 1

Die Geometrie des Produkts (der kovalente Enzym-Inhibitor-Komplex) enthalt ein
Netzwerk aus zwei angeordneten Wassermolektilen, die die Ringéffnung katalysie-
ren. Bisher wurde nur eins davon in dem QM-Teil der QM /MM-Berechnungen ex-
plizit berticksichtigt. Um den Protonentransfer nach Grotthus darstellen zu kon-
nen, bendétigt man die Geometrie des nicht-kovalenten Enzym-Inhibitor-Komplexes,
welche so einem Protonentibergang konform ist. Deswegen wurde die Berechnung
des Reaktionspfades erneut mit zwei explizit berticksichtigten Wassermolekiilen
im @QM-Bereich durchgefiihrt. Das wichtigste Ergebnis dieser Berechnung ist die
Geometrie des nicht-kovalenten Enzym-Inhibitor-Komplexes, der durch die Pro-
tonentibertragung zu dem Produkt der Reaktion fihrt (Abbildung 4.16).

¥

P

Abbildung 4.16: Geometrie des nicht-kovalenten Enzym-Inhibitor-Komplexes
(Edulkt).

Diese Berechnung, die erfolgreich zum MEP der Inhibitionsreaktion fiihrt, beginnt
mit den Modifikationen an der 2,4 A-Geometrie, die in der Abbildung 4.12 beim
Wert der relativen Energie von ca. 8 kcal/mol liegt. Der Grund fiir die Wahl dieser
Geometrie zur weiteren Untersuchung ist folgender. In den ersten Berechnungen

wurde beobachtet, dass die energetische Lage der Geometrien mit dem Bindungs-
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abstand d(OD2-C1)= 2,4 A und auch dem Bindungsabstand d(OD2-C1)= 2,3 A
stark davon abhangig ist, wo sich das Proton befindet - entweder bereits an dem
0O6-Atom des Inhibitors oder noch an dem Proton liefernden Aspartataminosiure-
rest Asp341 - und ob die Ringdflnung am Finfring des Inhibitors bereits stattge-
funden hat oder nicht. Hier beobachtet man Unterschiede, namlich die genannte
Anderung von ca. 1 kcal/mol. Hierbei ist die 2,4 A-Geometrie mit dem Proton am
0O6-Atom des Inhibitors um 2 kcal/mol energetisch ungunstiger (griin gegentiber
orange fiir d(OD2-C1)= 2,4 A in Abbildung 4.14) als die Geometrie, bei welcher
dieses Proton bereits zu dem Aspartataminosidurerest Asp341 transportiert ist.
Infolgedessen wurden weitere geplante Berechnungen an dieser 2,4 A-Geometrie
durchgefiihrt (Abbildungen 4.17 und 4.18, A)).

Die erfolgreiche Berechnung, die zu den nachfolgend dargestellten Berechnungen
verwendet wurde, beinhaltet eine erneute Anderung in der Position der Protonen:
Die Koordinaten des H1- und HD2-Protons wurden entsprechend der Abbildung
4.18, B) geandert. Durch die explizite Berticksichtigung des zweiten Wassermo-
lektils in der QM/MM-Geometrieoptimierung der Input-Geometrie konnte erzielt
werden, dass ein glinstiges Netzwerk der H-Briicken im aktiven Zentrum ausge-
bildet wurde (Abbildung 4.18, C)). Die optimierte 2,4 A-Geometrie ist in Bezug
auf den geschlossenen Funfring edukt-dhnlich (Abbildung 4.18). Darauthin ist
diese auch gleichzeitig produkt-konform in Bezug auf die Geometrie der Wasser-
molekiile. Ausgehend von dieser Geometrie kann das Proton HD2 vom Aspar-
tataminosaurerest Asp341 tiber die Wassermolekiile Watl und Wat2 nach dem
Grotthus-Mechanismus auf den Ligand transportiert werden. Dieser Schritt kann
stattfinden entweder nachdem der Ligand vom Aspartataminosidurerest Asp204
attackiert wird und der Ringéffnungsschritt mit der Protonierung abgeschlossen
wird, oder die Protonentibertragung beférdert den Ring6flnungsschritt als erstes
und der Aspartataminosiurerest Asp204 kann den Inhibitor anschlieffend an-

greifen. Diese Fragen konnen durch die Berechnung des MEP aufgeklart werden.

Abbildung 4.17: QM-Teil der Geometrie mit d(OD2-C1) von 2,4 A. Links: als Input
der QM/MM-Berechnung), rechts: als Ergebnis der QM/MM-Berechnung.
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Abbildung 4.18: Geometrien mit der Reaktionskoordinate d(OD2-C1)=2,4 A. A) Geo-
metrie aus der Abbildung 4.13, griin. B) Die modifizierte 2,4 A-Geometrie vor der Op-
timierung (Input). Der Protonierungszustand des Aspartataminosdéurerests Asp341

ist edukt-cihnlich (protoniert). C) Optimierte 2,4 A-Geometrie (Ergebnis). Néiheres sie-
he Text.



