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Glossar

Im Rahmen dieser Arbeit werden einige Fachbegriffe und feststehende (englische) Ausdriicke

verwendet, die hier kurz definiert werden sollen. Weiterfihrende Erklarungen erfolgen im

FlieRtext oder FulRnoten der Dissertation.

Alignment

Backbone

Back Pocket

Bindungsmodus

Clustering

Docking

Drug Design

Equilibrierung

raumliche Uberlagerung von Molekiilen, im Falle von
Proteinen haufig bezogen auf ihre Aminosauresequenz

(vgl. auch Sequenz-Alignment).

Als Ruckgrat eines Makromolekils bezeichnete Kette
von sich wiederholenden Einzelbausteinen; im engeren

Sinn: bei Proteinen die Folge von Peptidbindungen.

Bereich zwischen dem konservierten Lysin und der Sei-
tenkette des Gatekeepers innerhalb der ATP-Bindetasche

einer Kinase.

(oder auch Modus). Innerhalb eines Dockings (Uber ei-
nen oder mehrere Liganden eines Datensatzes) haufig
generierte und Uber Scoring gut bewertete Losung. Kann

im Weiteren als native Pose in Betracht gezogen werden.

Gruppieren einzelner Elemente eine Menge nach ahnli-

chen Eigenschaften.

Einpassen eines Liganden in eine Bindetasche (vgl. 1U-
PAC-Definition S. 79).

Arzneistoffentwicklung; weit gefasster Begriff, der nach
IUPAC neben der Leitstruktursuche und —optimierung

auch Pharmakokinetik und Toxikologie umfasst.

Kurze MD-Simulation zur Geometrieoptimierung des
Protein-Ligand-Komplexes innerhalb einer Losungsmit-

tel-Box.

Xi
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Gatekeeper

Glycine-rich Loop

Hinge Region

Homology Modelling

Induced Fit

Minimierung

MM/GBSA

MM/PBSA

Molekuldynamiksimulation

Pose

Xii

Aminoséure, die in der ATP-Bindetasche von Protein-
kinasen fiir den Zugang zur hydrophoben Untertasche
(der Back Pocket) eine entscheidende Rolle spielt (vgl.
S. 13).

Bereich, der die ATP-Bindetasche von Proteinkinasen
begrenzt und der besonders haufig die Aminoséaure Gly-

cin enthélt.

engl.: Scharnier; Verbindung von C- und N-terminaler

Domane in Proteinkinasen.

Berechnung von Homologie-Modellen (auch Comparati-
ve Modelling, vgl. S. 29 ff.).

Anpassen eines Rezeptors an einen Liganden durch des-

sen Bindung.

Geometrieoptimierung von Ligand, Protein oder Protein-

Ligand-Komplexen in lokales energetisches Minimum.

vgl. Abkirzungen; Algorithmus zur Berechnung der
Freien Bindungsenthalpie ausgehend von Molekildyna-

miksimulationen.

vgl. Abkirzungen; Algorithmus zur Berechnung der
Freien Bindungsenthalpie ausgehend von Molekuldyna-

miksimulationen.

(oder auch MD-Simulation), Berechnung der Bewegung
eines Protein-Ligand-Komplexes (oder auch Protein-

Protein-Komplexes) in einer Losungsmittel-Box.

engl.: Pose; im Zusammenhang mit Docking: eine durch
das eingesetzte Dockingprogramm berechnete mogliche
Position des Liganden im Rezeptor.
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rmsd

rmsf

Redocking

Scoring

Screening

Snapshot

Startstruktur

Target

vgl. Abkiirzungen; im engeren Sinn: Wert [A] fir die
mittlere quadratische Abweichung der Distanz der
(schweren) Atome zweier Uberlagerter Molekile zuei-

nander.

vgl. Abkiirzungen; im engeren Sinn: Wert [A] fir die
mittlere quadratische Fluktuation der Distanz der (schwe-

ren) Atome zweier Uberlagerter Molekdile zueinander.

Docking eines Liganden in den kokristallisierten Rezep-

tor.

(oder auch Scoringfunktion) Bewertung; im engeren Sinn
eine Funktion zur vergleichenden Abschatzung der Star-

ke einer Interaktion zwischen Ligand und Protein.

(Virtual/High-Throughput) Auswahlverfahren; im enge-
ren Sinn: das Testen einer grolRen Anzahl von Molekilen
auf ihre Aktivitat an einer Zielstruktur hin. Geschieht
dies am Rechner (in silico), wird das Verfahren als Vir-
tual Screening bezeichnet. Werden groRe Substanzbiblio-
theken real mit biochemischen Assays getestet, spricht

man von High Throughput Screening (HTS).

Wahrend der Molekildynamiksimulation generierte Ge-
ometrie des Protein-Ligand-Komplexes in einer LO-
sungsmittel-Box. Die Summe der erhaltenen Snapshots
ergibt die MD-Simulation. Ausgangspunkt fiir die Be-

rechnung der Freien Bindungsenthalphien.

Der Begriff der Startstruktur bezeichnet den Protein-
Ligand-Komplex vor dem Beginn des Arbeitsablaufs
Diese wird, wenn nicht anders erwahnt, in den Auswer-

tungen als Referenzstruktur verwendet.

Im Allgemeinen: Zielstruktur eines Wirkstoffes. Im Zu-
sammenhang mit MIFs: Struktur, fir die Interaktionse-

nergien berechnet werden sollen.
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Glossar

Wasserstoffbrickendonor

Wasserstoffbriickenakzeptor

Xiv

Beschreibt die Eigenschaft einer funktionellen Gruppe,
die an einer Wasserstoffbruckenbindung beteiligt ist Der
Begriff Donor umfasst dabei alle Funktionalititen, die
Protonen zu dieser Interaktion beitragen (z. B. (proto-

nierte) Amine, Hydroxylgruppen usw.).

Beschreibt die Eigenschaft einer funktionellen Gruppe,
die an einer Wasserstoffbriickenbindung beteiligt ist. Der
Begriff Akzeptoren umfasst dabei alle Funktionalitaten,
die freie Elektronenpaare und/oder Ladungen zu dieser
Interaktion beitragen (z. B. Carbonylverbindungen, Car-

bonsauren usw.).
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1. Einleitung

1.1. Vektor-Ubertragene Infektionskrankheiten

Ein Sechstel der weltweit jahrlich auftretenden Infektionskrankheiten werden durch Vektoren
ubertragen, fur Gber eine Million Menschen mit tddlichem Ausgang [1]. Mehr als 50 % der
Weltbevolkerung lebt in einem Risikogebiet fur Vektor-ubertragene Infektionen. Diese Zah-
len sind Anlass fur die Weltgesundheitsorganisation (WHO) im Rahmen des Weltgesund-

heitstages 2014 Schwerpunkt auf VVektor-ibertragene Infektionskrankheiten zu legen [1].

-

' Western Pacific (2

D Lymphatic filariasis n Chagas disease

Dengue/dengue D Bl
haemorrhagic fever

Abbildung 1.1. Weltweite Verteilung verschiedener Vektor-ubertragener Infektionskrankheiten nach HiLL et
al.[2]. Die in Klammern angegebenen Zahlen beziffern die geschétzten Todeszahlen fur jede Region, angegeben
in tausend Schritten. Die Diagramme beschreiben die Anteile der jeweiligen Infektionskrankheiten an den ent-
sprechenden Todeszahlen.

Der Begriff Vektor umfasst lebende Organismen, die Infektionskrankheiten zwischen Tier
und Mensch (bertragen. Dabei handelt es sich zumeist um blutsaugende Insekten, die wah-
rend der Nahrungsaufnahme krankheitsverursachende Mikroorganismen aufnehmen bzw. ab-
geben und so deren Lebenszyklus aufrecht halten [1]. In Tabelle 1 sind die wichtigsten Vek-
tor-ibertragenen Infektionskrankheiten und deren Ubertrager zusammengefasst. Besonders
betroffen sind die Entwicklungslander, auf afrikanische und asiatische Lander entfallen die

meisten Todesfélle durch Vektor-lbertragene Infektionskrankheiten (vgl. Abbildung 1.1.).
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Tabelle 1. Zusammenfassung der wichtigsten Vektor-iibertragenen Infektionskrankheiten und ihrer Ubertrager
nach [1] sowie HILL et al.[2].

Infektionskrankheit Vektor
Malaria Weibliche Anopheles-Miicke
Dengue-Fieber Agyptische bzw. Asiatische Tigermiicke (Aedes aegypti bzw. Aedes albopictus)

Bilharziose (Schistosomiasis)  Parchenegel (Schistosoma)

Leishmaniose Sandmlicke (Phlebotominae)
Chagas-Krankheit Raubwanzen (Triatoma infestans)
Gelbfieber Agyptische Tigermiicke (Aedes aegypti)
1.2. Malaria

Wie aus Abbildung 1.1. deutlich wird, stellt Malaria die weltweit verbreitetste und folgen-
schwerste durch Vektoren bertragene Infektionskrankheit dar. In 2012 infizierten sich nach
Angaben der WHO 207 Millionen Menschen mit Malaria, davon starben 627.000 [3]. Stark
betroffen sind die afrikanischen Lander: 80 % der Infektions- und 90 % der Todesfélle entfal-
len auf diese Region. Zusatzlich leiden besonders Kinder unter dieser Krankheit: So sind
77 % der verzeichneten Todesfélle Kinder im Alter unter 5 Jahren. Ausgeldst wird die Infek-
tion beim Menschen durch fiinf Protozoen'-Spezies der Gattung Plasmodium: Plasmodium
falciparum, Plasmodium vivax, Plasmodium ovale, Plasmodium malariae und Plasmodium
knowlesi [3]. Die Ubertragung des Erregers erfolgt tiber den Stich der weiblichen Anopheles-
Mucke. P.falciparum und P.vivax sind dabei fiir die meisten Infektionen verantwortlich [4].
Die durch P.falciparum verursachte Malaria tropica weist die schwersten Krankheitsverlaufe
auf, weshalb nahezu alle Todesfalle auf P.falciparum zurtickzufiihren sind [4]. Interessanter-
weise ist P.vivax deutlich verbreiteter als P.falciparum, da sich der Erreger bereits bei niedri-
geren Temperaturen innerhalb der Anopheles-Muicke vermehren und Uberleben kann. Zusatz-
lich kénnen diese Protozoen als Hypnozoiten? im menschlichen Organismus persistieren (vgl.
auch Abschnitt 1.2.1.) umso in Zeitrdumen zu Uberleben, in denen keine Micken fir die Ver-
breitung der Infektion verfiigbar sind (z. B. in den Wintermonaten). P.ovale und P.vivax ver-
ursachen die sogenannte Malaria tertiana. Namensgebend sind dabei die klinisch kennzeich-

nenden Fieberschiibe, die an jedem dritten Tag auftreten. Eine Infektion mit P.malariae wird

"Der Begriff Protozoen (griech.npwtolmov protdzoon ,das erste Tier) umfasst alle aufgrund ihrer Mobilitat und
heterotrophen Lebensweise als tierisch angesehene eukaryotische Einzeller.

’Als Hypnozoit versteht man das Ruhestadium der Malariaerreger Plasmodium ovalae und Plasmodium vivax.
Die Parasiten verbleiben dabei in den Hepatozyten (Leberzellen) ohne dass es zu klinischen Symptomen der Ma-
laria kommt. Aus bisher ungeklarten Grinden kénnen diese zu einem spdteren Zeitpunkt reaktiviert werden und
setzen den oben beschriebenen Lebenszyklus fort.

2
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als Malaria quartana bezeichnet. Entsprechend treten hier die charakteristischen Fieberanfal-
le jeden vierten Tag auf [5]. Die von P.knowlesi ausgeltste Form der Malaria zeichnet sich
durch tagliche Fieberanfélle aus. Bei P.knowlesi handelt es sich um eine beim Menschen eher
selten auftretende Form der Malaria, da zumeist Affen betroffen sind. Sie tritt hauptsachlich
in Sldostasien auf [4]. Obwohl bereits in den 1930 Jahren das erste Mal dokumentiert wurde,
dass auch Menschen von diesem Parasiten infiziert werden konnen, wurde diesem erst 2004

von SINGH et al. [6] groRRere Aufmerksamkeit zugewandt.

1.2.1. Lebenszyklus der Malaria

Alle fiinf Protozoen-Spezies weisen grundsatzlich einen gemeinsamen (in Abbildung 1.2.
schematisch dargestellten) Lebenszyklus auf, der sich lediglich in zeitlichen Abl&dufen und
den damit verbundenen charakteristischen Fieberschuben unterscheidet [7].

Trophozoit / ‘

Gametocyten”_..

Abbildung 1.2. Lebenszyklus Malaria nach WINZELER et al. [7]

Wahrend der Blutmahlzeit einer mit Malaria infizierten Anopheles-Miicke wird Uber deren
Speichel der Erreger in Form von Sporozoiten in den menschlichen Blutkreislauf tibergeben
(vgl. Abbildung 1.2.). Uber diesen gelangen sie in die Leber und dringen dort in Leberpa-
renchymzellen ein. Im Fall von P.ovale und P.vivax besitzt der Parasit nun zwei Optionen:
Zum einen kann er als Hypnozoit in der Leber persistieren und zu einem spéteren Zeitraum
ausbrechen bzw. zu den fur diese beiden Protozoen typischen Rezidiven (Rlckfallen) fihren
oder zum anderen sich entsprechend der anderen Erreger-Typen durch ungeschlechtliche

Vielteilung (Schizogonie) zu Merozoiten vermehren (vgl. Abbildung 1.2.). Dieser Prozess
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lauft in den sogenannten Merosomen ab, die anschlieRend zum Lebersinusoid® wandern und
dort die Merozoiten in den Blutkreislauf freigeben. Dort befallen selbige die Erythrozyten, in
denen eine weitere Moglichkeit der Schizogonie besteht. An deren Ende entstehen abermals
Merozoiten, die bei der Lyse der Erythrozyten freigesetzt werden und die charakteristischen
Fieberanfélle verursachen. Die freigesetzten Merozoiten befallen nun wiederum neue Eryth-
rozyten. Neben der Schizogonie kdnnen die Merozoiten auch zu ménnlichen und weiblichen
Gametocyten differenzieren, die bei einer Blutmahlzeit von einer Miicke aufgenommen wer-
den koénnen. In der Mucke erfolgt nun die geschlechtliche Vermehrung tiber Zygote und Oo-
kinete zur Oocyste, die Sporozoiten beinhaltet, welche wiederum Uber die Speicheldriisen

beim néchsten Stich auf den Menschen tbertragen werden kénnen [7-8].

1.2.2. Empfohlene Strategien der WHO gegen Malaria

Die dargelegten Infektions- und Todeszahlen zeigen deutlich, dass Malaria weiterhin eine
weltweite Bedrohung darstellt. Der letztjahrige World Malaria Report der WHO [3] wagt ei-
nen Rickblick auf die Entwicklung der Malariabekampfung der letzten 14 Jahre und stellt
deutlich Kklar: Es ist noch ein langer Weg im Kampf gegen diese Krankheit, aber es sind viele
Initiativen im Verlauf der letzten Jahre in die richtige Richtung gelenkt worden [3]. So konn-
ten seit 2000 durch politisches Engagement und die Investitionen in globale Malaria-Projekte
basierend auf den von der WHO vorgeschlagenen MaRnahmen 3.3 Millionen Leben gerettet
werden, 3 Mio. davon Kinder unter 5 Jahren. Die Sterblichkeitsrate konnte seitdem weltweit
um 42 % uber alle Altersgruppen (48 % bei Kindern unter 5 Jahren) und die Zahl der Neuin-
fektionen um 31 % reduziert werden. Speziell in Afrika wurden 49 % weniger Todesfélle so-
wie 31 % weniger Neuinfektionen verzeichnet, bezogen auf einzelne Lander fallen diese Zah-
len sogar deutlich hoher aus. Diese Entwicklung fihrt die WHO auf vier Schlagworter zu-
rick: Vektor-Kontrolle, Chemopravention, Schnelltestsysteme und Artemisinin-basierte
Kombinationstherapie (ACT). Die damit verbundenen Strategien und Malnahmen sollen im

Folgenden genauer erldutert werden.

1.2.2.1. Vektor-Kontrolle

Die von WHO empfohlenen Strategien zur Vektor-Kontrolle, d. h. die zur Einddmmung der
Anopheles-Micke als Ubertrager der Malaria-Erreger eingesetzten MaRnahmen, setzen sich

®Das Lebersinusoid (lat. Vena intralobularis) ist ein erweitertes Kapillargefa (Sinusoid), dass das sauerstoffrei-
che Blut aus der Leberarterie (lat. Arteria hepatica propria) und das nahrstoffreiche Blut aus der Pfortader (lat.
Vena portae) transportiert.
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aus dem Einsatz von insektizidbehandelten Moskitonetzen (engl.: insectide-treated mosquito-
nets, ITNs bzw. long-lasting insecticidal nets, LLINs) sowie der chemischen Behandlung von
Hausinnenwanden zur Bekampfung der Miicken zusammen (engl.: indoor residual spraying,
IRS) [3]. So konnte in den letzten Jahren der Zugang zu ITNs fir Menschen in Risikogebieten
deutlich verbessert werden. Stand 2012 gewahrten 88 Lander weltweit, davon 39 afrikanische
Lander, kostenlosen Zugang zu ITNs, so dass 2013 42 % aller Haushalte stidlich der Sahara
Moskitonetze zur Verfugung standen. Die Funktionsweise der ITNs und LLINs basiert auf
dem Aufbau von physischen und chemischen Barrieren fiir die Anopheles-Micke. ITNs wer-
den dabei mit Insektizid getrankt. Dieser Vorgang muss mindestens einmal pro Jahr wieder-
holt werden. Im Unterschied dazu werden bei den LLINs die Insektizide an das Netzmaterial
gebunden bzw. in die Fasern integriert, so dass tber einen Mindestzeitraum von drei Jahren
ohne Nachbehandlung der Netze mit dem Insektizid Schutz garantiert werden soll. Als Netz-
material werden Polyester, Polyethylen oder Polypropylen eingesetzt [9]. Als Insektizide
empfiehlt die WHO verschiedene Derivate aus der Substanzklasse der Pyrethroide, welche
strukturell an die Wirkstoffe des natlrlichen Insektizids des Pyrethrum [10], die Pyrethrine,
angelehnt sind. In Abbildung 1.3. sind die gangigsten Vertreter Deltamethrin (1), a-
Cypermethrin (2) und Permethrin (3), welche teilweise mit Piperonylbutoxid (4) als Synergist

verwendet werden, dargestellt [9, 11-12].