Kapitel 4. Entwicklung kovalent-reversibler Inhibitoren fiir die humane Golgi-a-Mannosidase

C). Auffinden des MEPs fiir den Inhibitor Nr. 1

In der bisher dargestellten Berechnung des Reaktionsprofils wurde die Aufteilung
zwischen dem QM- und MM-Bereich so gewahlt, dass die Geometrie des Eduktes
zum plausiblen Grotthus-Protontransfer korrigiert wurde (Abbildung 4.16). Da-
durch resultiert eine andere PES als in den Test-Berechnungen dargestellt wurde
(sieche Unterabschnitt A). Vorarbeiten). Zunéachst soll hier die schrittweise Be-
rechnung des finalen MEPs erldutert werden. Die Berechnung startet mit der Dar-
stellung des Reaktionsprofils (Abbildung 4.19), welches zunachst kein MEP ist,
liefert aber die Geometrien des Eduktes und des Produktes fiir die weitere Berech-
nung. In einem ersten Schritt wurde ein relaxed-scan-Reaktionsprofil mit dem
Programmpaket CHEMSHELL!'”®! durchgefiihrt. Der relaxed-scan-Reaktionsprofil
wurde als die Optimierung der Geometrien auf der PES entlang der Reaktionsko-
ordinate d(OD2-C1), die sich sukzessive andert, durchgefiihrt. Insgesamt wurden
zwei parallel laufende Berechnungen ausgehend von der neuen 2,4 A-Geometrie
durchgefiihrt: eine davon in die Richtung des Eduktes und die andere in die Rich-
tung des Produktes (Skripte zu der Berechnung sind im Anhang als Listing 6.3
und Listing 6.4) aufgefiihrt).
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Abbildung 4.19: Reaktionsprofil (relaxed-scan-Berechnung) der Inhibitionsrealkti-
on des bicyclischen O,0O-Acetal Inhibitors 1 mit dem aktiven Zentrum der GM II.
Die beiden in der Abbildung gezeigten Wassermolekiile sind im QM-Bereich der
QM/MM-Berechnung eingeschlossen. SP: Einzelpunkt-Berechnung der Energie.
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Das so erhaltene Reaktionsprofil ist kein Minimum-Energie-Pfad (MEP) und kann
ausschlieflich die Informationen tiber die Thermodynamik der chemischen Re-
aktion liefern. Die Reaktion ist in dieser Betrachtung leicht endotherm. Die In-
hibitionsreaktion weist einen Wert der relativen Energie des Produktes von +1,4
kcal/mol auf (relativ zur Energie der Geometrie des neuen Edukts, Abbildung
4.19). Trotz der beglinstigenden Wasserstoffbriickenbindung zwischen dem OD2-
Atom des Aspartataminosiurerests Asp341 in seiner deprotonierten Form, dem
Proton des benachbarten Tyrosinaminosaurerestes Tyr269 sowie der Wechsel-
wirkung des OD1-Atoms mit dem Proton des néchst-stehenden Wassermole-
kiils (WAT1, Abbildung 4.20) in der Geometrie des Produkts (kovalenter Enzym-
Inhibitor-Komplex), zeigt sich das Produkt weniger stabil als das Edukt (nicht-
kovalenter Enzym-Inhibitor-Komplex). Die leicht endotherme, nahezu thermo-
neutrale chemische Reaktion des Inhibitors Nr. 1 mit den Aminosdureresten der
aktiven Tasche der Mannosidase GM II lasst die Vorhersage zu, dass zunachst
kein Beitrag zur Affinitat des Inhibitors Nr. 1 durch die chemische Bindung zu
erwarten ist. Die erhéhte Triebkraft der Reaktion wird durch den Ubergang zu
dem Inhibitor Nr. 7, wie in dem néachsten Kapitel gezeigt wird, erreicht. Fur die-
sen Schritt der Arbeit stimmen die Berechnungen in Losung und im Enzym gut

Uberein.

Abbildung 4.20: Uberlagerung der Geometrien der nicht-kovalenten Enzym-
Inhibitor-Komplexe (Edukte). Gelb: das neue Edulkt, der Protontransfer ist tiber zwei
Wassermolektile méglich. CPK-Darstellung: Edukt, welches den Protontransfer tiber
ein Wassermolekiil ermoglicht.

Wenden wir uns den abschlieSenden Schritten in der Untersuchung zu der Leit-
struktur des Inhibitors der Mannosidase GM II zu, welche das Reaktionspro-
fil mit dem optimalen Netzwerk aus zwei Wassermolektilen mit Hilfe des NEB-
Algorithmus im Rahmen der QM/MM-Methodik berechnen lasst. Hieraus ergibt
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sich fiir die Thermodynamik der betrachteten DyAy-Reaktion ein nahezu ther-
moneutraler Wert von 0,8 kcal/mol (Abbildung 4.22). Die Ubereinstimmung der
Werte der Reaktionsenergie in Losung und im Enzym konnte hierdurch verbessert
werden.

Die schematische Darstellung und das Ergebnis mit dem Plot der relativen Ener-
gien der Geometrien auf dem MEP sind entsprechend in den Abbildungen 4.21
und 4.22 dargestellt.