BrY/,,VL Cl\///'VL

Br Cl ol ol
0”0 0”0 o
. o
oo oo OTUT
Deltamethrin a-Cypermethrin Permethrin
1 2 3
0\
o CCl;
Y Cl O
V\/OV\O/\/O o
2 X0 =
SNTTo Cl
Piperonylbutoxid Propoxur Dichlorodiphenyltrichlorethan
4 5 6

Abbildung 1.3. Von der WHO empfohlene Wirkstoffe fir ITN, LLIN und IRS [9, 11-12].

Allerdings sind in Westafrika bereits Resistenzféalle von Anopheles gambiae, einer der Haupt-
vektoren der Malaria, gegen Pyrethroid-Insektizide verzeichnet worden. Ursache hierfr ist

der Austausch einer Aminosaure in der axonalen Natrium-Kanal-Insektizid-Bindetasche der
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Micke. Aus diesem Grund befinden sich aktuell Kombinationen aus Pyrethroid- und Non-
Pyrethroid-Insektiziden wie zum Beispiel das Propoxur (5) als Netziiberzug fur LLINs in der
Entwicklung. Letzteres wurde von PENNETIER et al. [13] bereits gegen Pyrethroid-resistente
Moskitostimme von Aedes aegyptii, dem Vektor des Dengue-Fiebers, erfolgreich getestet.
Als weiteres Mittel zur Vektor-Kontrolle wird weiterhin indoor residual spraying (IRS) ein-
gesetzt, allerdings sind laut aktuellen Zahlen nur 135 Mio. (4 % der Menschen in Risikogebie-
ten) durch IRS geschutzt. Grund hierfir ist, dass in vielen Gebieten aufgrund von Resistenzen
die bisher eingesetzten Pyrethroid-Insektizide durch die teureren Non-Pyrethroid-Insektizide
substituiert wurden. Zusatzlich sind die finanziellen Mdglichkeiten zum Einsatz von IRS stark
eingeschrankt [3]. In Gebieten mit Pyrethroid-resistenten Anopheles-Stdammen, wie zum Bei-
spiel die Anopheles funestus in Sudafrika, wird oftmals noch Dichlorodiphenyltrichlorethan

(DDT, 6) eingesetzt, allerdings unter strenger Uberwachung der WHO [1].

1.2.2.2. Chemopréavention

Eine wichtige Malinahme zum Schutz von Hochrisikopatienten- besonders Schwangere und
Kleinkinder- ist die Chemopravention (engl.: intermittent preventive treatment, IPT). Als
wichtigstes Préparat wird hier eine Kombination aus Sulfadoxin (7) und Pyrimethamin (8)

eingesetzt [3].

~
é 0)
ery
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Sulfadoxin Pyrimethamin Amodiaquin
7 8 9
Abbildung 1.4. Strukturen der in der IPT eingesetzten Wirkstoffe.

Far Schwangere empfiehlt die WHO den Therapiebeginn ab dem 2. Trimester in einem Ab-
stand von mindestens einem Monat, um eine Monotherapie und damit die Mdoglichkeit zur
Resistenzbildung zu vermeiden, allerdings mindestens die Einnahme von drei Dosen wahrend
der Schwangerschaft [14]. Die Kombinationstherapie von Sulfadoxin/Pyrimethamin hat zwei
Vorteile: Zum einen verursachen die genannten Wirkstoffe nur geringe Nebenwirkungen und
zum anderen zeigten Studien, dass diese Therapieform die Zahl an plazentaren Malariaféllen
deutlich reduziert. Fir Kleinkinder wird eine Kombination aus Sulfadoxin/Pyrimethamin mit
DPT2, DPT3 und Masernimpfstoff eingesetzt. Saisonal kann auch eine Kombination aus
Amodiaquin (9) und Sulfadoxin/Pyrimethamin verabreicht werden [14].
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1.2.2.3.  Schnelltestsysteme

Wie bei allen anderen Krankheiten ist auch bei Malaria eine schnelle und korrekte Diagnose
entscheidend, um eine geeignete Pharmakotherapie einzuleiten und somit falsche oder gege-
benenfalls resistenzenférdernde Anwendungen zu verhindern [3]. Aus diesem Grund wurden
mehrere Schnelltestsysteme (engl.: rapid diagnostic test, RDT) etabliert, die sich in mikrosko-
pische und nichtmikroskopische Verfahren unterscheiden lassen [15]. Erstere umfasst Blut-
filmanalysen, die Fluoreszenzmikroskopie und die Detektion spezifischer Aminosauresequen-
zen mittels Polymerasekettenreaktion (engl.: Polymerase Chain Reaction, PCR). Diese Me-
thoden zeichnen sich durch eine hohe Spezifizitat und Sensibilitat aus, da alle Plasmodium
Spezies bereits bei Konzentrationen von 5-50 Parasiten/ul (je nach Methode) detektiert wer-
den konnen. Allerdings sind diese Verfahren teilweise sehr zeit- (bis zu 24 Stunden im Fall
der PCR) und aufgrund der benétigten Ausristung (Mikroskop, Fluoreszenzmikroskop, PCR-

Anlage etc.) kostenintensiv (vgl. Tabelle 2).

Tabelle 2. Vergleich mikroskopischer und nichtmikroskopischer Schnelltestsysteme nach MoobDY [15].

Parameter Mikroskopie  PCR Fluoreszenz Teststreifen
Sensibilitat (Parasiten/ul) 50 5 50 >100
Spezifitat Alle Spezies Alle Spezies  Nur P.falciparum gut  Testsystem
abhéngig
Zeit 30-60 min 24 h 30-60 min 20 min
Kenntnisstand Hoch Hoch Moderat Niedrig
Equipment Mikroskop PCR-Anlage  Fluoreszenzmikroskop — Test-Kit
Kosten/Test Niedrig Hoch Moderat bis niedrig Moderat

Daher werden von der WHO sogenannte nichtmikroskopische Schnelltests empfohlen, welche
schneller (Diagnosezeit: 20 Minuten), einfach in der Handhabung und somit insgesamt auch
glinstiger sind. Dabei handelt es sich um einen Teststreifensystem basierend auf dem Prinzip
der Immunochromatographie (vgl. Abbildung 1.5.). Als stationdre Phase dient eine Nitrozel-
lulosemembran auf der in bestimmten Bereichen Malaria-Antigen-spezifische Antikdrper
immobilisiert sind (vgl. Abbildung 1.5., Abschnitt A). Die mobile Phase besteht aus einem
Puffer, der Malaria-Antigen (vgl. Abbildung 1.5., in griin dargestellt) beinhaltenden Blutprobe
sowie einem panspezifischen Antikorper, welcher allerdings zusatzlich mit einem Liposom,
an das entweder Selenfarbstoff oder Goldpartikel gebunden sind (vgl. Abbildung 1.5., in vio-
lett dargestellt), komplexiert ist (vgl. Abbildung 1.5., Abschnitt B). Wahrend der Migration

der mobilen Phase tber den Nitrozellulosestreifen interagiert das immobilisierte Antigen mit
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dem erzeugten Malaria-Antigen-Antikorper-Komplex in der Blutprobe, wobei durch den Lip-
osom-Marker eine farbige Linie (Testlinie) erzeugt wird (vgl. Abbildung 1.5., Abschnitt C).
Je nach Spezifitat des immobilisierten Antikorpers bzw. welches Malaria-Antigen adressiert
wird, kann lediglich die Infektion mit Malaria nachgewiesen oder sogar zwischen einer Plas-
modium falciparum- und Nicht-falciparum-Malaria unterschieden werden. Zuséatzlich ist am
Ende des Streifens ein fur den unkomplexierten, markierten Antikorper spezifischer Antikor-
per (vgl. Abbildung 1.5., in orange dargestellt) oder ein spezifisches Antigen (meist ein Ziege-
Antimaus-Antigen) aufgetragen, dass als Migrationskontrolle eine Kontrolllinie erzeugt (vgl.
Abbildung 1.5., Abschnitt C).
Lysereagenz mit

markiertem Antikorper Testlinie (gebundener Antik6rper)
Kontrolllinie (Ziege-Antimaus-Antigen)

A)
Puffer/Laufmittel Blutprobe
B)
Testlinie (Protozoen-Antigen- Kontrolllinie (Antikérper-Ziege-
Antikorper-Komplex) Antimaus-Antigen-Komplex)
o)

Abbildung 1.5. Verlauf eines Malaria-Schnelltests (schematische Darstellung) nach MoopY [15].

Aktuell finden drei Malaria-Antigene als Zielstrukturen in immunochromatographischen
Schnelltests Anwendung: Histidin-Rich-Protein 2 (HRP-2), parasitenspezifische Lactatdehyd-
rogenase (pLDH) und Plasmodium Aldolase. Rock et al. [16] beschrieben wie Plasmodium
falciparum-infizierte rote Blutkorperchen (engl.: infected red blood cells, IRBC) drei Histi-
din-Rich-Proteine -HRP-1, HRP-2 und HRP-3- an ihrer Zelloberflache Gberexprimieren, wo-

8
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bei das HRP-2 am stéarksten ausgepragt ist. HRP-2 wird in den asexuellen Stadien (Schizon-
ten) sowie jungen Gametocytenstadien des Erregers produziert und tritt in allen P.falciparum-
Parasiten auf [16]. Damit war es das erste Antigen, das in Schnelltests eingesetzt wurde. Als
zweites detektierbares Antigen wird die parasitenspezifische Lactatdehydrogenase eingesetzt.
Dieses Enzym wurde im Glykolyse-Signalweg des Parasiten gefunden. Es wird sowohl in den
asexuellen als auch in den sexuellen Stadien der Protozoen produziert und spezifische Isome-
re der pLDH treten in allen Plasmodium-Spezies auf. Neben der pLDH wurden weitere Anti-
gene aus dem Glykolyse-Signalweg als Zielsysteme fiir RDTs vorgeschlagen. Diese basierten
auf den von MEIER et al. [17] durchgefuhrten Untersuchungen zum Energiestoffwechsel der
Schizonten in den Erythrozyten. Sie zeigten, dass diesen Entwicklungsstadien der Protozoen
ein funktionierender Citratzyklus fehlt und ihr Energiehaushalt stark vom Glykolysezyklus
abhangt. Aldolasen spielen dabei eine entscheidende Rolle. MEIER et al. konnten zudem an-
hand von Klonierungsexperimenten zeigen, dass diese Aldolasen spezifisch fur Nicht-
falciparum-Malaria sind und wurden daher fiir Schnelltests hinzugezogen. Die angewendeten
Malaria-Antigene lassen sich somit wie folgt ihrer Spezifitat zusammenfassen:

e Histidin-Rich-Protein 2: P.falciparum-Spezies
e Parasitenspezifische Lactatdehydrogenase. Isomere, alle Plasmodium-Spezies

e Aldolasen: Nicht-falciparum-Spezies.

Ein Beispiel fur einen immunochromatographischen Schnelltest, welcher zwischen
P.falciparum und Nicht-falciparum-Malaria differenziert, wird unter dem Handelsnamen Op-
tiMAL-IT (Tcs BIOSCIENCES, Botolph Claydon, Buckingham, England) vertrieben. Hier wird
eine Kombination aus zwei panspezifischen und einem P.falciparum spezifischen pLDH An-
tikorper eingesetzt. Einer der panspezifischen Antikorper, mit Goldpartikel konjugiert, wird
im Laufmittel zur Komplexierung der Malaria LDH verwendet. Der zweite panspezifische
sowie der P.falciparum spezifischen pLDH Antikorper sind getrennt voneinander immobili-
siert. Im Fall einer Malaria Tropica Infektion (durch P.falciparum) wirde der markierte Mala-
ria-Antigen-Antikorper-Komplex von beiden Testlinien gefangen werden (farblich durch vio-
lette Streifen dargestellt) bzw. von einer Testlinie im Fall einer Nicht-falciparum-Malaria. Die
fortscheitende Entwicklung der Schnelltestsysteme spiegelt sich auch in den Anwendungszah-
len wieder. So stieg die Zahl der Testungen von Malaria-Verdachtsféallen in Afrika von 37 %
im Jahr 2010 auf 61 % in 2012 bzw. von 44 % auf 64 % weltweit. Dies ist durch den ver-
mehrten Einsatz der beschriebenen immunochromatographischen Schnellteststreifen begriin-
det, die in 2012 40 % der Testungen in Afrika ausmachten. Ebenso stieg 2012 die Zahl der
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mikroskopischen Untersuchungen auf 188 Millionen weltweit. Diese Zahlen belegen ein-
drucksvoll, welchen entscheidenden Stellenwert die Diagnostik in der Behandlung von Mala-

ria einnimmt, um eine passende Pharmakotherapie einzuleiten.

1.2.3. Artemisinin-basierte Kombinationstherapie

In der heutigen Pharmakotherapie von Malaria steht prinzipiell eine groRe Bandbreite an
Wirkstoffen zur Verfiigung, die eine hohe strukturelle Variation und ein entsprechend weites
Wirkungsspektrum aufweisen [18]. Trotzdem wurden gegen alle aktuell eingesetzten Arz-
neistoffklassen Resistenzen dokumentiert, so dass nur die Artemisinin-basierte Kombinations-
therapie (ACT) als einzige effektive Behandlungsmethode von der WHO empfohlen wird [3,
19]. Im Folgenden sollen daher das Artemisinin (10) (vgl. Abbildung 1.6.) und deren Derivate
sowie die zur Kombination dargereichten Wirkstoffe vorgestellt werden.

1.2.3.1.  Artemisinin und Derivate

Bereits 1972 konnte aus dem einjahrigen BeifuRR (lat. Artemisia annua, Abbildung 1.6.) das
Sesquiterpenlacton Artemisinin extrahiert werden, welches sich durch eine charakteristische

Endperoxidstruktur auszeichnet [20].

OR
Artemisinin R = H: Dihydroartemisinin
R = CHj;: Arthemether

R = Succinat: Artesunat

R = C,Hjs: Artemotil

Abbildung 1.6. Links: Einjéhriger Beifull Artemisia annua. Rechts: Artemisinin und deren in der ACT einge-
setzten Derivate.

Es weist bei geringen Nebenwirkungen eine kurze Halbwertszeit von funf bis sieben Tagen
und somit eine gute Metabolisierung auf [21-25]. Nachfolgend konnten vier Derivate des Ar-
temisinin mit ebenfalls therapeutischer Wirkung entwickelt werden: Dihydroartemisinin (11,
ein aktiver Metabolit), Artemether (12), Artesunat (13) und Artemotil (14) (vgl. Abbildung
1.6.). Der Wirkmechanismus dieser Substanzen ist nicht vollstandig aufgeklart. Es konnte al-

lerdings bereits gezeigt werden, dass sie in der Nahrungsvakuole das Parasiten aufgrund ihrer
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Peroxidstruktur tber freie Radikale mit H&m interagieren und zusatzlich die Nukleinséuren-
und Proteinbiosynthese der Protozoen hemmen [26]. Artemisinin und deren Derivate wirken
sowohl in den asexuellen als auch sexuellen Stadien des Parasiten im Blut, so dass auch die
Transmission reduziert wird. Allerdings wurden auch fir diese wichtige Arzneistoffklasse Re-
sistenzen verzeichnet [27-28]. So berichteten JAMBOU et al. [29] bereits 2005 von Resistenzen
von P.falciparum-resistenten Stdmmen gegeniiber Artemether. Sie fuhrten dies auf eine
Punktmutation (S769N) der PTATPase-6 zuriick und postulierten diese als mogliche Zielstruk-
tur der Artemisinine [29]. Inzwischen gibt es weitere Berichte liber Resistenzen gegen Arte-
misinin z. B. aus Kambodscha, Myanmar, Thailand und Vietnam [3]. Eine Monotherapie for-
dert diese Entwicklung, da aufgrund der geringen Halbwertszeit im Korper entsprechend ho-
here Dosen (ber einen langeren Zeitraum (mindestens sieben Tage) eingenommen werden
missten [21]. Zusatzlich weist die Monotherapie mit Artemisinin aufgrund der schnellen Me-
tabolisierung sehr hohe Riickfallquoten auf [30]. Daher wird die Artemisinin-basierte Kombi-
nationstherapie angewendet, bei der das entsprechende Artemisininderivat mit einem zweiten
Wirkstoff mit langerer Wirkdauer und anderem Wirkmechanismus gegeben wird [31]. Dies
flihrt dazu, dass bei spontaner Resistenzbildung wahrend der Behandlung durch eine Mutation
des Parasiten der ,,Partnerwirkstoff diesen totet und so die Verbreitung einer Resistenz ver-
langsamt oder gar unterbindet und so die Nutzbarkeit der individuellen Wirkstoffe erhoht. Als
Resultat konnen die ACT-Kombinationen Uber einen kiirzeren Zeitraum als Artemisinin in der
Monotherapie gegeben werden [31-32]. Nur bei schweren Erkrankungen wird eine kurzzeitige
Monotherapie mit Artesunat, Artemether oder Artemisinin mit anschlieRendem Umstieg auf
eine ACT durchgefuhrt und andernfalls von der WHO strikt abgelehnt [3].