QM/MM-NEB (Nudged Elastic Band)

3
rPmow/ .

Barrierenhdhe
12,5 kcal/mol

Ubergangszustand mithilfe Dimer-Methode

Edukt Imaginire Frequenz: -11,3 cm™

Abbildung 4.21: Schematische Darstellung der Methode zur Ermittlung der Bar-
rierenh6he am Beispiel der Inhibition der GM II durch den Inhibitor Nr. 1 (3-L-
Anhydrogulose). Durch die berechneten Geometrien des Edukts und des Produkts
wird der Minimum-Energie-Pfad (MEP) der Realktion auf einem ,elastischen Band*
ermittelt. Der Ubergangszustand wird mittels der Dimer-Methode optimiert. Zum
Nachuweis der Richtigkeit des somit gefundenen Ubergangszustands dient das Vor-
handensein einer einzigen imagindren Frequenz unter allen berechneten Werten
der Frequenzen.

Der NEB-Algorithmus berticksichtigt, erstens, die manuellen Schritte der durch-
geflihrten QM/MM-Berechnung des Reaktionspfades in Vorarbeiten. Hierbei wer-
den die Geometrien, die zwischen dem Edukt und dem Produkt liegen, durch die
Projektion der Reaktionskoordinaten erstellt (ein ,Band“) und entsprechend dem
NEB-Formalismus optimiert. Die zunachst interpolierten Strukturen entlang des
Bandes werden in der Regel durch ein Kraftprojektionsschema zum gesuchten Re-
aktionsprofil relaxiert. Die NEB!'¥-Methode zahlt zu den etablierten Methoden zur
Berechnungen der Barrieren einer chemischen Reaktion. ?°! Die NEB-Prozedur, so
wie diese im QM/MM-Interface von CHEMSHELL!"8’ implementiert ist, verwendet

den CI-NEB!"®!-Algorithmus (von engl. climbing image oder, wie im Weiteren abge-
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kirzt, die CI-Geometrie), d.h. die CI-Geometrie wird als eine zusatzliche Geometrie
evaluiert, die einen potentiellen Ubergangszustand des Reaktionspfades darstellt.
Der modulare Aufbau des QM/MM-Interfaces CHEMSHELL!'8% erlaubt eine an-
schlieende Optimierung der CI-Geometrie mit Hilfe der Dimer?®4-Methode, die
fiir die Optimierung des Ubergangszustandes sehr gut geeignet ist. Im Weiteren

wird die daraus resultierende Geometrie als Dimer-Geometrie bezeichnet.
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Abbildung 4.22: Minimumenergiepfad (MEP) der Inhibitionsreaktion der Mannosi-
dase GM II durch die DyAy-Reaktion zwischen dem katalytischen Aminosdurerest
Asp204 und dem Inhibitor Nr. 1 (B-L-Anhydrogulose). UZ: Dimer-Geometrie des
Ubergangszustandes. CI: climbing image-Geometrie des NEB-Reaktionspfades.

Betrachten wir nun die Geometrien, die aus der NEB-Berechnung resultieren.
Die Geometrie des Ubergangszustandes, die mit Hilfe des Dimer-Algorithmus op-
timiert wurde (Dimer-Geometrie), konvergiert hier innerhalb nur eines Rechenzy-
klus der Optimierung mit dem PRFO-Algorithmus (partitioned rational function
optimisation method)?!!. Diese Information liefert zunéchst ein Indiz dafiir, dass
tatsichlich ein Ubergangszustand gefunden wurde. Zum Vergleich, die Optimie-
rung der CI-Geometrie mit dem PRFO-Algorithmus kann nicht zur Konvergenz
gebracht werden. Die Energiedifferenz zwischen den beiden Geometrien betragt
dabei weniger als 0,5 kcal/mol (0,000769 a.u.). Die Uberlagerung der CI- und
Dimer-Geometrien ist in der Abbildung 4.23 dargestellt.
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Abbildung 4.23: Vergleich der CI- und Dimer-Geometrien. Lila: climbing image (CI)-
Geometrie. Griin: Ubergangszustand-Geometrie erhalten durch die Dimer-Methode.

Eine gute Ubereinstimmung fiir die Werte der charakteristischen Bindungslin-
gen des Enzym-Inhibitor-Komplexes zu diesen des Enzym-Substrat-Komplexes,
die durch Petersen et al. berechnet wurden, finden sich auch wieder in der vor-
liegenden Berechnung. Die Bindung d(C1-O1) im Enzym-Inhibitor-Komplex des
Ubergangszustandes betrigt 1,34 A. Der berechnete Ubergangszustand (Dimer-
Geometrie) weist mehr strukturelle Ahnlichkeiten zur TS-Geometrie des Substrat-
Komplexes (1,32 A, Tabelle 4.7) als zu dem OCI-Zustand P’ mit d(C1-01)=1,29 A
auf. Dies konnte auch in den Test-Berechnungen (siehe Tabelle 4.6) gezeigt wer-
den. Zusatzlich ist die Bindung d(C1-O6) von 1,85 A deutlich der TS- als der
P’-Geometrie des Substrat-Komplexes (2,00 A gegentiber 2,57 A) niher. Die Bin-
dungslangen der resultierenden Geometrien und der Vergleich zu dem Enzym-
Substrat-Komplex sind in Tabelle 4.7 zusammengefasst.