1.2.3.2.  Wirkstoffkombinationen in der ACT

Zur Therapie einer unkomplizierten durch P.falciparum verursachten Malaria empfiehlt die
WHO in ihrem aktuellen Bericht fiinf ACT-Kombinationen (vgl. Abbildung 1.7.) [3]:

e Artemether und Lumefantrin (15)

e Artesunat und Mefloquin (16)

e Artesunat und Amodiaquin (9)

e Artesunat und Sulfadoxin (7)/Pyrimethamin (8)

e Dihydroartemisinin und Piperaquin (17)

11



1. Einleitung

Bei Therapieversagen schlagt die WHO die Gabe einer Kombination von Artesunat oder Chi-
nin (18) in Kombination mit den Antibiotika Doxycyclin, Tetracyclin oder Clindamycin vor
[19].

K
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Abbildung 1.7. Kombinationspartner in der ACT.
1.2.3.3.  Arylaminoalkohole und 4-Aminochinoline

Mefloquin (16), Amodiaquin (9), Piperaquin (17) und im weiteren Sinne Lumefantrin (15)
zeigen strukturelle Verwandtschaft zu Chinin (18, vgl. Abbildung 1.7.), dem &ltesten Anti-
malaria-Wirkstoff. Dieses wurde bereits 1820 als Inhaltsstoff der Chinarinde identifiziert,
welche wiederum bereits seit dem 17. Jahrhundert Anwendung in der westlichen Medizin fin-

det [18, 33]. Heutzutage wird es immer noch in der Behandlung sensibler Erreger verwendet
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und legte den Grundstein fir die Entwicklung der genannten strukturverwandten Substanzen
sowie z. B. dem Halofantrin (19). Chinin zeigt eine hohe Aktivitat gegentiber den Erythrozy-
ten-Stadien der Protozoen [34]. Wahrend dieser Phase des Lebenszyklus des Parasiten nimmt
dieser das Zytosol der infizierten Zelle in seine Nahrungsvakuole auf. Dadurch steht dem Er-
reger mehr als 95 % des Hamoglobins zur Verfugung, welches durch Proteasen zu Globin,
das als Aminosaurequelle dient, und Ferriprotoporphyrin 1X (Hdm) zersetzt wird. Letzteres ist
allerdings toxisch fur den Erreger, da es die Bildung eines reaktiven Sauerstoffatoms indu-
ziert, welches wiederum Schéden an der Membran sowie der parasitiren DNA verursachen
kann [35]. Um der Toxizitat des Hams entgegenzuwirken, wird dieses unter den schwach sau-
ren Bedingungen der Nahrungsvakuole zu nicht-toxischem Hamozoin umgesetzt [36]. Das
verbliebene Ferriprotoporphyrin 1X passiert die Nahrungsvakuole und gelangt in das Zytosol
des Parasiten. Dort wird es entweder durch Interaktion mit Glutathion (GSH), Bindung an ein
weiteres Enzym wie die Glutathion-S-transferase oder die P.falciparum-Glutathionreduktase
[37] oder die Reaktion mit Wasserstoffperoxid, welches durch spontane Oxidation des Hams
entsteht, neutralisiert [38]. Die Aktivitat des Chinins gegenuber den Erythrozyten-Stadien der
Protozoen basiert darauf, dass der Abbau des Ferriprotoporphyrin IX zum Hamozoin durch

Komplexierung mit selbigem blockiert wird [39].

Die strukturelle Verwandtschaft impliziert, dass Mefloquin (16), Amodiaquin (9), Piperaquin
(17) und Lumefantrin (15) einem dhnlichen Wirkmechanismus unterliegen. Dies konnte fiir 4-
Aminochinoline wie Amodiaquin, Piperaquin und &hnlichen Substanzen (hier sei Chloroquin
(20) als wichtiger Wirkstoff gegen die von P.vivax verursachte Malaria tertiana genannt) be-
reits bestatigt werden. Weiterhin inhibieren sie den oxidativen und den Glutathion-abhéngigen
Abbau des Hams innerhalb des parasitaren Zytosols [40]. Studien zeigten, dass auch Aryla-
minoalkohole wie Mefloguin und Lumefantrin die Anreicherung von H&mozoin inhibieren,
allerdings ist im Vergleich zu Chloroquin die Interaktion zum Ferriprotoporphyrin 1X deutlich
schwacher [41-43]. Daher wurden weitere mogliche Wirkmechanismen postuliert. So zeigten
CHEvLI et al. [44] 1982, dass Mefloquin gut an Phospolipide bindet. Malariaparasiten sind
mit Phosphatidylinositol angereichert, so dass eine Interaktion zwischen diesem und Meflo-
quin denkbar ist. Als weiteren Interaktionspunkt beschrieben FAMIN et al. [45] sowie MULLIE
et al. [46] die in vitro Aktivitdt Mefloquins gegen die GSH-vermittelte Ferriprotoporphyrin
IX- Zersetzung. Allerdings konnten diese Ergebnisse in einem Membran-Testsystem (da
Membranen ein potentielles Ziel des H&ms darstellen) nicht bestétigt werden [46]. MAERTINS
et al. [47] beschrieben den Einfluss von Mefloquin auf volumenabhdngige Anionenkandle,

welche zum einen wichtige Substrate in die Zelle und zum anderen toxische Substanzen aus
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der Zelle transportieren. 2004 zeigten HoppPE et al. [48], dass Mefloquin die Endozytose im
P.falciparum D10-Stamm inhibiert.

Wie eingangs erwahnt, sind gegen alle in eingesetzten Wirkstoffe Resistenzen dokumentiert
worden. Fir die Klasse der Arylaminoalkohole wurden die ersten Félle 1910 mit Chinin bzw.
fiir 1982 in Thailand mit Mefloquin als weiteren wichtigen Vertreter beobachtet [49]. Daher
wurde von einer Monotherapie abgesehen und nur noch Kombinationstherapien mit Ar-
tesunat, Artemether oder Artemisinin eingesetzt. Besonders die Anwendung mit Artesunat
oder Artemisinin wird als effektivste Methode gegen P.falciparum-Malaria in Gebieten mit
ansteigender Mefloquinresistenz angesehen [50-51]. Der Resistenzmechanismus gegen A-
rylaminoalkohole ist nicht vollstandig geklart. ROHRBACH et al. [52] postulierten, dass eine
Mutation des Plasmodium falciparum Multidrug Resistence Gens (Pfmdrl) eine Veranderung
des P-Glycoprotein-Homologs 1 (Pgh-1), einem Transmembranprotein, zur Folge hat, auf-
grund dessen die entsprechenden Antimalaria-Wirkstoffe aus der Nahrungsvakuole transpor-
tiert werden. Im Fall des Chinins kann neben dem Pgh-1 eine Mutation des Plasmodium falci-
parum Chloroquine Resistance Transporter (PfCRT) oder eine Kombination zu Resistenzen
fihren [53-54]. Der PfCRT [55] ist hauptverantwortlich fiir die Resistenzen gegenuber 4-
Aminochinolinen und flihrt ebenso zu einem Transport der Substanzen aus der Nahrungsva-
kuole. Interessanterweise gibt es Substanzen, die in der Lage sind, die Wirkstoffaktivitét wie-
der zu erhohen, indem sie mit den entsprechenden Efflux-Pumpen interagieren. Als Beispiel
sei hier Verapamil, ein Calcium-Kanal-Blocker, genannt, welches bereits 1987 als erster An-
timalaria-Reversionswirkstoff dokumentiert wurde [56].

1.2.3.4. Antifolate

Anders als der menschlichen Korper sind Malariaparasiten in der Lage, de novo Uber einen
Folat-Biosyntheseweg Tetrahydrofolat zu synthetisieren [57]. Zudem zeigten FERRONE et al.
[58], dass dieses eine wichtige Rolle fur den Lebenszyklus des Parasiten spielt. So stellt es
einen essentiellen Cofaktor im Kohlenstoff-Transfer in der Purine-, Pyrimidin- und Amino-
saurebiosynthese dar. Zusatzlich fihrt ein niedriger Tetrahydrofolatspiegel zu einer verringer-
ten, wéhrend der Folat-Biosynthese auftretenden Umwandlung von Serin zu Glycin, einer ver-
ringerten Methioninsynthese und einem niedrigen Thymidylatspiegel, welcher wiederum die
DNA-Replikation stark einschrankt [59]. Die Biosynthese des Tetrahydrofolat ist nicht voll-
standig aufgeklart, es konnte allerdings gezeigt werden, dass die Dihydrofolatereduktase
(DHFR) und Dihydropteroatsynthetase (DHPS) eine entscheidende Rolle spielen. DORMAGK
[60] dokumentierte bereits 1932 die antibakterielle Aktivitat des Sulfonamids Sulfona-
14
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midochrysoidin (21, vgl. Abbildung 1.8.), welches kompetitiv zum nattrlichen Substrat 4-
Aminobenzoesdure die DHPS inhibiert. Die Antimalaria-Aktivitat wurde 1937 in einem ers-
ten Versuch dokumentiert [61].
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Sulfadoxin Pyrimethamin Sulfonamidochrysoidin
7 8 21

Abbildung 1.8. In der Malariatherapie eingesetzte DHPS- und DHFR-Inhibitoren.

Ausgehend davon konnte Sulfadoxin als Wirkstoff in der Malariatherapie etabliert werden.
Die Kombination mit einem DHFR-Inhibitor wie Pyrimethamin, welches bereits seit Anfang
der 1950er Jahre als Monotherapie gegen Malaria eingesetzt wurde [62], erhohte die Aktivitat
gegeniiber den Schizonten-Stadien des Parasiten deutlich [63], so dass diese Kombination
lange in der Pharmakotherapie verwendetwurde. Inzwischen wurden allerdings Mutationen
der DHPS und DHFR und daraus resultierend Resistenzen gegenuber diesen Wirkstoffe do-
kumentiert [64-65]. Daher werden Sulfadoxin und Pyrimethamin hauptsachlich nur noch in

der Kombinationstherapie mit Artesunat eingesetzt.

1.2.4. Weitere Wirkstoffe in der Therapie

Neben den im Rahmen der ACT vorgestellten Wirkstoffen finden weitere Substanzen starke
Anwendung in der Malariatherapie z. B. bei der Prophylaxe oder der Behandlung der von
Plasmodium vivax verursachten Malaria tertiana. Diese sollen im Folgenden kurz vorgestellt

werden.

1.2.4.1. Malariaprophylaxe: Proguanil und Atovaquon.

Proguanil (22) stellt einen weiteren wichtigen Vertreter der DHFR-Inhibitoren dar. Es fun-
giert dabei als Prodrug des aktiveren Metaboliten Cycloguanil (23), welches via hepatischer
Metabolisierung durch Cytochrom P450 3A und 2C Unterfamilien aus Proguanil hervorgeht
[66].

15



1. Einleitung

NH,
e o
H H H S
N_ _N__N N__N S;
ORI e
- NH NH - NH, H,N

Proguanil Cycloguanil Dapson
22 23 24

Abbildung 1.9. Strukturen weiterer DHFR- und DHPS-Inhibitoren.

Allerdings zeigte Proguanil auch in vitro Aktivitat gegenuber Cycloguanil-resistenten Parasi-
ten [67], so dass FIDOCK et al. [68] vermuteten, dass dieses neben seiner DHFR-Inhibition ei-
nen weiteren unabh&ngigen Wirkmechanismus aufweist, auf den im weiteren Verlauf noch
eingegangen werden soll. Proguanil wird in Kombination mit dem DHPS-Inhibitor Dapson
(24) eingesetzt [69]. Ein weiteres Anwendungsgebiet ist die Malariaprophylaxe in Kombina-
tion mit Atovaquon (25) [70], welche neben Mefloquin, Chloroquin (beide in L&ndern ohne
dokumentierte Resistenzen) und Doxycyclin von der Deutschen Gesellschaft fiir Tropenmedi-
zin und Internationale Gesundheit als Mittel der Wahl empfohlen wird. [71]. Atovaquon ist
ebenso in der Monotherapie effektiv, allerdings sind die Rickfallquoten derart hoch, dass es
nur noch in der Kombination eingesetzt wird [72-73].
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Abbildung 1.10. Atovaquon als Wirkstoff in der Atemkette und der natiirliche Ligand Ubichinon.

Es gehdrt zur Substanzklasse der Hydroxyl-1,4-napthochinone und ist ein Analogon des im
Parasiten vorkommenden Ubichinon (26). Dieses dient der Elektroneniibertragung von De-
hydrogenasen zu Cytochromen [74]. Dabei bindet Ubichinon an den Cytochrom bc;-Komplex
I11. Atovaquon konkurriert in diesem Schritt mit Ubichinon, so dass in der Folge zum einen
die Membran der Mitochondrien zusammenbricht und zum anderen die mit dem mitochondri-
alen Elektronentransportsystem zusammenh&ngenden Enzyme inhibiert werden [75-76]. Ei-
nes dieser Enzyme ist die Dihydroorotatdehydrogenase (DHOD), die durch die fehlende
Elektronenlbertragung ebenfalls gghemmt wird. In der Konsequenz ist der Parasit nicht in der
Lage, die Biosynthese von Pyrimidinen, welche in die DNA-Synthese bendétigt werden, auf-
recht zu halten und stirbt [77]. SRIVASTAVA et al. postulierten zudem einen zweiten Wirkme-
chanismus des Atovaquons: Dabei agiert es neben der Inhibition des Elektronentransports als
16
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Protonophor wodurch der Cytochrom bc;-Komplex destabilisiert wird [78]. Ebenso konnten
sie fur Proguanil einen Zusammenbruch der mitochondrialen Membran beobachten, ohne dass
der Elektronentransport beeinflusst wird. Daraus folgerten sie, dass sich der synergistische
Effekt des Proguanils aus der Destabilisierung der Mitochondrienmemban und der Inhibition
der Dihydrofolatereduktase zusammensetzt. Dies kénnte die von FIDOCK et al. oben bereits

beschriebene intrinsische Aktivitat des Proguanils wiederspiegeln [78].

1.2.4.2. Behandlung schwerer P.vivax und P.ovale-Malaria: Primaquin und

Tafenoquin

Die meisten Malariafélle lassen sich auf Infektionen mit P.falciparum und P.vivax zuriickfih-
ren. Letztere wird hauptsachlich Gber die Gabe von 8-Aminochinolinen wie dem Primaquin
(27) behandelt [79].
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Abbildung 1.11. Primaquin (27), Tafenoquin (28) und Bulaquin (29) als Wirkstoffe in der Therapie von P.vivax.

Dieses wird bereits seit den 1950er Jahren in die Behandlung von Malaria tertiana in ange-
wendet. Primaquin greift die Hypnozoiten- und Leberschizontenstadien an, die wéhrend des
Zyklus in der Leber persistieren konnen. Der genaue Wirkmechanismus ist nicht bekannt, es
wird allerdings vermutet, dass es durch die Erzeugung freier Sauerstoffradikale sowie der In-
hibierung des Elektronentransports die Zellatmung des Parasiten stort [79]. Primaquin ist
zwar sehr effektiv gegen P.vivax und P.ovale, weist allerdings einige Nebenwirkungen wie
z. B. die H&molyse der Glucose-6-phosphatdehydrogenase (G6PD) auf, weshalb der G6PD-
Spiegel wahrend der Therapie Gberwacht werden sollte [80]. Eine Behandlung von Schwan-
geren mit Primaquin ist kontraindiziert [81]. Primaquin wird nicht der Monotherapie einge-
setzt sondern aufgrund des synergistischen Effekts hauptsachlich in Kombination mit Chloro-

quin [82]. Alternativ ist in Chloroquin-resistenten Gebieten die Kombination mit Varianten
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der ACT [83] oder die ,,direkte” Kombination mit Artemisininderivaten [84] denkbar und
wurde in mehreren Studien bereits erfolgreich untersucht. Aufgrund der Vielzahl an Neben-
wirkungen gibt es starke Interessen, Primaquin in der Therapie von Malaria tertiana zu sub-
stituieren. Als vielversprechendster Kandidat hat sich Tafenoquin (28) herauskristallisiert. Es
zeichnet sich durch eine im Vergleich zu Primaquin langere Halbwertszeit aus, so dass bei
einem kurzeren Einnahmezeitraum eine vergleichbare Effektivitat gegenuber P.vivax erreicht
werden kann [85]. Tafenoquin befindet sich aktuell in Phase 1I/111 der Klinischen Testung, in
der besonders die unbedenklichen Dosierungen in Bezug auf die Hamolyse von G6PD unter-
sucht werden [86]. Als letztes sei noch kurz das Bulaquin erwahnt, welches als Prodrug von

Primaquin bereits in Indien eingesetzt wird [87].