Wie bereits durch die ersten Berechnungen gezeigt wurde, hangt die Barrierenho-
he stark davon ab, ob die Wasserstoffbriicken im Netzwerk der Wassermolektile in
der Tasche sowie zum Inhibitor und auch zum Aspartataminosaurerest Asp341
vorhanden sind. Geometrien mit vergleichbar besser ausgebildeten Wasserstoft-
briicken sind energetisch stabilisiert. Der errechnete Wert der Barriere mit Hilfe
der CI-NEB/Dimer-Berechnung betragt 12,5 kcal/mol (Tabelle 4.8). Die deutlich
hoéher liegende Geometrie Nr. 3 dhnelt den Geometrien der Barriere des Reakti-
onspfades ohne Wasserkatalyse durch ihre geometrische Charakteristik d(OD2-
C1)=2,35 A. Analysiert man die weiteren geometrischen Charakteristiken dieser
hoch energetischen Geometrie, erkennt man, dass das H1-Atom des Wassers W2
ziemlich ,mittig“ zwischen dem O1-Atom des Inhibitors und dem O-Atom dieses
Wassers liegt (Tabelle 4.9). Diese nahezu ionische Geometrie, in der das Was-
sermolekiil WAT2 verzerrt ist, konnte im NEB-Zyklus bis zur Konvergenz opti-
miert werden und zeichnet sich durch eine vergleichbar hohe relative Energie
aus. Durch den CI-Algorithmus wurde die Geometrie Nr. 3 auf dem ,elastischen
Band“ zu der energetisch guinstigeren CI-Geometrie optimiert. Deswegen werden

im Plot des MEP die Werte der relativen Energien dieser Geometrien auf dem glei-
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chen Punkt des Reaktionsfortschritts dargestellt (Abbildung 4.22).

Tabelle 4.7: Charakteristische Bindungsléingen in CI- und Dimer-Geometrien des
Inhibitor-Komplexes und Barriere-Geometrien des Substrat-Komplexes (TS und P’)
von Petersen et al’®. Die Literaturwerte, mit welchen Ubereinstimmungen vorliegen,
sind mit der Schriftart Fett hervorgehoben. Nciheres siehe Text.

Geometrie | OD2-C1 | C1-06 | C1-0O1
CI 2,61 1,75 1,35
TS 2,93 2,00 1,32
P’ 2,56 2,57 1,29
Dimer 2,59 1,85 1,34

Tabelle 4.8: Charakteristische Bindungsabstdnde der Geometrien von Enzym-
Inhibitor-Komplexen (Inhibitor Nr. 1) entlang des graphisch dargestellten MEPs (sie-
he Abbildung 4.22). Die relativen Energien sind in kcal/mol angegeben.

Geom. Energie Bindungsabstinde in A
Nr. | absolut (a.u.) | relativ | d(OD2-C1) | d(C1-06) | d(C1-O1) | d(Ow,-HD2)
1 -3779,4809 | 0,00 2,80 1,49 1,42 1,68
2 -3779,4658 | 9,45 2,57 1,77 1,37 1,61
3 -3779,4457 | 22,09 2,35 2,12 1,33 1,48
4 -3779,4581 | 14,29 2,16 2,42 1,31 1,08
5 -3779,4700 | 6,94 1,85 2,79 1,34 1,08
6 -3779,4795 | 0,84 1,60 3,18 1,37 1,05
CI -3779,4602 | 13,00 2,61 1,75 1,35 1,10
Uz -3779,4610 | 12,51 2,59 1,85 1,34 1,08

Die erhaltenen Ergebnisse fiir die Barriere der Reaktion wurden durch die Be-
rechnung der Normalmoden und Schwingungsfrequenzen tuberprift. Die Berech-
nung der harmonischen Frequenzen an der Dimer-Geometrie ergaben eine einzige
imaginare Frequenz mit dem Wert von -11,33 cm™! (Abbildung 4.24). Die Bewe-
gungsmode fur diese Normalschwingung entspricht der molekularen Bewegung,
bei welcher der nucleophile Angriff des katalytischen Carboxylats und die Ring-
offnung im Inhibitor in einer abwechselnden molekularen Bewegung beobachtet
werden kann (Abbildung 4.25).
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Tabelle 4.9: Charakteristische Atomabstéinde der Wasserstoffbriickenbindungen
der Geometrien von Enzym-Inhibitor-Komplexen (Inhibitor Nr. 1) entlang des gra-
phisch dargestellten MEPs (siehe Abbildung 4.22).