1.2.5. Impfung gegen Malaria

Auf Initiative von GlaxoSmithKline und der PATH Malaria Vaccine Initiative (MVI) hin be-
findet sich seit mehreren Jahren ein Impfstoff gegen Malaria in der Entwicklung. Die neueste
Generation des RTS,S/AS01 befindet sich in Phase Il der klinischen Testung [3]. Dabei han-
delt es sich um ein Fusionsprotein, das sich aus dem Carboxylterminus des Circumsporozoit-
Proteins (ein Sporozoit-Oberflachen-Antigen von P.falciparum) und dem Aminoterminus des
Hepatitis B Virus S Oberflachen-Antigens zusammensetzt. Dieses wird mit dem ASO1 Ad-
juvant System, einer Suspension aus Liposomen und den Immunostimulatien 3°-O-Desacyl-
4‘-monophosphoryllipid-A (MPL) und Quillaja saponaria 21 (QS21), kombiniert [88]. Die
Verabreichung induziert eine Immunantwort durch Antikorperbildung und T-Zellen-
Aktivierung. Konnten in Phase Il der klinischen Testung noch beachtliche Erfolge verzeichnet
werden [3, 89-90], so wurde in den letzten vier Jahren der klinischen Testung ein Rickgang
der Impfstoffeffizienz von 16.8 % auf 0 % beobachtet [91-92]. Diese Zahlen verdeutlichen,
dass zum einen die Entwicklung einer zweiten Generation an Impfstoffen dringend notwendig
ist und zum anderen die Behandlung der Erkrankung und in diesem Zusammenhang die Ent-

wicklung neuer Wirkstoffe unabhéngig davon unerlésslich bleiben wird.

1.2.6. Wirkstoffe in der Pipeline

Aufgrund der dokumentierten Resistenzen - besonders gegenlber den in der ACT eingesetz-
ten Verbindungen [27-28] - wird die Entwicklung neuer Wirkstoffe von akademischer, politi-

scher und wirtschaftlicher Seite stark vorangetrieben, so dass in den letzten Jahren eine Viel-
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zahl an neuen Substanzen die klinischen Phasen der Testung erreicht haben [93], ausgewéhlte

Beispiele dieser Verbindungen sollen nachfolgend vorgestellt werden.

1.2.6.1. Weiterentwicklungen bekannter Wirkstoffe

Ein wesentlicher Ansatz ist die Weiterentwicklung der in der Kombinationstherapie einge-
setzten Wirkstoffe. Aufgrund der Resistenzen von P.falciparum und P.vivax gegeniber 4-
Aminochinolinen wurde auf diese Substanzklasse ein Schwerpunkt gelegt. Hier konnte mit
dem anfangs vorgestellten Piperaquin bereits ein Erfolg verzeichnet werden. Es wurde im Juli
2009 der Européischen Arzneimittelagentur (engl.: European Medicines Agency, EMA) vor-
gelegt und gehort bereits seit 2011 in Kombination mit Dihydroartemisinin zum Portfolio der
ACT [3, 94]. Mit Pyronaridin (30), das trotz seiner Azachridin-Struktur im weitesten Sinne
ebenfalls zur Klasse der 4-Aminochinoline gezahlt werden kann, hat eine weitere Substanz
2012 positive Ruckmeldung von der EMA flr den einmaligen Einsatz im Therapieverlauf er-
halten und wird bereits seit 2011 in Sudkorea und Vietnam in Kombination mit Artesunat
eingesetzt [94]. Die dokumentierten Resistenzen gegeniiber Pyrimethamin [64-65] flhrten zu
Bestrebungen, diesen Wirkstoff aufgrund seines breiten Einsatzspektrums weiterzuentwi-
ckeln.

Die Verfuigbarkeit von Kristallstrukturen der DHFR als Target* des Pyrimethamin und Kennt-
nisse Uber das Mutationsmuster resistenter Parasiten ermdglichten einen in silico Designpro-
zess [95]. Als Resultat konnte das Diaminopyridin P218 (31) als DHFR-Inhibitor mit nano-
molarer Aktivitat gegenlber P.falciparum entwickelt werden [96]. Resistenzen gegenuber Ar-
temisinin fihrten zu Weiterentwicklungen auf dessen Wirkprinzip - den Ozoniden [97]. Die
neueste Generation dieser Substanzklasse, OZ439, befindet sich in Phase Il der klinischen
Testung. Die hohe Aktivitat des 0Z439 (32) [98-99] lasst sich anhand der Bildung aktiver
Kohlenstoffradikalspezies, welche durch Reduktion der Peroxidbindung mittels Eisen oder
H&m gebildet werden, erkléren, die das Ham sowie Parasiten alkylieren und so zu dessen Tod
fuhren [100].

*Der Begriff Target bezeichnet im Weiteren das von einem Inhibitor zu adressierende Enzym.
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Abbildung 1.12. Beispiele fur Weiterentwicklungen bekannter Wirkstoffe.

Als letztes Beispiel sei das ELQ-300 (33) genannt, welches sich aktuell in der praklinischen
Phase befindet. ELQ-300 gehort zur Substanzklasse der 4-Pyridon-3-diarylether und ist eine
Weiterentwicklung des Endochins (34), dessen Antimalariaaktividt bereits seit den 1940er
Jahren bekannt ist [101]. Besonders die Verbesserung der pharmakokinetischen Eigenschaften
stand im Optimierungsprozess im Vordergrund. 4-Pyridon-3-diarylether inhibieren wie Ato-
vaquon den Cytochrom bc;-Komplex 111 [102].

1.2.6.2. Wirkstoffe mit neuem Wirkmechanismus

Neben der Weiterentwicklung bekannter Wirkstoffe steht die Suche nach Substanzen mit neu-
en Wirkmechanismen mittels Hochdurchsatzscreenings (engl.: High-Throughput-Screening,
HTS) im Vordergrund. Hierzu konnten verschiedene Assayssyteme (vgl. Abbildung 1.13),
welche verschiedene Stadien des Erregers adressieren, etabliert werden [103-111]. Ein
Schwerpunkt dabei lag besonders auf den Blutstadien der Erreger. So wurden Vorldufer des
sich aktuell in Phase Il befindlichen Spiroindolon KAEG09 (35) als neue Substanzklasse mit
neuem Wirkmechanismus gefunden [112]. Es inhibiert die plasmodiale ATPase 4 (PfATP-4),
einem duBeren Membrantransporter, welcher fur die Aufrechthaltung eines gleichbleibenden
Natrium-Spiegels zustandig ist [113]. Inhibition dieses Enzyms fiihrt zu einer erhohten intra-
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zelluldren Natriumkonzentration, welches aufgrund von Osmose zu einem Anschwellen des
Parasiten und letztendlich dessen Tod fuhrt [114-116].

Invivo validation (P. falciparum) HTS (P. cynomolgi)
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Abbildung 1.13. In der Entwicklung neuer Malariawirkstoffe zur Verfligung stehende Assaysysteme und daraus
hervorgegangene Substanzen in der Klinischen Testung nach FLANNERY et al. [93].

Gamo et al. fiihrten 2010 bei GlaxoSmithKline (GSK, Tres Cantos, Spain) ein Hochdurch-
satzscreening durch, bei dem ausgehend von zwei Millionen Verbindungen 13533 als potenti-
elle Leitstrukturen fir die Entwicklung neuer Malariawirkstoffe identifiziert wurden Diese
Substanzen wurden der Offentlichkeit als Tres Cantos Antimalarial Compound Set (TCAMS)
zur Verfligung gestellt [109]. GSK nutzte diesen Datensatz weitergehend, um neue Substanz-
klassen zu identifizieren. Nach Clustering der Leitstrukturen und weiterer Auswahl nach Ei-
genschaften wie Bioverfugbarkeit und Aktivitdt gegenuber den Parasiten konnten 47 chemi-
sche Grundgeruste gefunden werden. Finf dieser Substanzen wurden von GSK zur Untersu-
chung von Struktur-Aktivitats-Beziehungen (engl.: Structure-Activity-Relationships, SAR)

ausgewahlt, die restlichen Verbindungen 6ffentlich zuganglich gemacht [117]. Auf zwei die-
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ser ausgewdhlten Substanzklassen, vertreten durch TCMDC-139046 (36) [118] und
GSK1057714 (37) [119] soll nachfolgend kurz eingegangen werden. TCMDC-139046 (und
Derivate) zeichnet sich durch einen Indolin-Grundkorper aus und ist ein bekannter Inhibitor
des humanen Serotonin-Rezeptor (5-Hydroxyltryptamin 2C). Aufgrund dieses Nebeneffekts
wurden ausgehend von SAR-Studien weitere Derivate entwickelt, die sich durch eine hohere
Aktivitat und Selektivitat gegentiber P.falciparum bei verringerter Aktivitit gegenuber dem
humanen Serotonin-Rezeptor auszeichnen. Allerdings gilt es die in vivo Wirksamkeit weiter
zu verbessern [118]. GSK1057714 gehort zur Klasse der Cyclopropylcarboxamide und zeich-
net sich durch sowohl in vitro als auch in vivo Aktivitat gegeniber P.falciparum aus, aller-
dings entwickelten die Pararisten in vitro schnell Resistenzen, so dass hier weitere Optimie-
rungsschritte notwendig sind [120]. Ausgehend von den ersten Hochdurchsatzscreenings ge-
genuber den Blutstadien der Malaria wurden weitere fokussierte Screenings durchgefihrt, die
ihren Schwerpunkt auf bestimmte Substanzbibliotheken oder Parasitenlinien legten. So wurde
in einem Proliferationsassay der Parasitenblutstadien [121] gegeniiber einer kommerziell ver-
fugbaren Bibliothek von Kinaseinhibitoren [122] die Klasse der 3,5-Diaryl-2-aminopyridine
als potentielle Antimalariawirkstoffe identifiziert. Ein Vertreter dieser Substanzklasse,
MMV390048 (38), wurde trotz der unverdffentlichten Zielstruktur zur Klinischen Testung zu-
gelassen. Grunde hierfur sind die hohe antiparasitire Aktivitat (ICso = 25 nM), eine kurze
Halbwertszeit von 7-8 Stunden und eine gute orale Bioverfligbarkeit [123].

Neben den Blutstadien spielt die Identifikation von Substanzen, die gegentiber den Lebersta-
dien des Parasiten aktiv sind, eine wichtige Rolle, da hier im Fall einer Infektion mit P.vivax
oder P.ovale die Erreger als Hypnozoiten persistieren kénnen. Allerdings gestaltet sich die
Entwicklung eines Hypnozoitenassays als schwierig, da P.vivax-Erreger nicht langfristig in
Zellkulturen gelagert werden konnen [93]. Kirzlich wurde ein in vitro-Assay entwickelt, bei
dem P.cynomogli-Sporozoiten priméren Hepatozyten von Affen ausgesetzt werden [104]. Da-
bei bildeten sich zum einen grof3e, schnell wachsende Sporozoiten und zum anderen kleinere,
langsamere Parasitenformen (die vermuteten Hypnozoiten) aus. Dieses System erlaubt die
Unterscheidung von Substanzen, die generell die Proliferation der Leberstadien der Parasiten
inhibieren oder potentiell Hypnozoitenaktivitat zeigen. Allerdings konnte noch nicht validiert
werden, ob es sich bei den kleineren Parasitenformen wirklich um Hypnozoiten handelt. Die
meisten Screeningexperimente zu den Leberstadien des Parasiten basieren auf in vitro Studien
anhand von mit P.yoelii infizierten Mdusehepatozyten. So untersuchten MEISTER et al. [124]
die Effizienz von Wirkstoffen mit bekannter Aktivitat in den Blutstadien der Parasiten gegen-

Uber den Leberstadien. Dabei konnte GNF179, eine Substanz aus der Klasse der Imidazo-
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lopiperazine, identifiziert werden. Anhand von Genomscanning und in vitro Evolution wurde
die PfCarl (engl.: Cyclic Amine Resistance Protein) als mogliche Zielstruktur postuliert, auch
wenn bisher die genaue Funktion der PfCarl nicht genauer bekannt ist. Ausgehend von
GNF179 konnte durch Leitstrukturoptimierung GNF156 (39, vgl. Abbildung 1.13) entwickelt
werden, welches sich in Phase Il der klinischen Testung befindet [125-126]. Dieses weist ne-
ben der Inhibition der PfCarl prophylaktische Eigenschaften auf und zeigt Aktivitat gegentiber
Gametocyten. Die Etablierung von Transmissionsassays gestaltet sich bisher ebenfalls
schwierig, so dass bisher keine neuen Substanzen aus diesen hervorgegangen sind. Ausgehend
von einem Hochdurchsatzscreening konnte 2005 [127] an der Dihydroorotatdehydrogenase
(DHOD) und anschlielenden strukturellen Variationen der DHOD das Triazolopyrimidin
DSM265 (40) entwickelt werden [128-129]. Dabei zeigte DSM265 Aktivitat gegentiber Chlo-
roquin-, Atovaquon- und Pyrimethamin-resistente P.falciparum und ist der erste DHOD-
Inhibitor in klinischer Testung [130].

s

DSM265
40

Abbildung 1.14. Struktur des DHOD-Inhibitors DSM265 (40).

Einen umfassenden Uberblick iiber weitere potentielle Malariawirkstoffe in der Entwicklung

geben FLANNERY et al. [93], BARNETT et al. [131] und TEIXEIRA et al. [132].
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In den folgenden Abschnitten soll ein Uberblick tber vorhergehende Arbeiten zu diesem Pro-
jekt gegeben werden, welche die Grundlagen darstellten, auf denen die entstandene Disserta-
tion aufbaut. Zundchst wird dabei auf die Wahl der plasmodialen Glykogen-Synthase-Kinase
als Target ausgehend vom plasmodialen Genom eingegangen (siehe 2.2 und 2.3.) Anschlie-
Rend sollen die dreidimensionale Struktur des Enzyms (siehe 2.4.), die Ergebnisse eines
Hochdurchsatzscreenings, weiterfuhrende Synthesen einer Hitstruktur (siehe 2.4.) und die
damit verbundenen computergestiitzten Untersuchungen zum Bindungsmodus und zur Selek-
tivitat zusammengefasst werden (siehe 2.6.), aus denen sich die in der Arbeit bearbeiteten

Fragestellungen ergaben.

2.1. Proteinkinasen

FISCHER et al. hielten bereits 1959 fest, dass fiir die meisten zellularen Prozesse wie z. B.
Zellwachstum, Differenzierung, Proliferation, Migration und Apoptose der Phosphorylie-
rungsgrad der beteiligten Enzyme mafRgebend ist [133-134]. COHEN schétzte den VVorgang der
reversiblen Phosphorylierung als essentiell fiir die ,,Regulation praktisch aller Aspekte im Le-
ben einer Zelle* ein [135]. Man bezeichnet die Enzyme, die diese Reaktion katalysieren, als
Proteinkinasen. Die Phosphorylierung kann an den Hydroxylfunktionen der Seitenketten der
Aminosauren Serin, Threonin oder Tyrosin erfolgen. Entsprechend des adressierten Substrats
werden Kinasen in zwei groRe Gruppen eingeteilt: Serin/Threonin-Kinasen und Tyrosin-
Kinasen [136]. Aufgrund dieses starken Einflusses von Proteinkinasen auf alle zellularen Pro-
zesse, spielen sie eine grofle Rolle als Targets in der Wirkstoffforschung [137].

2.1.1. Der Aufbau von Proteinkinasen

Proteinkinasen weisen im Bereich ihrer katalytischen Doméne eine gemeinsame Tertidrstruk-
tur auf. Sie setzt sich aus einem "oberen™ Teil, dem sogenannten N-terminalen Bereich (oder
auch N-terminale Domane), welcher mit Ausnahme der a-Helix C (vgl. Abbildung 2.1., griin)
hauptséchlich aus g-Faltblattstrukturen besteht (vgl. Abbildung 2.1., cyan), und dem "unteren"
C-terminalen Bereich (C-terminale Doméne) zusammen, in der a-Helices (vgl. Abbildung
2.1., rot) vorherrschen. Diese beiden Bereiche sind Uber eine kurze Aminosauresequenz, die
Hinge Region (engl.: Scharnier, vgl. Abbildung 2.1., blau), verbunden und gegeneinander
beweglich. Zwischen den beiden Unterdoménen befindet sich die ATP-Bindetasche. ATP (o-
der in Abbildung 2.1., AMPPNP) bindet mit dem Puringerist des Adenosins zur Hinge Regi-
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on. Die Phosphatreste zeigen in Richtung des Activation Loops (vgl. Abbildung 2.1., magen-
ta). Dieser zeichnet sich durch eine hohe Flexibilitat aus, wodurch er sich bei einigen Kinasen
vor die Bindetasche setzen kann und so selbige fir ATP unzugénglich macht, was zu einer

Inaktivierung des Enzyms flihrt.

N-Terminale Domiine

Abbildung 2.1. Die Tertiérstruktur von Proteinkinasen am Beispiel der humanen Glykogen Synthase Kinase-34
(HsGSK-3p) (PDB-Eintrag: 1J1B). Das Enzym ist entsprechend der Sekundérstrukturelemente eingefarbt (cyan;
S-Faltblatt; rot: a-Helix). Des Weiteren hervorgehoben sind die Hinge Region (blau), die a-Helix C (grin), der
Activation Loop (magenta), der Glycin-Rich-Loop (gelb) und der native Ligand AMPPNP (orange).