Geom. Atomabstande

Nr. | d(O1-Hyws) | d(Owe-Hws) | d(Owa-Hw1) | d(Ow1-Hasa1) | d(Oasei-HD2)
1 1,66 1,77 1,68 1,01

2 1,48 1,63 1,61 1,03

3 1,18 1,32 1,44 1,48 1,08

4 1,01 1,08 1,14 1,32

5 0,99 1,77 1,03 1,08 1,43

6 0,98 1,94 1,01 1,05 1,51

CI 1,03 1,06 1,10 1,39
Uz 1,02 1,04 1,08 1,43

##kakk 1 ipaginary freguencies (negative signs) *#kwes

harmonic fregquencies (cm**-1) and normalised normal coordinates

1 2 zl 4 & 6 7 8 9

frequencies ---- -11.3323 77,9346 90,5171 100,3115 108.5302 120,0958 127.7211 128,3515 136.6908

Abbildung 4.24: Auszug aus dem Ergebnis der Berechnung der Normalmoden und
Schwingungsfrequenzen des Ubergangszustandes des Enzym-Inhibitor-Komplexes
GM II'1 nach der CI-NEB-Dimer!15114123124_pothode innerhalb des QM/MM-
Formalismus. Die imagindre Frequenz im Wert von -11,3323 cm™! wurde somit
gefunden.
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MOLDEN|

Abbildung 4.25: Visualisierung der molekularen Bewegung (siehe als Animation
im pdf-Format) im Ubergangszustand. fiir das Enzym-Inhibitor Komplex GM II-1 mit
der imagindren Frequenz von -11,33 cm™!, berechnet mit Hilfe der CI-NEB-Dimer-
Methodik innerhalb des QM /MM-Formalismus. Die Abbildungen der Animation wur-
den mit Hilfe des Molden-Pakets?® dargestellt.

D). Berechnung der 3-d PES mit dem kontrollierten Protontransfer der Inhi-

bitionsreaktion

Die NEB-Methode ist ein Formalismus, der zundchst nur zwei Strukturen bend-
tigt, die eine vom Produkt und die andere vom Edukt. Anschlief;end kann sie als
Blackbox-Methode verwendet werden, um ein Reaktionsprofil zu erhalten. Zur
Uberpriifung und Zwecks des Vergleichs wurde ein 3-dimensionaler PES-Scan
(relative Energie abhingig von zwei Reaktionskoordinaten) durchgeftihrt, der die
Ergebnisse der NEB-Berechnung widerspiegelt und bestatigt. Mit Hilfe der Daten
uber die wasserkatalysierte Reaktion (NEB-MEP) wurde die PES 3-dimensional
mit den Reaktionskoordinaten d(OD2-C1) und d(O6-H) (genauer d(O6-H1 yq2))
von der Situation Edukt (Abbildung 4.16) zur Situation Produkt (Abbildung 4.26)
durch die nacheinander folgende Optimierung der Geometrien auf der PES erhal-
ten.

Die Protontibertragung wurde zu Beginn der Optimierung jeder Geometrie kon-
trolliert vordefiniert. Auf die Details so einen kontrollierten Protontransfers wird
im Folgenden eingegangen. Die Atomabstiande des Wassermolekitil-Netzwerkes -
d(Oware-H1lwg) und d(HD2-Oyyy;) - wurden vor der Berechnung auf den gleichen
Wert gesetzt, und zwar so, dass dieser gleich dem aktuellen Wert fir den Bin-
dungsabstand d(O6-H 1) ist. Diese Anderung der Atomabstande ist dem Reak-

tionsmechanismus mit der Protontibertragung nach Grotthus konform, denn sie
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stellt einen logischen Fluss des Protons vom protonierten Aspartataminosaurerest
zu dem Inhibitor (Abbildung 4.9). Anschliefend wurden fiir alle Atomabstande ih-
re optimalen Werte berechnet, wahrend die zwei oben genannten Reaktionskoordi-
naten, Atomabstande d(O6-H1 ), entsprechend dem 2D-Gitternetz festgehalten
wurden. Das heift, alle Freiheitsgrade des Enzym-Inhibitor-Komplexes wurden in
Abhangigkeit von zwei Reaktionskoordinaten optimiert. Die resultierende Poten-
tialhyperflache (PES) mit den beschriebenen Einstellungen ist in der Abbildung
4.26 dargestellt. Die PES der berechneten DyAy-Reaktion fur die Inhibition der
Mannosidase GM II mit dem Inhibitor Nr. 1 sagt eine leicht endotherme Reaktion
von 1,0 kcal/mol vorher.

Die Geometrie mit den Reaktionskoordinaten d(OD2-C1)=2,6 A und d(06-H)=1,0 A
ist zunachst visuell aufgrund der Form der Barriere der PES ein potentieller Uber-
gangszustand. Wie diese Geometrie zu einem Ubergangszustand optimiert werden
kann, konnte mit Hilfe des PRF-O!'8121l_Algorithmus (Partitioned Rational Functi-
on Optimization, Skript zur Berechnung mit Hilfe des CHEMSHELL-Moduls*® prfo
kann dem Appendix 6.7 nachvollzogen werden) realisiert werden. Diese Geometrie
konvergiert, wobei eine sehr kleine Anderung des Bindungsabstandes d(OD2-C1)
von 0,15 A festgestellt werden kann. Die Héhe der Reaktionsbarriere betragt 12,50
kcal/mol (relativ zu dem Edukt auf der zweidimensionalen PES). Die Berechnung
der Normalmoden an der optimierten Geometrie (Skript zur Berechnung kann
dem Appendix 6.8 nachvollzogen werden) ergibt eine einzige imaginare Frequenz
mit dem Wert von -14,0 cm™'. Die Schwingungsmode dieser Frequenz ist sehr
ahnlich der, die durch CI-NEB-Dimer!'%2324_prozedur erhalten wurde (Abbil-
dung 4.25).