Der Activation Loop wird durch ein charakteristisches End- und Startmotiv definiert: Er be-
ginnt mit dem DFG-Motiv (benannt aus dem Ein-Buchstabencode der beteiligten Aminoséu-
ren Asparagin, Phenylalanin und Glycin), welches eine entscheidende Rolle im Phosphorylie-
rungsprozess spielt (vgl. 2.2) und daher hochkonserviert in eukaryotischen Proteinkinasen
(ePK) vorliegt. Der Endpunkt wird meist (ber das APE-Motiv definiert (Alanin, Prolin und
Glutaminséure). Ragt der Activation-Loop nun wie in Abbildung 2.1. nach aufRen, zeigt das
DFG-Motiv in die Bindetasche und das fur den Phosphorylierungsmechanismus notwendige
Aspartat steht zur Verfiigung. Man bezeichnet diese Anordnung als DFG-in. Nimmt der Acti-
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vation Loop nun einen inaktiven Zustand ein und legt sich vor die Bindetasche, zeigt das As-
partat hingegen in der Regel nach aulRen und das benachbarte Phenylalanin besetzt einen Teil
der Bindetasche. Diesen Zustand wird analog als DFG-out bezeichnet. Allerdings wurden
auch inaktive Strukturen mit DFG-in oder Zwischenformen (DFG-out-like) dokumentiert
[138]. Ebenso gibt es fiir den Activation-Loop Ubergangsformen, die maRgeblich vom Phos-
phorylierungsgrad der entsprechenden Aminosauren abhéngen (vgl. hierzu 2.3.1.) [139]. Ab-
schlielend sei auf einen neben den Domanen und dem beschriebenen Activation-Loop ebenso
flexiblen Bereich eingegangen -den Glycin-Rich-Loop (vgl. Abbildung 2.1. gelb). Die Flexi-
bilitat ist dabei durch einen hohen Anteil an Glycin in diesem Bereich begriindet Dieser kann
sich nach ,,unten vor das ATP legen und so entweder die Affinitit des Proteins zum Nukleo-

tid oder einem kompetitiven Inhibitor verstéarken.

2.1.2. Mechanismus der Phosphattibertragung

In Abbildung 2.2. ist anhand des Enzyms PKA schematisch der Ablauf der von Kinasen kata-

lysierten Phosphorylierungsreaktion dargestellt.

Glu91 Glu91

o)
HN MU o~ asptes HN O Asp166
¢ ¢ 6 9 o °. o
@donosin-O-P-0-F-0-0 | @ongsipy0-1-0-b-0
o o0 0 . o 9 0:°
ST Orsubstran S P
7 ! ~ O
Mg?" Mg?* ° -
HN HN
-4 {lo
Asn171 Asn171

Abbildung 2.2. Mechanismus der Phosphorylierung nach ADAMS [140] am Beispiel der PKA.

Dabei wird zunéchst in der ATP-Bindetasche (vgl. Abschnitt 2.1.1.) selbiges tber zwei Mag-
nesium-lonen, die ihrerseits wiederum Uber das Asp184 bzw. das Asnl171 koordiniert werden,
und das Lys72, das durch die Seitenkette des Glu9laus der a-Helix C fixiert ist, fur die an-
schliefende Reaktion in Position gebracht [140]. Die Hydroxylfunktion des entsprechenden
Substrats (Serin, Threonin oder Tyrosin) greift nun nukleophil das y-Phosphat des ATP an.
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Das in diesem Bereich hochkonservierte Asp166 stabilisiert den Ubergangszustand der Reak-
tion und bindet das Proton des Substrats [141-142].

2.2. Das humane und das plasmodiale Kinom

Eine wichtige Strategie in der Entwicklung neuer Malariawirkstoffe ist die Identifikation neu-
er Targetstrukturen zur Bekampfung von P. falciparum [8]. Neben den bereits aus Ganzzell-
screenings (z. B. die genannte PfATPase-4) oder durch Untersuchungen zum Wirkmechanis-
mus bekannter Malariawirkstoffe charakterisierte Strukturen (z. B. die DHOD) bietet das
2002 von GARDNER et al. [143] aufgeklarte plasmodiale Genom einen weiteren Ansatzpunkt.
Im Zuge dessen konnten 5300 Gene identifiziert werden, welche in einer Datenbank 6ffent-
lich zugéanglich gemacht wurden [144]. Ausgehend davon wurde 2004 die Gesamtheit der
Gene, die plasmodiale Proteinkinasen kodieren -analog zum Genom als das plasmodiale Ki-
nom bezeichnet- publiziert [145]. Es zeigte sich, dass das plasmodiale Kinom im Vergleich
zum humanen deutlich Kkleiner ist, allerdings gibt es zur genauen Anzahl an plasmodialen Pro-
teinkinasen unterschiedliche Angaben [145-146]. Im nédchsten Schritt wurden die plasmodia-
len Kinasen auf Homologie zu humanen Strukturen untersucht, um so mdgliche Funktionen
der identifizierten Enzyme einschatzen zu kénnen, anschlieBend ihre Bedeutung als potentiel-
le Targets zur Bekdmpfung von P.falciparum einzuordnen und letztendlich anhand dessen be-
reits gewonnene Erkenntnisse aus der Wirkstoffforschung homologer Strukturen auf die des
Parasiten zu Ubertragen [8]. So benennen ANAMIKA et al. [146] 99 fir Proteinkinasen kodie-
rende Sequenzen, die sie als homolog zu eukaryotischen Proteinkinasen (ePK), der groRten
Familie der humanen Proteinkinasen, einschéatzen. Zum Vergleich: MANNING et al. [147] ka-
talogisierten 2002 518 humane Proteinkinasen, 478 entfallen dabei auf eukaryotischen Pro-
teinkinasen, 40 auf atypische Proteinkinasen (aPK). Erstere teilten sie zusétzlich in mehrere
Gruppen ein: AGC (PKA, PKG, PKC), CAMK (Calcium/Calmodulin-abhéngige Kinasen),
CK1 (Casein Kinase-1), CMGC (CDK, MAPK, GSK und CDK (Cyclin-abhangige Kinase)-
ahnliche), TK (Tyrosinkinasen). TKL (Tyrosinkinasen-ahnliche), STE (Homologe der Sterile
7-, 11- und 20-Kinasen), RGC (Rezeptor-Guanylat-Kinasen) und ,,andere* (Kinasen, die in
keine der vorangegangenen Gruppen einzuteilen sind). Diese Gruppen kdnnen wiederum in

Familien und Unterfamilien unterteilt werden (vgl. Abbildung 2.3.).
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Abbildung 2.3. Phylogenetischer Baum der eukaryotischen Proteinkinasen nach MANNING [147]. Die im Text
beschriebenen Hauptgruppen sind farblich abgesetzt, die verbliebenen, unter ,,andere” fallenden Kinasen sind
nahe der Mitte in grau dargestellt. Je &hnlicher sich Enzyme innerhalb ihrer Klassifizierung sind, desto naher
liegen sie in der Darstellung beieinander.

WARD et al. ordneten 65 plasmodiale Kinasen den genannten ePK-Familien zu, konnten al-
lerdings fir die STE und TK-Familien keine plasmodialen Homologen finden. Zusatzlich
identifizierten sie eine neue Unterfamilie, die entsprechend dem konservierten Phe-lle-Lys-
Lys-Motiv als FIKK bezeichnet wurde [145]. Dieser Klasse umfasst 20 Enzyme, die spezi-
fisch fur Apicomplexa sind. Uberdies gibt es auch plasmodiale Kinasen, die keiner Gruppe
der ePK zugeordnet werden kénnen (sogenannte Orphan Kinases) [148-149]. Zu den beiden
letztgenannten Klassen gibt es keine humanen Homologen, so dass diese besonders interes-
sant als Zielstrukturen in der Malariatherapie sind, da hier weniger Probleme bezlglich der
Selektivitat der entwickelten Wirkstoffe zu erwarten sind. Hier sei auf Arbeiten von MERCKX
et al. [150] sowie BRYAN et al. [151] verwiesen, die sich mit der Entwicklung von Inhibitoren

der PfPK7, einer Orphan Kinase, deren Inaktivierung die asexuelle Vermehrung des Parasiten
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beeintrachtigt. Sie entwickelten basierend auf Kristallstrukturen ATP-kompetitive Inhibitoren
und konnten nach Optimierung mit dem Derivat 41 einen ICsy von 0.13 M erreichen (vgl.
Abbildung 2.4.).
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Abbildung 2.4. Von BRYAN optimierter PfPK7-Inhibitor 41.

Des Weiteren wurden auch plasmodiale Kinasen untersucht, fir die homologe Enzyme im
Menschen existieren, so zum Beispiel die plasmodiale Glykogen Synthase Kinase-3 (PfGSK-
3) aus der Gruppe CMGC, welche im Folgenden im Vergleich zur humanen GSK-3 (HsGSK-
3) vorgestellt werden soll.

2.3.  Homologie der HsGSK-3und PfGSK-3

DROUCHEAU et al. beschrieben 2004 die Klonierung und Expression der PfGSK-3 [152]. Sie
legten dabei die Homologie zur humanen GSK-3 zum einen Uber Vergleich der Sequenzen als
auch Antikdrperreaktion dar. Zusatzlich wiesen sie das Enzym in von P.falciparum infizierten
Erythrozyten nach. In der Folge wurden verschiedene Funktionen postuliert. Diese sollen in
Bezug auf die physiologische Relevanz der Glykogen Synthase Kinase-3 fur den Menschen
und den daraus gewonnenen Kenntnissen vorgestellt werden, um das plasmodiale Enzym als

potentielles Target in der Malariatherapie zu bewerten.

2.3.1. Physiologische Bedeutung der HsGSK-3

Die humane Glykogen Synthase Kinase-3 wird der Gruppe CMGC der eukaryotischen Pro-
teinkinasen zugeordnet. Sie ist als Serin/Threonin-Kinase nah verwandt mit den Cyclin-
abhéngigen Proteinkinasen (CDK), den Mitogen-aktivierten Proteinkinasen (MAPK) und den
CDK-é&hnlichen Kinasen (CLK) (vgl. Abbildung 2.5.). In S&ugetierzellen kann die GSK-3 in
zwei Isoformen vorliegen, der GSK-3a oder der GSK-34, welche in ihrer katalytischen Do-
méne praktisch identisch sind (98 % Identitat) und ubiquitér exprimiert werden [153]. Diese
hohe Ahnlichkeit filhrt dazu, dass eine genaue Unterscheidung der Isoformen der GSK-3 be-

zuglich ihrer Funktion bisher nicht méglich ist [154].
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Abbildung 2.5. Ausschnitt der CMGC-Gruppe des phylogenetischen Baums der eukaryotischen Proteinkinasen.
Die GSKa und GSK sind entsprechend blau markiert.

Im Grundzustand ist die Glykogen Synthase Kinase-3 aktiv, d. h. sie muss nicht erst durch ein
weiteres Enzym aktiviert werden. Allerdings kann eine etwa 5-fach verstarkte Aktivitat durch
Phosphorylierung des Tyr216 (im Fall der GSKp) bzw. des Tyr279 (im Fall der GSKa) im
Activation Loop hervorgerufen werden [155]. Die GSK-3 reguliert als Teil der Insulin-
Signalkaskade den Glukosespiegel, in dem sie die Glykogen Synthase phosphoryliert, welche
dadurch inaktiviert wird [156]. Dabei besitzt die GSK-3 eine besondere Substratspezifitat, da
sie bevorzugt Substrate (z. B. die Glykogen Synthase) phosphoryliert, die in C-terminaler
Richtung im Abstand von vier Aminosauren bereits ein phosphoryliertes Serin oder Threonin
vorweisen. Man bezeichnet diese vorhergehende Phosphorylierung als Primed Phosphorylati-
on [155]. Bei der Glykogen Synthase erfolgt sie durch die Proteinkinase CK2. Das nun ge-
bundene Phosphat interagiert mit der Oxyanion-Bindetasche, welche in der GSK-34 durch die
Arg96 und Argl80 sowie das Lys205 definiert ist, und macht die Glykogen Synthase somit
fur eine weitere Phosphorylierung und letztendlich die Inaktivierung zugéanglich [157]. In der
Folge wird weniger Glukose zu Glykogen umgesetzt und der Glukosespiegel steigt. Bindet

nun Insulin an seinen membranstandigen Rezeptor, l6st dies eine Enzymkaskade aus, an deren

® Bildquelle: Haplogen-Genomics.com, abgerufen am 03.12.14
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Ende die Proteinkinase B aktiviert wird. Diese phosphoryliert wiederum die GSK-spezifisch
am Ser9 (GSK-3p) bzw. Ser21 (GSK-3«) in der N-terminalen Doméne, wodurch es zu einem
Autoinhibierungsmechanismus kommt, bei dem das entstandene Phosphoserin als Pseudosub-
strat gebunden und die oben beschriebene Oxyanion-Bindetasche fiir neue Substrate blockiert
wird [154]. Letztendlich fuhrt dies zu einer erhdhten Aktivitat der Glykogen Synthase und der
Glukosespiegel sinkt wieder. Neben der Insulinkaskade beeinflusst die HsSGSK-3 weitere Sig-
naltransduktionswege wie die Brain-derived Neurotrophic Factor (BDNF)-, Hedgehog- und
Whnt/p-Catenin-Signalkaskade [158]. In letzterer liegt sie in einem Multiproteinkomplex mit
Axin, APC-Protein (Adenomatous-polyposis-coli-Protein) und -Catenin vor. g-Catenin wird
durch die Glykogen Synthase Kinase-3 in seiner N-terminalen Domane phosphoryliert
wodurch der Abbau des Proteins initiiert wird. Binden nun Wnt-Proteine an ihren membran-
stdndigen Rezeptor, wird der Multiproteinkomplex gelést und die Phosphorylierung des f-
Catenin wird unterbunden. In der Folge steigt der Anteil an nicht-phosphoryliertem g-Catenin
in Zellplasma und Zellkern, wo es durch Interaktion mit verschiedenen Transkriptionsfaktoren
an der Expression bestimmter Gene beteiligt ist, die mit embryonalen Entwicklungsprozessen
sowie der Regeneration adulten Gewebes verknupft sind [159]. Neben den Proteinen aus den
beschriebenen Signalkaskaden gehdren das Tau-Protein sowie diverse Transkriptionsfaktoren

zu den Substraten der humanen Glykogen Synthase Kinase-3 [154, 158].

2.3.1.1. Inhibitoren der HsGSK-3

Die verschiedenen Einflussbereiche der HsGSK-34 machen diese zu einem interessanten Tar-
get in der Erforschung und Therapie verschiedener Erkrankungen wie Diabetes mellitus Typ
I, Alzheimer Demenz oder Parkinson [157]. Besonders in der Behandlung neurodegenerati-
ver Erkrankungen scheint die HsSGSK-34 eine interessante Zielstruktur zu sein, da ein hyper-
phosphoryliertes Tau-Protein zu den charakteristischen pathophysiologischen Merkmalen im
Zusammenhang mit Alzheimer Demenz gehort [160]. Zusétzlich werden Inhibitoren der
HsGSK-34 aufgrund der inzwischen gewonnenen Erkenntnisse tber die Einflussgebiete der
humanen Glykogen Synthase Kinase-3 im menschlichen Organismus als potentielle Thera-
peutika in der Behandlung verschiedener Krebserkrankungen, Osteoporose und Herzhyper-
trophie diskutiert [161]. Die meisten Inhibitoren der GSK-3 in der aktuellen Wirkstofffor-
schung agieren dabei ATP-kompetitiv, d. h. sie treten analog zu selbigen in Interaktion mit
der Hinge Region und verdrdngen dabei das ATP. Im Folgenden soll eine Auswahl an Sub-
stanzen vorgestellt werden, die zu einem spéteren Zeitpunkt auch an der PfGSK-3 getestet
wurden [152]. Einen Uberblick ber GSK-3 Inhibitoren in der aktuellen Forschung geben
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ELDAR-FINKELMAN et al. [162]. Bereits 1977 wurde Staurosporin (42) als erstes Alkaloid mit
der charakteristischen Bis-Indolstruktur aus dem Bakterium Streptomyces staurosporeus iso-
liert. Es hemmt die GSK-34 mit einem ICso-Wert von 15 nM, allerdings ist die Inhibition sehr
unspezifisch. So werden z. B. die Enzyme PKA, PKB und PKG im nanomolaren Bereich in-
hibiert. Flavopiridol (43), Indirubin-3‘-monoxim (44) und Hymenialdisin (45) weisen eben-
falls eine hohe Aktivitat gegentiber der GSK-34 auf (ICso von 0.45 uM bis 10 nM), hemmen
allerdings auch die CDK sowie die CK1 im nanomolaren Bereich [163-164].

e

Staurosporin Flavopiridol Indirubin-3'-monoxim
42 43 44
7 H
HN N o R
1
| Yy Br
HN
\ /
° DR
HN
H,oN R,
Hymenialdisin R;=H R,=H: Paullon (46)
45 R;=Br R,=H: Kenpaullon (47)

R,=Br R,=H,N (CH,),0: Gwennpaullon (48)
R, =NO, R,=H: Alsterpaullon (49)

Abbildung 2.6. Strukturen ausgewahlter HsSGSK-34 Inhibitoren, die an der PfGSK-3 getestet wurden (vgl. auch
Tabelle 3.)

Die Substanzklasse der Paullone (Beispiele 46-49) wurde urspriinglich als CDK1/Cyclin B
Inhibitoren entwickelt, zeigte allerdings auch Aktivitat gegeniiber der GSK-34. Mit der Wei-
terentwicklung Azakenpaullon (50) konnte die Selektivitat zugunsten der GSK-34 gegenuber
der CDK1/Cyclin B verbessert werden (ICso (GSK-34) =0.018 nM; 1Csy (CDK1/Cyclin
B) =<2 uM). AbschlieRend sei hier noch die Substanzklasse der Thiadiazolidinone (gezeigt
am Beispiel des aktivsten Vertreters TZDZ-8 (51) (ICso = 2 uM)) erwéhnt. Hierbei handelt es
sich um einen von MARTINEZ et al. entwickelten nicht-ATP-kompetitiven Inhibitor, der selek-
tiv die HsGSK-34 hemmt. Allerdings gibt es von dieser Arbeitsgruppe inzwischen Hypothe-
sen, dass die TZDZ doch innerhalb der ATP-Bindetasche liegen.
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Azakenpaullon TZDZ-8
50 51

Abbildung 2.7. Struktur des Azakenpaullon (50) und des Thiadiazolidinon TZDZ-8 (51).
2.3.2. Physiologische Bedeutung der PfGSK-3

Der starke Einfluss der HSGSK-3 auf verschiedene Prozesse im menschlichen Korper l&sst
Vermutungen fir eine dhnlich gewichtige Rolle im Parasiten zu. So ist eine zum humanen
Enzym analoge Beteiligung am Glukosestoffwechsel oder im Zellzyklus denkbar. Ebenso
wird ein Einfluss auf die Zelldifferenzierung wéhrend des Ringstadiums zu Schizonten in den
Erythrozyten diskutiert. In diesen Zusammenhang féllt die von DROUCHEAU et al. aufgestellte
Hypothese, dass die PFGSK-3 an der Regulation des zirkadianen Rhythmus beteiligt ist. Diese
Annahme wird zum einen dadurch gestiitzt, dass in allen Plasmodium-Spezies die meisten
Vorgange, wie die Ubergange zwischen verschiedenen Stadien oder das Auflosen der Eryth-
rozyten und anschliefendem Neubefall, einem starken Synchronismus unterliegen (zumeist
Vielfache von 24 Stunden, vgl. dazu Abschnitt 1.2.1) [152]. Zum anderen berichteten YOUNG
et al. von einem homologen Enzym der GSK-3 in Drosophila (Fruchtfliege), dass eben diese
regulierende Funktion des zirkadianen Rhythmus einnimmt [165]. Es phosphoryliert das Pro-
tein TIMELESS, das in der Folge ein Heterodimer mit einem weiteren Enzym namens PERI-
OD bildet, welches letztendlich als Regulator der zirkadianen Uhr wirkt.

Die Phosphorylierung begiinstigt dabei die Wanderung in den Zellkern. PERIOD wird vor-
hergehend mittels Phosphorylierung durch das DOUBLE-TIME-Enzym, einem Homolog der
Casein Kinase-1le (CK-1¢), im Zytoplasma angereichert. Interessanterweise wurde mit der
PfCK-1 ebenfalls eine zur DOUBLE-TIME homologe Kinase im plasmodialen Kinom gefun-
den [166]. Die Anwesenheit von zwei Homologen zu den am zirkadianen Rhythmus der Dro-
sophila beteiligten Enzymen in P.falciparum ist ein weiteres Indiz dafir, dass die PIGSK-3
eine ahnliche Funktion einnimmt. Im Weiteren wurden bekannte HsSGSK-34 Inhibitoren auf
ihre Aktivitdt gegenuber der plasmodialen GSK-3 getestet, um gegebenenfalls Kenntnisse
uber die Wirkungsweise dieser Strukturen am humanen Enzym auf das plasmodiale Homolog
Ubertragen zu kdnnen und in diesem Zusammenhang eine erste Vorstellung bezlglich der Se-

lektivitat gegenliber Eukaryonten zu erhalten (vgl. Abbildung 2.6. und Tabelle 3) [152].
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Tabelle 3. Biologische Aktivitat ausgewahlter GSK-34 Inhibitoren an der PfGSK-3. Die Aktivitat der Substan-
zen an der GSK-34 wurde am Enzym der Ratte vermessen. Die Ahnlichkeit zwischen HsGSK-34 und rat-GSK-
3p betragt 98.8 %.

Verbindung PfGSK-3 ICs [uM]  rat-GSK-38 ICsy [uM]
Staurosporin (42) 0.01 0.015

Flavopiridol (43) 2.3 0.45
Indirubin-3’-monoxim (44)  0.065 0.022

Hymenialdisin (45) 0.023 0.01

Paullon (46) 18.0 0.62

Kenpaullon (47) 8.0 0.023

Gwennpaullon (48) 1.5 0.04

Alsterpaullon (49) 0.32 0.004

Es zeigte sich allerdings, dass alle getesteten Inhibitoren an der GSK-34 aktiver waren als an
der PIGSK-3, im Fall der Paullone (46-49) sogar 100 bis 300 Mal aktiver. Indirubin-3°-
monoxin (44) und Hymenialdisin (45) hemmten dabei die Proliferation von P.falciparum in-
vitro. Diese Ergebnisse verdeutlichen das Potential der PfGSK-3 als Target in der Entwick-

lung neuer Malariawirkstoffe [152].

2.4. Thieno[2,3-b]pyridine als Inhibitoren der PfGSK-3

Die in Abschnitt 2.3.2 vorgestellten Erkenntnisse initiierten ein Hochdurchsatzscreening, wel-
ches in den Laboratorien von L.MELER in Roscoff durchgefuhrt wurde. Der Datensatz bein-
haltete 10480 Substanzen, zur Halfte aus bekannten Kinase-Inhibitoren bestehend. Es konnten
18 aktive Substanzen gefunden werden (0.17 % Erfolgsquote), von denen flnf einen Thien-
0[2,3-b]pyridin-Grundkdrper aufwiesen. Im néchsten Schritt wurden 427 Derivate mit diesem
Strukturelement in einem fokussierten Screening untersucht. Dabei konnte die Verbindung
(52) mit einer biologischen Aktivitat von 0.43 uM an der PIGSK-3 identifiziert werden, wel-
che zugleich noch Selektivitat gegentiber der HsGSK-3 zeigte [167].

Abbildung 2.8. Struktur der Thieno[2,3-b]pyridin-Hitstruktur 52.
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Ausgehend von dieser Substanz konnte FUGEL® in ihrer Dissertation eine Vielzahl neuer Deri-
vate synthetisieren [168]. Diese lassen sich anhand ihres Substitutionsmusters in drei Klassen
unterteilen: Klasse 1a, 1b und 2. (vgl. Abbildung 2.9). Die Klasse 1 im allgemeinen weist eine
6-Amino-5-cyano-Substitution auf und unterscheidet sich nur im Substitutionsmuster der Po-
sition 2, an der im Fall der Klasse 1a eine Nitril-Funktionalitat vorliegt und im Fall der Klasse
1b der Grundkorper Uber eine Ketofunktion zumeist direkt mit einem weiteren aromatischen
Substituenten (R2) verbunden ist. Bei dem Rest R; handelt es sich in der Regel ebenso um
aromatischen Substituenten. Die Klasse 2 hingegen ist zwischen Positionen 5 und 6 um einen
geséttigten Ring erweitert (Cyclopentan bis Cycloheptan; X = CH; bis C3Hg). Die Position 2
kann nun entweder analog zur Klasse 1a mit einem Nitril oder entsprechend der Klasse 1b mit

einem Aroyl-Substituenten versehen sein.

’d ' '’
| Y, CN | /) X | Y/ R
Ncw N 0O N
R1 NH2 R1 NH2 R1 NH2
Klasse 1a Klasse 1b Klasse 2

Abbildung 2.9. Klasseneinteilung der von FUGEL synthetisierten Thieno[2,3-b]pyridine.

Die generierte Substanzbibliothek und die in deren Zusammenhang experimentell bestimmten
biologischen Daten stellte die Grundlage fur die in dieser Arbeit beschriebenen Ergebnisse

von KRUGGEL und die hier angefertigte Arbeit dar [169].

2.5. Die Struktur der PfGSK-3

Anhand von ermittelten biologischen Aktivitaten der von FUGEL synthetisierten Verbindun-
gen konnten erste Erkenntnisse zu Struktur-Aktivitats-Beziehungen gewonnen werden, wel-
che im Abschnitt 2.6 genauer diskutiert werden sollen. Um diese besser verstehen und fur ei-
nen strukturbasierten Ansatz nutzen zu kdnnen, ist eine dreidimensionale Struktur der PfGSK-
3 unabdingbar. Allerdings steht aufgrund von schlechten Kristallisationseigenschaften der
PfGSK-3 bisher keine Kristallstruktur zur Verfiigung, so dass die Berechnung und Untersu-
chung von Homologiemodellen ein zentraler Punkt der Arbeiten von KRUGGEL darstellte
[167]. Ein wichtiger Arbeitsschritt beinhaltete dabei die Auswahl der Kristallstrukturen der
HsGSK-3 fir die Generierung der Modelle. DROUCHEAU et al. klarten im Rahmen der Ex-
pression der PfGSK-3 anhand eines Sequenzvergleichs auf, dass das plasmodiale Enzym der
humanen p-1soform naher ist als der HSGSK-3a [152]. Die Sequenzidentitiat der PfGSK-3

®Wiebke Fugel, geb. Brandt.
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liegt bei 44.3 %, bei einer Ahnlichkeit von 61.4 %. KRUGGEL et al. wahlten zehn publizierte
Kristallstrukturen aus und ergdnzten den Datensatz um eine zum Zeitpunkt der Anfertigung
noch nicht verdffentlichte Struktur, die einen Klasse 1a Thieno[2,3-b]pyridin-Liganden bein-
haltete (PDB-Eintrag: 3ZDI, Ligand UGJ (53), vgl. Abbildung 2.10.), um den konformativen

Raum und in diesem Zusammenhang die Flexibilitat des Proteins widerspiegeln zu kénnen.

Cl NH,
NC
X
| N—cN
~
HoN”ON™ S
UGJ
53

Abbildung 2.10. Struktur des in der HsGSK-3/ gebundenen Thieno[2,3-b]pyridin UGJ (53).

Das Bindungsverhalten dieser Struktur soll im Abschnitt 2.6. noch genauer besprochen wer-
den. Die Vorlagen umfassten allerdings nicht den gesamten Sequenzbereich, so dass die Mo-
delle nur fiir den Bereich Ser58 bis Phe413 des plasmodialen Enzyms (356 Aminosduren, ent-
spricht dem Bereich Ser35 bis Ala388 der HsGSK-3/) generiert wurden. Hier lag die Identitét
bei 53.1 % bei einer Ahnlichkeit von 69.7 %. Erwahnt sei hier noch der Bereich der ATP-
Bindetasche. Hier liegt die Sequenzidentitat bei 82.9 %. Ausgehend von den 11 Vorlagen
wurden je 400 Modelle generiert, wobei die Halfte die Ligandinformationen beinhaltete und
die andere Halfte entsprechend nicht. Die 4400 Homologiemodelle wurden anschlieRend be-
wertet, wobei hier auf die Dissertation von KRUGGEL verwiesen sei [169]. Letztendlich konn-
ten so basierend auf den Vorlagen elf Homologiemodelle herausgearbeitet werden. VVon be-
sonderer Wichtigkeit fur die nachfolgenden Studien waren dabei die Modelle pfgsk_1j1b und
pfgsk_3ZDI basierend auf dem PDB-Eintrag 1J1B (Ligand: ANPPNP) und 3ZDI (Ligand:
UGJ (53), im Laufe der Arbeit auch als KuBral39 bezeichnet) (vgl. Abbildung 2.10.). Nach-
folgend sollen die von KRUGGEL durchgefuhrten Untersuchungen zum Bindeverhalten der
von FUGEL synthetisierten Verbindungen zusammengefasst werden, an deren Ende ein Bin-
dungsmodus fir die Thieno[2,3-b]pyridine in der plasmodialen Glykogen Synthase Kinase-3
postuliert werden konnte, der einen Zusammenhang zwischen Struktur-Aktivitats-
Beziehungen und Selektivitét herstellt [169].
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Abbildung 2.11. Alignment der von KRUGGEL berechneten Homologiemodelle pfgsk_1j1b (links, pflaumenblau)
und pfgsk_3ZDI (rechts, pink) der PfGSK zu den zugrunde liegenden PDB-Eintragen 1J1B (links, blau) und
3ZDI (rechts, dunkelblau).

2.6. Bindungsmodus und Selektivitat

KRUGGEL verglich die erhaltenen Homologiemodelle mit den humanen Kristallstrukturen an-
hand der Berechnung molekularer Interaktionsfelder [169]. Dabei wird die Bindetasche ent-
lang eines Gitters mit verschiedenen Sonden, die unterschiedliche Eigenschaften wie z. B.
hydrophobe Interaktionen oder Wasserstoffbriickenakzeptoren repréasentieren, gescannt. An-
hand dieser Scans ergeben sich letztendlich Felder mit diesen Eigenschaften, an denen die
entsprechenden Sonden positive Wechselwirkungen gefunden haben, welche anschlieRend
weitergehend hinsichtlich der Unterschied zwischen Homologiemodell und Vorlage analysiert
wurden. Dabei fiel besonders ein Halogenfeld (genauer ein Feld flr organisch gebundenes
lod) am Boden Bindetasche im Zentrum eines Dreiecks zwischen Thr163/Thrl138,
Leu213/Leul88 und Cys224/Cys199 auf, welches nur in der PfGSK-3 genug Platz hat und
theoretisch entsprechend adressiert werden kann [169].
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v i

Cys224/

Leu213/ Cys199
Leul88

Thr163/
Thr138

Abbildung 2.12. Molekulares Interaktionsfeld der im Text beschriebenen lod-Sonde (Halogen-Sonde) nach
KRUGGEL. Die humane Struktur ist in griin eingefarbt, das plasmodiale Homologiemodell magenta.

Das im Rahmen der Arbeiten von FUGEL synthetisierte Thieno[2,3-b]pyridin UGJ (53) zeigte
die hochste Inhibition gegen die Sus scrofa GSK-3 (SsGSK-3; Sus scrofa: Wildschwein),
welche aufgrund der hohen Ahnlichkeit (99 %, unterscheidet sich in 6 von 420 Aminoséuren)
zur HsGSK-3 in den biologischen Testungen als Vergleichsenzym zur PfGSK-3 eingesetzt
wurde. In Kombination mit einem Axin-Peptid konnte diese Substanz als Komplex mit der
HsGSK.3p kristallisiert werden und so eine Vorstellung des Bindeverhaltens im plasmodialen

Enzym dieser Substanzklasse vermitteln.

A —~——
= L
-~ 9 LEU 132

ASP 133

TYR 134

VAL 135

Abbildung 2.13. Bindungsmodus von UGJ (53) in HsGSK-34. Gezeigt sind der Ligand (griin), die benachbarten
Wasser /(rote Kugeln), sowie die mit dem Liganden interagierenden Aminosauren im Bindetaschenbereich.

Es zeigte sich, dass UGJ (53) einen fur einen Typ I-Inhibitoren typischen Bindungsmodus in
der ATP-Bindetasche einnimmt (vgl. Abbildung 2.13.). Der Ligand wird dabei tiber mehrere

Wasserstoffbriickenbindungen fixiert. Die 6-Aminofunktionalitat interagiert mit dem Back-
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bone Carbonyl-Sauerstoffatom des Val135. Uber ein verbriickendes Wassermolekiil, dass
zwischen dem Amid-Stickstoffatom des Val135, dem Backbone Carbonyl-Sauerstoffatom des
Aspl33 sowie dem Pyridin-Stickstoffatom des UGJ (53) eingebunden ist, wird ein weiterer
Kontakt zur Hinge Region hergestellt. Die 3-Amino-2-cyano-Substitution am Thiophen kann
wiederum Uber zwei Wasserstoffbriickenbindungen zum konservierten Lys85 bzw. dem
Asp200 des DFG-Motivs mit dem Protein interagieren. Der Chlor-Substituent zeigt in Rich-
tung der N-Terminalen Doméne (,,Dach® der Bindetasche). Nachfolgend sollen kurz die in der
Arbeit von FUGEL beobachteten Struktur-Aktivitats-Beziehungen vorgestellt werden, welche
fiir die nachfolgenden Studien von KRUGGEL und diese Arbeit relevant waren. Ein Fokus lag
dabei auf der Selektivitat der Hitstruktur 52, so dass hier viele synthetische Variationen vor-
genommen wurden. Dabei konnte gezeigt werden, dass alle aktiven Substanzen der Klasse 1b
auch selektiv waren, wobei diese Eigenschaften durch das Substitutionsmuster sowie die Sub-
stituenten definiert ist. Als bisher selektivste Varianten haben sich eine meta-Chlor- bzw. me-

ta-Nitril-Substitution erwiesen.

- 6-Methyl-5-Amid-Substitution aktiv, aber nicht selektiv - meta-Substitution bevorzugt :
- Klasse 2 mit 2-Aroyl-Substitution weniger aktiv - Elektronenziehende Substituenten toleriert

- Klasse 2 mit 2-Cyano-Substitution aktiv/nicht selektiv - gglrgktfvrl‘g tCh'OF'SUbS“t”“O" erzeugen hochste

- 2-Cyano- oder Amid-Substitution
aktiv/nicht selektiv

- Aromat essentiell - 2-Aroylsubstitution erzeugt Selektvitat

- Ortho-Substitution bevorzugt gegenliber HsGSK-3

- Aktivitat nimmt mit GréRe der Halogen ab (Cl > Br >I)
allerdings Fluor inaktiv

- GroRere Reste (Methoxy, Ethoxy) mindern Aktivitat

Abbildung 2.14. Bekannte Struktur-Aktivitdts-Beziehungen der Thieno[2,3-b]pyridine.