In diesem Kapitel wurde ein Einblick in die Inhibition der Mannosidase GM II
durch die DyAy-Reaktion mit dem bicyclischen Acetal-Inhibitor (Inhibitor Nr. 1)
mit Hilfe der Berechnung im Enzym geschaffen. Die Ergebnisse fiir die Reaktion im
Enzym stimmen mit den Berechnungen in der Losung tiberein. Die Entwicklung
des kovalent-reversiblen Inhibitors fir GM II als einen bicyclischen N,O-Acetal-

Inhibitor (Inhibitor Nr. 7) werden im folgenden Abschnitt dargelegt.
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Abbildung 4.26: Reaktionsprofil der DyAn-Realktion des Inhibitors Nr. 1 mit den katalytischen Aminosdureresten der Mannosidase GM
II durch die 3-d PES-Berechnung mit dem kontrolliertem Protontransfer. Néiheres siehe Text.
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Berechnungen des Reaktionspfades des Inhibitors 7

A). Vorarbeiten: Protonierungszustand des Inhibitors im Enzym

Die Berechnungen der Reaktionsenergien in wassriger Losung zeigten eine hdhe-
re Triebkraft fir die Ausbildung des Adduktes aus dem bicyclischen N,O-Acetal-
Inhibitor (Inhibitor Nr. 7 in der Tabelle 4.3) und dem Essigsduremolektil im Ver-
gleich zu den Daten des Inhibitors Nr. 1. Hierbei wurde eine um ca. 5 kcal/mol
exothermere Reaktion fiir den Fall, dass der Inhibitor in seiner protonierten Form
vorliegt (Abbildung 4.6), vorhergesagt. Eine sehr gute Richtlinie zur Abschitzung
der Basizitat von Verbindungen stellt der pKa-Wert dar. Aufgrund seines pKa-
Wertes von ungefahr 11, soll der Inhibitor Nr. 7 in seiner protonierten Form in
der wéassrigen Losung vorliegen. Die Richtigkeit dieser Annahme bestéatigen auch
die Test-Berechnungen des Reaktionsprofils im Enzym, in welchen der Inhibitor
7 in seiner deprotonierten Form vorliegt (Abbildung 4.27). Diese Test-Berechnung
zeigt, dass der Inhibitor wahrend des nukleophilen Angriffs des Aspartatamino-
sdurerests Asp204 spontan durch das basische Aspartataminosidurerest Asp341
protoniert wird (Abbildung 4.27). Infolgedessen gilt dies als Nachweis, dass der

Inhibitor zum Start der Reaktion bereits protoniert vorliegen sollte.

relative Energie, kcal/mol

-10 T T T T T T T T T T T T T
3,0 2,8 2,6 2,4 2,2 2,0 1,8 1,6 1,¢

d(oD2-C1), A

Abbildung 4.27: Reaktionsprofil fiir die Additionsreaktion des Inhibitors Nr. 7 in
der deprotonierten Form mit den katalytischen Animosciureresten der Mannosidase
GM II.

Dieses Reaktionsprofil wurde ausgehend von dem nicht-kovalenten Enzym-Inhibitor-
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Komplex erstellt. Die Berechnung geht von der Geometrie aus, die durch Ersetzen
des O6-Atoms durch ein N-Atom in der Geometrie des nicht-kovalenten Enzym-
Inhibitor-Komplexes (deprotonierte Form) entsteht. Der nichste Schritt in der
Entwicklung eines kovalent-reversiblen Inhibitors - Inhibitor Nr. 7 - beinhaltet
die Berechnung seines Reaktionsprofils und des MEP in der protonierten Form
im Enzym. Die Ergebnisse dieser Arbeit werden im Folgenden vorgestellt und dis-
kutiert.