Ersetzt man synthetisch die 2-Aroyl-Substitution der Klasse 1b durch die Nitril-Funktionalitat
der Klasse 1a, so geht die Selektivitat, allerdings nicht die Aktivitat verloren. Hier scheint die
Grole des Aryl-Substituenten der limitierende Faktor zu sein, da mit absteigender GroRe z. B.
der Halogene (mit Ausnahme des Fluors) die Aktivitdt zunimmt. Diese Beobachtung scheint
auf hydrophobe Wechselwirkungen zuriickfiihrbar zu sein. Allerdings gibt es auch inaktive

Klasse 1b-Verbindungen, die keine Aryl-Substituenten aufweisen. Zusatzlich zeigte eine
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Klasse la-Verbindung ohne Aryl-Substitution Aktivitdt. FUGEL und KRUGGEL vermuteten,
dass die 2-Cyanosubstitution dhnlich dem Liganden UGJ (53) eine entscheidende Rolle bei
der Interaktion mit dem Protein spielt und der fehlende Substituent am Arylrest weniger ins
Gewicht fallt. Die erhaltenen Struktur-Aktivitats-Beziehungen sind in Abbildung 2.14. zu-
sammengefasst. Unter Berlicksichtigung der bisher erhaltenen Ergebnisse konnte von KRUG-
GEL durch eine Vielzahl an Docking- und 3D-QSAR-Experimenten an den generierten Homo-
logiemodellen der PIGSK-3 ein Bindungsmodus fir die Thieno[2,3-b]pyridine erarbeitet wer-
den, der eine Erklarungsmdglichkeit flr die Selektivitat bietet. Der postulierte Bindungsmo-
dus, in Analogie zur Nomenklatur von KRUGGEL als Modus A bezeichnet, ist in Abbildung

2.15. anhand von KuBra216 (68) gezeigt, welches das bis dato selektivste Derivat darstellt.

Abbildung 2.15. Dockingldsung des KuBra216 (68) in (A) HsGSK-34 (PDB-Eintrag: 1J1B) und (B) PfGSK-3
(Homologiemodell pfgsk_1j1b).

Die gezeigte Pose wurde mit dem Dockingprogramm FLEXX-Modul in LEADIT generiert.
KuBra216 (68) bindet in &hnlicher Art und Weise wie das in Abbildung 2.15. gezeigte UGJ
(53). So findet man sowohl im humanen als auch plasmodialen Enzym die Interaktion der 6-
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Aminofunktion zum 1le160/Val135. In Analogie fungiert das konservierte Lys108/Lys85 als
Wasserstoffbriickendonor zum Carbonyl-Sauerstoffatom des Liganden. Aufgrund der im Ver-
gleich zum Nitril der Klasse 1a sterisch anspruchsvolleren 2-Aroyl-Substitution ergeben sich
allerdings Unterschiede im Bindeverhalten. So ist der Thieno[2,3-b]pyridin-Grundkdrper um
etwa 30° im Uhrzeigersinn gedreht. Daraus resultiert ein veréndertes Wasserstoffbriicken-
netzwerk. In der Folge wird das Wasser nicht mehr Gber den Pyridin-Stickstoffatom des
Grundkorpers sondern ebenso uber die 6-Aminofunktion fixiert. Alle weiteren verbrickten
Interaktionen zur Hinge Region bleiben dabei erhalten. Aryl- und Aroyl-Substituent nehmen
dabei prinzipiell eine parallele Ausrichtung senkrecht zum Thieno[2,3-b]pyridin-Grundkérper
ein, wobei eine (ber den Amino-Substituenten vermittelte intramolekulare 7z-z-
Wechselwirkung denkbar ist. Nun gibt es zwei Ansétze, die Selektivitat der Klasse 1b Ligan-
den zu erkléren. Der erste resultiert aus der veranderten Position des Grundkdrpers. So ist im
plasmodialen Enzym eine Van-der-Waals-Interaktion mit der Seitenkette des Gatekeepers
Met157 denkbar, allerdings aufgrund der kiirzeren Seitenkette des Leul32-Gatekeeper im
humanen Enzym nicht (vgl. Abbildung 2.15.). Die daraus verminderte Interaktionsfahigkeit
des Liganden konnte die entsprechende Selektivitat hervorrufen, da im Vergleich dazu die ste-
risch weniger anspruchsvollen Thieno[2,3-b]pyridine ,.tiefer in die Bindetasche gelangen
kénnen (vgl. Abbildung 2.15.) und somit in beiden Fallen mit dem Gatekeeper wechselwirken
kénnen. Ein vergleichbares Konzept konnten Kurz et al. in der Entwicklung reverser Fos-
midomycin-Analoga als Inhibitoren der 1-Deoxy-D-xylulose 5-phosphat-reduktoisomerase in
Plasmodium falciparum (PflspC) nutzen. So fiihrten diese Verbindungen unter anderem eine
Van-der-Waals-Interaktion zu einem Methionin ein, so dass in der Konsequenz deren die bio-
logische Aktivitat im Vergleich zum Fosmidomycin deutlich erhoht werden konnte [170]. Der
zweite Ansatzpunkt umfasst die Positionierung des ortho-Substituenten (in Abbildung 2.15.
Chlor) am Arylrest. In beiden Dockinglosungen zeigt diese nach unten, allerdings ,,durch-
stofit es im humanen Enzym die Oberfliche des Proteins, in der PfGSK-3 hingegen adres-
siert es perfekt das von KRUGGEL herausgestellte Halogenfeld (vgl. Abbildung 2.12.). Die da-
raus resultierende zusétzliche Interaktion kann zur Aktivitat bzw. Selektivitit beider Substan-

zen beitragen.

2.7. Docking und Scoring

Das Docking und die Bewertung der generierten Posen stellten zentrale Prozesse in der Bear-
beitung der Frage nach dem Bindungsmodus der Thieno[2,3-b]pyridine dar. Ersteres umfasst

eine moglichst vollstandige Erfassung des konformativen Raums von Zielprotein und Ligan-
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den. Die géngigen Dockingprogramme verfolgen dabei verschiedene Ansatze [171] z. B. den
inkrementellen Aufbau des Liganden in der Bindetasche (z. B. FLEXX) [172] oder es werden
uber Monte-Carlo-Verfahren dem eigentlichen Dockingprozess vorrausgehend alle Konfor-
mationen des Liganden bereits erzeugt (z. B. in GLIDE) [173-174].

Das Scoring der generierten Posen lasst sich allgemein tber alle Dockingprogramme betrach-
tet nach drei Verfahren durchfiihren: Kraftfeld- oder wissensbasiert sowie empirisch. In erste-
rem erfolgt die Priorisierung der Dockinglosungen basierend auf traditionellen molekilme-
chanischen Kraftfeldmethoden unter Berlicksichtigung von Lennard-Jones- und Coloumb-
Potential fur nichtbindende Interaktionen [173-174]. Wissensbasierte Scoringfunktionen
kombinieren zur Bewertung paarweise Abstands- und Ldsungsmittel-zugangliche Oberfla-
chenpotentiale zwischen Ligand- und Rezeptoratomen [175]. Empirische Verfahren hingegen
beruhen auf der mathematischen Beschreibung von beobachtbaren Ph&nomenen, wobei die
Parametrisierung der entsprechenden Terme auf Grundlage von experimentell ermittelten Da-
ten erfolgt [176]. Aufgrund dieser unterschiedlichen Bewertungsansatze und den damit ge-
setzten Schwerpunkten sind die Vorteile jeder einzelnen Methode lediglich in Teilaspekten zu
sehen. Zusatzlich werden in jedem Verfahren vereinfachende Annahmen getroffen, die dazu
fiihren, dass die erhaltenen Ergebnisse lediglich als Naherung zur Bindungsaffinitat angese-
hen werden sollten und nicht als absolute Werte. So konnte in verschiedenen Studien keine
Uberlegenheit einer einzigen Scoringfunktion herausgestellt werden [177-179]. Diese Man-
nigfaltigkeit sowohl in Generierung der Dockingposen als auch deren Bewertung fuhrt un-
weigerlich zu zwei grundsétzlichen Problemen: Das Docking- und das Scoring-Problem. So
muss das Dockingprogramm in der Lage sein, zunachst die korrekte Geometrie des Protein-
Ligand-Komplexes zu generieren und anschlief3end die entsprechende kristallstrukturnahe Po-
se zu priorisieren. KRUGGEL [169] entwickelte daher einen Arbeitsablauf, in dem er mehrere
Dockingprogramme mit unterschiedlichen Algorithmen zur Generierung der Posen (AUTO-
Dock, FRED und FLExX) kombinierte und die erzeugten Lésungen nach Clustering und Mi-
nimierung der erhaltenen Protein Ligand-Komplexe Uber ein unabhéngiges Scoringprogramm
(DRUGSCOREX (DSX)) bewerten lieR. Entsprechend der Arbeitsschritte aus Docking, Resco-
ring, Clustering, Complex Minimierung und Rescoring benannte KRUGGEL dieses Verfahren
als DoReCCoM. Er stellte im Ausblick seiner Arbeit fest, dass so das Docking-Problem gel6st

werden kann, allerdings sieht er im Bereich des Rescorings noch Verbesserungsbedarf
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3. Ziel der Arbeit

Die Aufgabenstellung der vorliegenden Dissertation bestand in der Weiterentwicklung der
Substanzklasse der Thieno[2,3-b]pyridine als Inhibitoren der PfGSK-3 (ber einen struktur-
basierten Designansatz. Am Ende dieses Prozesses sollten Vorschlage fir neue Thieno[2,3-
b]pyridine abgeleitet und die bestbewerteten Verbindungen synthetisiert werden. Die Arbeiten
wurden fortlaufend zur Dissertation von KRUGGEL angefertigt und griffen dabei teilweise of-
fene Fragestellungen auf. Besonders das beschriebene Scoring-Problem sollte unter Verwen-
dung von Molekildynamiksimulation (MD-Simulationen) sowie anschlielenden Berechnun-
gen der Freien Bindungsenthalpien mittels MM/GBSA- und MM/PBSA-Methode bearbeitetet
werden und stellte einen zentralen Punkt dieser Dissertation dar, welche sich anhand der not-

wendigen Arbeitsschritte wie folgt gliedern lasst.

Generierung, Validierung und Optimierung eines MD/MM/G(P)BSA-Arbeitsablaufs

anhand von Protein-Ligand-Komplexen der humanen GSK-3p

Da keine dreidimensionale Kristallstruktur der PfGSK-3 mit Liganden zur Verfligung stand,
sollte die Eignung von Molekuldynamiksimulationen und die anschlieBenden MM/GBSA-
und MM/PBSA-Berechnungen zur Abschéatzung der Freien Bindungsenthalpien anhand von
in der Proteindatenbank zugéanglichen HsGSK-34-Komplexen durchgefiihrt werden. Die er-
haltenen Freien Bindungsenthalpien sollten mit den biologischen Aktivitaten der gebundenen
Verbindungen in Zusammenhang gebracht werden. Anhand der Variation verschiedener Pa-
rameter wie z. B. der Simulationszeit sollten sowohl die Qualitat der Korrelationen als auch
die Parameter der durchgefuhrten Simulationsexperimente weiter verbessert bzw. optimiert

werden.
Untersuchungen zum Bindungsmodus der Thieno[2,3-b]pyridine in der PFGSK-3

Im ndchsten Arbeitsschritt sollten MD-Simulationen der von KRUGGEL im DoReCCoM-
Workflow generierten Dockingldsungen unter den anhand der HsGSK-34-Komplexe optimier-
ten Bedingungen durchgefuhrt und anschlie3end analysiert bzw. bewertet werden. Ein beson-
deres Augenmerk sollte dabei in der Bewertung des Bindungsmodus A gelegt werden. KRUG-
GEL verwendete im DoReCCoM-Workflow allerdings nur wenige ausgewahlte Verbindungen.
Hier sollten nun alle von FUGEL synthetisierten Substanzen, fur die diskrete biologische Daten
vorlagen, via Docking und anschlielender Anwendung der MD-MM/GBSA- bzw.
MM/PBSA-Methode untersucht werden. Die erhaltenen Molekildynamiksimulationen und
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3. Ziel der Arbeit

Freien Bindungsenthalpien sollten dabei in Bezug zu den bisherigen Struktur-Aktivitats-

Beziehungen sowie den gemessenen biologischen Daten gesetzt werden.
In silico Screening neuer Thieno[2,3-b]pyridine

Ausgehend von den Ergebnissen der vorhergehend genannten Untersuchungen sollte sich ein
Bewertungssystem ergeben, dass es erlaubt, neue in silico generierte Synthesevorschlage in

Bezug auf ihre Bindungseigenschaften zu analysieren und zu priorisieren.
Synthetische Umsetzung der bestbewerteten Liganden

Im Anschluss sollten die anhand der MD-Simulation und berechneten Freien Bindungsenthal-
pien sehr gut bewerteten Liganden synthetisiert und fir eine biologische Testung gegentiber
der PfGSK-3 bereitgestellt werden.
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4. Material und Methoden

Im Laufe der vorliegenden Arbeit wurde eine Vielzahl verschiedener Programme fir die Be-
arbeitung der Problemstellungen verwendet, deren Funktionsweise im Folgenden erlautert

werden soll.

4.1. Docking

Docking im Allgemeinen wird als die Generierung und Untersuchung von mdglichen Protein-
Ligand-Komplexen bezeichnet, d. h. es wird untersucht, in welcher Art und Weise ein kleines
Molekil mit einem Enzym bzw. einer Bindetasche in Interaktion treten kann. Diese Arbeiten
laufen in silico (am Computer) ab. Neben den von KRUGGEL bereits in dessen Arbeiten er-
zeugten Dockingposen wurden im Rahmen dieser Arbeit weitere Dockingexperimente unter-
nommen. Dabei lag der Schwerpunkt auf zwei Programmen, FLEXX und GLIDE, die nachfol-

gend vorgestellt werden sollen.

4.1.1. FLEXX

FLEXX [172, 180-182] verfolgt bei der Erzeugung von Protein- Ligand-Komplexen einen in-
krementellen Ansatz. Dies bedeutet, dass zunéchst ein starres Basisfragment des Liganden
ausgewahlt und im vordefinierten Bindetaschenbereich positioniert wird, welches dann
schrittweise unter Berucksichtigung der konformativen Flexibilitat zum vollstandigen Ligan-
den erweitert wird. Die Positionierung des Basisfragments kann zum einen manuell, zum an-
deren Uber zwei automatisierte Methoden erreicht werden: single interaction scan (SIS) und
triangle hashing techniques based (TRI). Die Namen spiegeln dabei die Zahl der fur das Ba-
sisfragment gesuchten Interaktionen wieder. So wird es beim SIS basierend auf einem einzi-
gen Kontakt zum Protein positioniert. Verschiedene Konformationen des Basisfragments in
dieser Position werden (ber den contact score ausgewahlt [172]. Beim TRI wird entsprechend
versucht, drei Kontakte zwischen Fragment und Protein aufzubauen. Alle in dieser Arbeit mit
FLEXX durchgefiihrten Dockingexperimente wurden unter Verwendung des SIS durchgefiihrt.
Beim anschliefenden "Aufbau™ des Liganden wird auf jeder Stufe dieses Prozesses nach
maoglichen Interaktionen zwischen Ligand und Bindetasche gesucht und diese hinsichtlich
Distanzen, Winkel etc. bewertet. Letztendlich flihren die jeweils besten Erweiterungen des
Basisfragments zur Pose des ganzlich wieder aufgebauten Liganden im Rezeptor. Das Scoring
der generierten Posen erfolgt entsprechend der von BOHM et al. [183] entwickelten empiri-
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4. Material und Methoden

schen Berechnung von Freien Bindungsenergien von Protein-Ligand-Komplexen. Die in (4.1)

gezeigte Gleichung fur die Gesamtenergie setzt sich aus mehreren Termen zusammen.

AGpinging = AGo + A GppYn-ponasf (AR, Aa) + A GipnYionicf (AR, A)
+A GlipoZlipof*(AR) +A Grot X Nrot (4-1)
+A GaroZarof(AR; Aa)

Zum einen gehen die Energieanteile von Wasserstoffbriickenbindungen (Gnb), der ionischen
Interaktionen (Gion) und der durch die lipophile Kontaktflache bedingte Anteil der Bindungs-
energie (Giipo) ein, welcher als Summe paarweiser Atom-Atom-Kontakte berechnet wird. Da
diese Interaktionen zu Einschrankungen in der Rotierbarkeit von Bindungen fuhren kénnen,
wird dies durch Produkt mit Nrot berticksichtigt. Zusatzlich werden fiir alle Interaktionen geo-
metrische Idealwerte (z. B. Winkel und Distanz) definiert und deren Abweichungen Uber eine
skalierende Funktion einbezogen (f(4R,4a)). Fir (Giipo) wurde eine eigene Funktion (f*(4R))
eingefiihrt, die ,,mehr oder weniger” ideale Kontakte beriicksichtigt, allerdings zu nahe Kon-
takte bestraft. Nach BOHM wird zusétzlich Go als nicht-direkt mit spezifischen Interaktionen
zu korrelierender Anteil berlicksichtigt, der entropischen Charakter hat. Zusatzlich wird mit
Garo ein Anteil fiir die Wechselwirkung von z-Systemen eingefiihrt, der wie Ghb und Gion als
geometrisch ausgerichtete GroRRe in die Gleichung eingeht [172].