B). Vorarbeiten zur Ermittlung des Reaktionsprofils

Die Startgeometrie fiir den nicht-kovalenten Enzym-Inhibitor-Komplex der Man-
nosidase GM II mit dem Inhibitor Nr. 7 wurde ausgehend von der Geometrie des
nicht-kovalenten Enzym-Inhibitor-Komplexes der Mannosidase GM II mit dem
Inhibitor Nr. 1 (Leitstruktur) optimiert. Um die Startgeometrie darzustellen, wur-
de das 06-Atom durch die NH?*-Einheit in der Geometrie des Enzym-Inhibitor-
Komplexes ersetzt. Der QM-Bereich fiir das QM/MM-System wurde zundchst
konsistent den Berechnungen zum Inhibitor Nr. 1 angewendet (Abbildung 4.8).
Die molekulare Geometrie des resultierenden nicht-kovalenten Enzym-Inhibitor-
Komplexes ist in der Abbildung 4.28 als Startgeometrie mit der relativen Energie
von O kcal/mol dargestellt. Durch die Optimierung aller Freiheitsgrade wurde
fir das ,aktive“ Wassermolekiil Watl (Abbildung 4.28) seine optimale Positi-
on berechnet. Obwohl nur das Watl im QM-Bereich dieser Berechnung bertick-
sichtigt ist, stellt die Geometrie ein begilinstigtes Netzwerk der beiden Wasser-
molekiile, die auch nach Grotthus das Proton transportieren kénnten, dar. An-
schlieffend wurde unter der Anwendung von relaxed-scan-Berechnung das Reak-
tionsprofil in Abhangigkeit von der Reaktionskoordinate d(OD2-C1), indem diese
sukzessive verkiirzt wurde, aufgestellt. Hierbei wurde zunichst mit RI[33/134/1351
BLYPB6I11341140137] ynd dann mit B3LYP[26I1341 140137 hej gleichem Basissatz def-
TZVPB9138 (RI-BLYP/def-TZVP//B3LYP/def-TZVP, Abbildung 4.28) untersucht.
An dieser Stelle bestétigt sich die Erfahrung, dass mit Hilfe der relaxed-scan- und
der standardméagigen 3-dimensionalen PES-Berechnung sich der Protontransfer
nicht erfassen lasst. Deswegen sollte die Geometrie des Produkts (des kovalenten
Enzym-Inhibitor-Komplexes) erneut berechnet werden und mit dem Reaktions-
profil ohne Berticksichtigung von Protonentransfer verglichen werden. Dies erfolgt
in dem nachsten Unterabschnitt.

Die Energie der Reaktion der GM II mit dem N,O-Acetal-Inhibitor zu dem kovalen-
ten Addukt, ohne Bertlicksichtigung von Protonentransfer wurde somit zu ca. -10
kcal/mol berechnet. Das bedeutet, dass die Reaktionsenergie der Ausbildung der
kovalenten Bindung zwischen dem Kkatalytischen Zentrum und dem Inhibitor Nr.

7 genau in einem Energie-Fenster, welches der Thermodynamik einer kovalent-
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reversiblen Reaktion entspricht liegt. Das Reaktionsprofil ist im Einklang mit dem
Hammond-Postulat, das fiir eine exotherme Reaktion einen frithen Ubergangszu-
stand zeigen sollte. Die Barriere der Inhibitionsreaktion ist mit ca. 3 kcal/mol
relativ niedrig. Dies ist konform zur Eyring-Beziehung fiir die Aktivierungszu-
stdnde, denn die Aktivierungsenergie ist um so kleiner, je exothermer die Re-
aktionsenergie ist. Im Vergleich zu dem thermoneutralen, nahezu endothermen
0,0-Acetal-Inhibitor mit der Reaktionsbarriere, die zwischen ca. 5 und ca. 17
kcal/mol variieren kann, weist der leicht exotherme N,O-Inhibitor eine niedrigere
Barriere von ca. 3 kcal/mol (Thermodynamikvergleich von Inhibitoren innerhalb

der gleichen Methodik, d.h. ohne Berticksichtigung von Protonentransfer) auf.
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Abbildung 4.28: Reaktionsprofil fiir die Addition Reaktion des Inhibitors Nr. 7 mit
dem katalytischen Aspartat Asp204 Aminosdurerest der Mannosidase GM II. OPT:
Geometrieoptimierung. SP: Einzelpunkt-Berechnung der Energie.

C). Auffinden des MEP fiir den Inhibitor Nr. 7

In den bisher durchgefiihrten Berechnungen konnte der Protontransfer, der fiir
Mannosidasen charakteristisch ist, nicht berticksichtigt werden. Das berechnete
Reaktionsprofil (Abbildung 4.28) zeigt zunachst die Barriere durch den nukleo-
philen Angriff und nicht durch die Wasserkatalyse, wie es bei dem Inhibitor
Nr. 1 durch die Test-Berechnungen gezeigt wurde. Das Proton des basischen

Aspartataminosidurerests Asp341 sollte zu der NH,-Einheit des kovalenten E-
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I-Komplexes tibertragen werden, wird aber in dieser Berechnung aufgrund des
fehlendes Wasser-Netzwerkes zur Protontibertragung nicht erfasst. Um das kom-
plette Bild der Inhibitionsreaktion der Mannosidase GM II durch den neuen bi-
cyclischen N,O-Acetal-Inhibitor zu bekommen, wurde die NEB-Methode aufgrund
der guten Erfahrung mit dem O,O-Acetal-Inhibitor angewendet. Hierflir beno-
tigt man die Geometrie des Produktes, bei welchem der Protonentransfer von
basischem Aspartataminosiurerest Asp341 uber zwei Wassermolekiile (analog
dem Inhibitor Nr. 1, Abbildung 4.11) stattfindet. Um die Geometrie des kovalen-
ten E-I-Komplexes mit dem stattgefundenen Protontransfer zu berechnen, wurde
in der Geometrie des Produktes translativ eine manuelle Protonenverschiebung
und anschliefSend die Geometrieoptimierung aller Freiheitsgrade dieser Geometrie
durchgefiihrt. Die Protonenverschiebung ist in der Abbildung 4.29 dargestellt. Die
Atome H1 der Wassermolektile Watl und Wat2 und auch das Atom HD2 des ba-
sischen Aspartataminosdurerests Asp341 wurden gleichzeitig zu den bindenden
O-H-Bindungsabstanden gesetzt. AnschliefSend wurden alle Freiheitsgrade dieser

Geometrie optimiert.

Align

Abbildung 4.29: Vorbereitung der Geometrie des kovalenten Enzym-Inhibitor-
Komplexes der Mannosidase GM II mit dem N,O-Acetal-Inhibitor fiir die Bertick-
sichtigung des Protontransfers im aktiven Zentrum. I: Ausgangsgeometrie, II: Final-
geometrie, Align: Uberlagerung der Geometrien I und II. Pfeile zeigen die eingefiihrte
Protonenverschiebung. Néiheres siehe Text.

Die Optimierung des Reaktionspfades zu dem Minimumenergiepfad (MEP) kann

fir den Inhibitor Nr. 7 nur mit der Anwendung der Dispersion-Korrektur er-
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folgreich durchgefiihrt werden. Néaheres zur Dispersion-Korrektur ist im Kapitel
Anhénge und in der Abbildung 6.10 dargelegt. Der resultierende MEP fiir die
Inhibition der Mannosidase GM II durch die Additionsreaktion des bicyclischen
N,O-Acetal-Inhibitors mit der Berticksichtigung der Protontibertragung durch den
basischen Aspartataminosdurerest Asp341 ist in der Abbildung 4.30 gezeigt. Die
Inhibitionsreaktion ist mit ca. -13 kcal/mol (fiir genauere Werte der Energien sie-
he Zusammenfassung in Tabelle 4.10) leicht exotherm. Deswegen erwartet man
eine effektive Erhéhung der Affinitdt des Inhibitors Nr. 7 gegentiber dieser des
Inhibitors Nr. 1. Dieser Wert liegt soeben im Bereich der Reaktionsenergien, die
fir die reversiblen Reaktionen typisch sind. Die relativen Energien der Geometri-
en fur die Rickreaktion vom kovalenten zum nicht-kovalenten Enzym-Inhibitor
Komplex sind in der Abbildung 4.30 ersichtlich. Geht man davon aus, dass in der
Ruckreaktion nur die relativ kleinen Barrieren von ca. 8 und 16 kcal/mol tiber-
wunden werden miussen, um zum urspringlichen Edukt (der nicht-kovalente
Enzym-Inhibitor-Komplex, Geometrie 8) zu gelangen, kann die Gesamtreaktion

zwischen GM II und Inhibitor Nr. 7 als reversibel angesehen werden.

10
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Abbildung 4.30: Minimumenergiepfad (MEP) der Inhibitionsreaktion der Mannosi-
dase GM II durch die AyDy-Reaktion zwischen dem katalytischen Aminosdiurerest
Asp204 und dem Inhibitor Nr. 7 (bicyclische N,O-Acetal-Inhibitor basierend auf der
B-L-Anhydrogulose als Leitstruktur). UZ: Dimer-Geometrie des Ubergangszustan-
des. CI: climbing image-Geometrie des NEB-Reaktionspfades.

Die Geometrien der Enzym-Inhibitor-Komplexe der Mannosidase GM II und des
Inhibitors Nr. 7 auf dem berechneten MEP (Abbildung 4.30) sind in den Abbildun-
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gen 4.31 - 4.38 von der Geometrie des Eduktes (8) zu der Geometrie des Produk-
tes (1) dargestellt. Das Reaktionsprofil besitzt konform dem Hammond-Postulat
einen ,frithen“ Ubergangszustand (U2z), der geometrisch dem Edukt (der nicht-
kovalente Enzym-Inhibitor-Komplex) dhnlich ist. Die Protontibertragung von dem
Proton einliefernden Aspartataminosaurerest Asp341 erfolgt erst in der Geometrie
3, und zwar nachdem der nukleophile Angriff durch Asp204 in der Geometrie 4
von statten gegangen ist (Abbildung 4.30 und Abbildungen 4.35 und 4.36). Dieser
Schritt ist durch eine relativ kleine Barriere von ca. 2 kcal/mol charakterisiert. Die
ausgewdhlten charakteristischen Bindungsabstidnde der Enzym-Inhibitor Kom-
plexe auf dem MEP sind in den Tabellen 4.10 und 4.11 zusammengefasst.

Die tiberlagerten Geometrien der Enzym-Inhibitor-Komplexe des Ubergangszu-
standes (UZ) und diejenigen, die an das UZ angrenzen, sind in der Abbildung
4.39 vorgestellt. Analog zu der NEB-Berechnung von MEP des Inhibitors Nr. 1
wurde flir die Geometrie 6, die hochste relative Energie besitzt, eine alternative
CI-Geometrie gefunden. Die CI-Geometrie lasst sich des Weiteren innerhalb des
Dimer-Algorithmus zum Ubergangszustand (Dimer-Geometrie) optimieren. Der
Ubergangszustand der Reaktion fiir den berechneten MEP wurde durch di