4.1.2. Glide

GLIDE (engl.: grid-based ligand docking with energetics) [173-174, 184] verfolgt einen ande-
ren Ansatz. Hier wird der Rezeptor durch ein Gitter (engl.: Grid) beschrieben, an dessen Kno-
tenpunkten Aussehen und Eigenschaft der Bindetasche erfasst sind. Anders als bei FLEXX
werden alle Konformationen des Liganden vorhergehend generiert und nicht erst wéahrend des
Dockingprozesses aufgebaut. In einem ersten groben Screeningprozess uber das gesamte Po-
senspektrum werden die interessanten Losungen herausgefiltert. Die vorselektierten Posen
werden nun innerhalb des Rezeptorgitters mittels molekilmechanischer Energiefunktionen in
Kombination mit einem abstandsabhangigen Dielektrizitatsmodell minimiert. GLIDE verwen-
det hierzu das OPLS2005 Kraftfeld [185]. Die daraus resultierenden Top 3-6 energiedrmsten
Posen werden einem Monte-Carlo-Verfahren unterzogen, um benachbarte Torsionsminima zu
finden. Das Scoring erfolgt tiber den Emodel-Wert, welches sich aus dem GlideScore, Ligand-
Rezeptor-Interaktionsenergien und Deformationsenergien des Liganden zusammensetzt. Wer-
den mehrere Liganden miteinander verglichen, so erfolgt die Auswahl der ,,besten* Pose iiber

Emodel, das Ranking der Liganden (ber den GlideScore. Grundsétzlich kénnen in GLIDE zwei
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4. Material und Methoden

Varianten des GlideScore verwendet werden: standard-precision (SP) und extra-precision
(XP). Dabei ist SP die ,,softere” Scoringfunktion, XP hingegen deutlich strenger beziiglich
negativer sterischer und elektronischer Wechselwirkungen. In der Arbeit wurden Dockingex-
perimente hauptséchlich im SP-Modus durchgefihrt, so dass im Folgenden die dem Scoring
zugrunde liegende Terme beschrieben werden sollen. Fur das XP-Docking sei auf die Litera-
tur verwiesen. Grundlage des GlideScore, dessen Funktion in Formel (4.2) gezeigt ist, bildet
der von ELDRIDGE et al. 1997 entwickelte ChemScore [176].

AGbinding = Clipo—lipto(rlr) + Chbond—neut—neutzg(Ar)h( AO()
+ Chbond—neut—chargedzg (Ar)h( AO()
+ Chbond—charged—chargedzg (Ar)h(Aa) + Chetar 2 f (Tim) (4.2)

+ Crothrotb + Cpolar—phoprolar—phob + CcoulEcoul

+ CoawEvaw + Solvatationsterm

Die Funktionen f(ry,), g(4r) und h(4a) erfassen dabei Winkel und Distanzen, wobei ein Score
von 1.00 vergeben wird, wenn diese Werte innerhalb der definierten Optima liegen und einen
Score zwischen 1.00-0.00 wenn sie aul3erhalb dessen, aber innerhalb eines bestimmten Tole-
ranzbereichs liegen. Cqo, beschreibt die eingeschrénkt drehbaren Bindungen, wobei einge-
schrénkt bedeutet, dass die beteiligten Atome in Wechselwirkung mit dem Rezeptor treten.
Die lipophilen Cjipo-iipo und die Wasserstoffbriicken-Interaktionen Chyong Sind dabei grundsatz-
lich wie in ChemScore definiert, allerdings wird letztere hinsichtlich der Ladung der beteilig-
ten Partner unterteilt und gewichtet. Daraus ergeben sich drei mogliche Kombinationen: Do-
nor und Akzeptor sind beide neutral, einer der beiden ist geladen oder beide sind geladen.
Gmetar berticksichtigt die Wechselwirkungen zu koordinierten Metallionen (z. B. in Me-
talloproteasen) und unterscheidet sich in zwei Prinzipien zum ChemScore: i) Es werden nur
Interaktionen zu anionischen Akzeptoratomen (z. B. den Sauerstoffatomen des Aspartat-
Carboxylats) beriicksichtigt, wobei nur die ,,beste* Interaktion zum Metall ins Gewicht fallt.

ii) Die Nettoladung des Metalls wird anhand des ungebundenen Apoenzyms berechnet.

Des Weiteren wurde der ChemScore um mehrere Terme erweitert: Cpolar-phob, Ceouts Cvaw und
Solvatationsterm. Cpolar-phon €rfasst, wenn polare, nicht-wasserstoffbriickenbildende Atome in
einem hydrophoben Bereich platziert werden. Cco und Cqw erfassen entsprechend Coulomb-
und Van-der-Waals Interaktionen zwischen Ligand und Rezeptor. Um die Vorhersagekraft
der Bindungsenthalpie durch die Gasphasen- Coulomb-Interaktionsenergie zu verbessern,

wurde die Formalladung von geladenen Gruppen z. B. Carboxylat um ca. 50 % und die Van-
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4. Material und Methoden

der-Waals Interaktionsenergie der direkt beteiligten Atome reduziert. Als letzte wichtige
Komponente wurden Solvatationsterme hinzugefiigt, da gerade geladene Gruppen genau be-
zuglich ihrer Zuganglichkeit betrachtet werden miussen. Dafur wird entlang des Gitters ein
Docking von expliziten Wassermolekilen flr jede energetisch kompetitive Ligandpose

durchgefuhrt und anschlieBend die Wechselwirkungen tber ein empirisches Scoring erfasst.

4.2. Molekuldynamiksimulationen (MD-Simulationen) mit AMBER11

Die Simulation von Molekiilbewegungen uber die Zeit, d. h. im Allgemeinen die Berechnung
von Wechselwirkungen vieler Teilchen eines Systems auf Grundlage der Molekilmechanik
(d. h. kraftfeldbasiert) durch die Losung der Newtonschen Bewegungsgleichung, bildete die
Hauptmethode der vorliegenden Arbeit. Die daraus resultierenden Ergebnisse erlauben ther-
modynamische Berechnungen (vgl. Abschnitt 4.4.) sowie die Untersuchung der Beweglich-
keiten innerhalb des Systems. Die in Rahmen dieser Dissertation angefertigten Molekildyna-
miksimulationen wurden mit dem Programm AMBER11 [186-188] durchgefihrt, dessen

Grundlagen zundchst vorgestellt werden sollen.

4211  Kraftfelder: GAFF und AMBER ff99SB

Kraftfelder werden stetig beziglich ihrer Parametersétze und Potentialfunktionen an die expe-
rimentell und quantenchemisch gewonnenen Erkenntnisse angepasst. Dabei hat sich gezeigt,
dass das Generalized Amber Force Field (GAFF) besonders fiir ,,kleine organische Molekiile
(d. h. Liganden) geeignet ist [189]. Dabei kann es gut in Kombination mit anderen AMBER-
Kraftfeldern, die auf die Représentation von Nukleinsduren und Proteinen optimiert sind, ein-
gesetzt werden. Hier wurde das AMBER ff99SB eingesetzt, das als von SIMMERLING et al. an
der Stony Brook University ausgehend vom ff94 und ff99 weiterentwickelt wurde [190-191].
Als Ergebnis konnte ein verbessertes Verhéltnis zwischen Helices und offenkettigen Struktu-
ren und somit eine bessere Reprasentation dieser Strukturelemente erreicht werden. Dies ist
besonders fur die C-Terminale Domane sowie die a-Helix C in relevant. Analog konnte die
Darstellung von p-Faltblattstrukturen tber die Glycin-Parametrisierung verbessert werden,
welches besonders fiir den Glycin-Rich-Loop von Bedeutung ist. Fur eine detaillierte Erkla-

rung sei auf die Literatur verwiesen [190].
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Die in AMBER verwendeten Kraftfelder lassen sich allgemein durch folgende Potentialfunkti-

on beschreiben, wobei V der potentiellen Energie des Systems entspricht [186]:

= Zkr(r—r0)2+ Z k9(6—60)2+zkz—¢(1+cos(n®—)/))

Bind Winkel Tors

2ew) 2 )

i<j i<j

(4.3)

Das zu simulierende Modell wird dabei entsprechend der Grundlagen der Molekilmechanik
als ein System aus elastischen Kugeln und Federstében betrachtet. Dabei reprasentieren k, kg
und kg die Kraftkonstanten der Bindungen, Winkel und Rotationsbarrieren der Diederwinkel.
Die Konstanten ro und 6, entsprechen Gleichgewichtsgrofien, n gibt die Multiplizitadt und y
den Phasenwinkel fiir den Torsionswinkel @ wieder. Der erste Term beschreibt folglich die
Energie des Abstands zwischen kovalent gebundenen Atomen, der zweite représentiert die
Energie der bei der kovalenten Bindung involvierten Atomorbitale. Der dritte Term umfasst
die Energie, die fur die Drehung einer Bindung benétigt wird, unter Berlicksichtigung von
Bindungsordnung, Nachbaratomen und freien Elektronenpaaren. Entsprechend der Bindungs-
ordnung kann dieser Term mehrfach auftreten, so z. B. bei einer Einfachbindung, so dass die
Gesamttorsionsenergie dann (ber eine Fourier-Serie ausgedriickt wird. Die letzten beiden
Terme behandeln nicht-bindende Interaktionen zwischen zwei Atomen i und j. Ersterer ergibt
sich durch Aufsummieren der van der-Waals Wechselwirkungen, welche durch das Lennard-
Jones-Potential beschrieben werden. Letzterer, d.h. die zweite Summation, definiert die elekt-
rostatischen Wechselwirkungen. Aj; und B;j umfassen die Van-der-Waals-Parameter, g; und g;
die Partialladungen der beteiligten Atome. Fur weitergehende Erklarungen der einzelnen Pa-

rameter sei auf die Literatur verwiesen [186-188].

4.2.1.2. Velocity-Verlet Algorithmus

Um aus dem angelegten Kraftfeld die entsprechenden Bewegungen des Systems zu erzeugen,
muss die Kraftfeldgleichung (4.3) zunédchst nach den Atomkoordinaten differenziert werden.
Daraus erhédlt man die auf jedes einzelne Atom wirkenden Kréfte. Bezieht man nun die
Newtonschen Bewegungsgleichungen (4.4) und (4.5) mit ein, ergibt sich ein Integrations-

schema zur Berechnung des zeitlichen Verlaufs der atomaren Bewegungen.

E'(x)
m

(4.4)

a =
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a
x = xo+ VAt + 2 (At)? (4.5)

Dieses basiert in AMBER11 auf dem Velocity-Verlet-Algorithmus [186]. Daraus folgend las-

sen sich die Koordinaten und Geschwindigkeiten Uber die entsprechenden Gleichungen ermit-

teln:
x(t+ At) = x(£) + vAt + % (At)? (4.6)
v(t +%) = v(t) +?At (4.7)
alt + At) = —w (4.8)

At) a(t + At) @0 4.9)

v(t+At)=v(t+7 + >
Aufgrund der Komplexitat der Potentialfunktion wird empfohlen, die Iteration mit kleinen
Schrittweiten erfolgen zu lassen. Als Richtlinie kann dabei gelten, dass die Schrittweite deut-
lich kleiner als die hochfrequentesten Molekiilschwingungen sein muss. Frequenzen um 10"
Hz flr Bindungsschwingungen, an denen Wasserstoffatome beteiligt sind, erfordern bei Tem-
peraturen um 300 K Schrittweiten um 1 fs. Bei niedrigen Simulationstemperaturen kann die-
ser Wert angehoben, bei héheren Temperaturen sollte er verringert werden. Alle in dieser Ar-
beit beschriebenen Simulationen wurden bei 300 K durchgefiihrt, so dass eine Schrittweite
von 1 fs beibehalten wurde. Die Abfolge der Orts- und Geschwindigkeitsinformationen bildet

die Trajektorie.

4.2.1.3. Periodische Randbedingungen (PBC) und Particle Mesh Ewald (PME)

MD-Simulationen sind grundséatzlich rdumlich limitiert, das heif3t es wird ein System z. B. ein
Protein-Ligand-Komplex, welcher von einem Solvent umgeben ist, geometrisch definiert z. B.
durch eine quadratische Box. Um Randeffekte zu vermeiden, wird ein Kontinuummodell fir
weitreichende Van-der-Waals-Interaktionen und das Particle-Mesh-Ewald-Verfahren [192-
193] fur die Berechnung elektrostatischer Wechselwirkungen eingesetzt, welches auf Uberle-
gungen von EWALD basiert [194].
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Abbildung 4.1. Schematische Darstellung der Periodischen Randbedingungen nach ScHiLL [195].

Dabei wird die definierte Box analog zur Kristallografie als Einheitszelle definiert und in alle
Raumrichtungen durch Spiegelbilder erweitert. Verl&sst ein Teilchen nun diese Elementarzel-
le, tritt es auf der entgegengesetzten Seite wieder ein, so dass die Gesamtteilchenzahl gleich
bleibt. Dadurch ergeben sich die sogenannten periodischen Randbedingungen (engl.: Periodic
Boundary Conditions, PBC) [196]. Letztlich werden alle Berechnungen in einem invertierten
Raum ausgefuhrt und die Energien bzw. Krafte durch anschlieBende Ricktransformation er-
mittelt. Dabei ist es moglich, dass ein Teilchen der Elementarzelle mit den Teilchen des Spie-
gelbilds interagieren kann. Daher wird ein Cut-off fur die Wechselwirkungsdistanz zwischen
nicht-kovalenten Teilchen definiert. In den durchgefiihrten Experimenten wurde dieser auf 8
A festgelegt. Zusatzlich benutzt man die minimum image convention, bei dem nur die Wech-
selwirkungen der Teilchen mit dem kirzesten Abstand einflielt. Als Nebeneffekt wird
dadurch der Rechenaufwand minimiert.

Fur die elektrostatischen Wechselwirkungen muss das Verfahren verfeinert werden, da der
festgelegte Cut-off zu Artefakten fuhren wirde. Daher wird das PME-Verfahren verwendet,
bei dem das elektrostatische Interaktionspotential in zwei Komponenten aufgeteilt wird, wel-
che die Wechselwirkungen mit einer kurzen bzw. langen Reichweite beschreiben. Ersterer
kann im realen Raum berechnet werden, letzterer Uber Fast-Fourier-Transformation. Ent-
scheidend dabei ist die elektrische Neutralitat der Einheitszelle, welche ggf. durch Einfuhrung
von Gegenionen erreicht werden muss. In den durchgefiihrten Molekildynamiken waren alle

Systeme positiv geladen und wurden daher durch Chlorid-lonen neutralisiert.
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4.3. Ladungsmodelle

4.3.1. Semiempirisches Verfahren (AM1-BCC)

Der elektrostatische Anteil der Gesamtenergie (vgl. Gleichung (4.3)) stellt im Vergleich zu
den Van-der-Waals-Interaktionen den einflussreichen Energieterm der nichtbindenden Inter-
aktionen dar, so dass seine korrekte Reprasentierung der elektrischen Ladung essentiell fir die
Simulationen von biochemischen Systemen (z. B. Protein-Ligand-Komplexe) ist [197]. Hier-
fir sind die entsprechenden Atomladungen entscheidend. Urspringlich wurden diese Uber
Hartree-Fock (HF/G-31G*) ab initio Berechnungen des elektrostatischen Potentials (engl.:
Electrostatic Potential, ESP) quantenmechanisch erfasst [198]. Allerdings sind diese sehr zeit-
und hardwareintensiv, so dass weitere Modelle entwickelt wurden, um das quantenmechani-
sche ESP maglichst effizient zu generieren. Hier hat sich das von JAKALIAN et al. [199-200]
entwickelte AM1-BCC-Bindungsladungskorrektur-Modell (engl.: Bond Charge Correction,
BCC) bewahrt. Es kombiniert dabei komplementare, bereits bekannte Methoden: AM1 Atom-
ladungen, den inkrementellen Bindungsladungs-Ansatz (engl.: Bond Charge Increment, BCI)
von BusH et al. [201] und die Methoden des elektrostatischen Potentials. Die AM1-
Atomladungen werden direkt anhand der Orbitalbesetzung berechnet, sind dabei schnell gene-
rierbar und erfassen dabei die elektronische Verteilung innerhalb eines Molekuls wie Nettola-
dung und n-Delokalisierung [202]. Allerdings wird so das ESP noch nicht reproduziert, son-
dern dient lediglich als erste Naherung, welche im Anschluss ber das Bindungsladungskor-
rektur-Modell verfeinert wird. Die BCC-Korrektur nutzt dabei einen dhnlichen Algorithmus
wie das von BusH et al. entwickelte BCI-Modell wéhrend des Consensus Fitting des BCl zum
durch HF/G-31G* berechneten elektrostatischen Potential [199]. Die vorhergehend generier-
ten AM1-Ladungen reduzieren die Freiheitsgrade und erhéhen zum einen die Qualitét des Fit-
tings und vermindern zum andere n den Zeit- und Hardwareaufwand, so dass letztendlich die-
ses Ladungsmodell génzlich ohne HF/G-31G*-Berechnungen auskommt. Fir genauere Aus-

fihrungen sei hier auf die Literatur verwiesen [199].
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4.4. Berechnung der Freien Bindungsenthalpien mittels MM/GBSA und
MM/PBSA

Die Berechnungen der Freien Bindungsenthalpien erfolgten nach folgender allgemeiner Glei-

chung in AMBER [186]:

AGping = AH —TAS = AEyy + AGgy, — TAS (4.10)
AEym = AEinternai + AEeiec + AEyqw (4-11)
AGgory = AGpp/gp + AGsysa (4.12)

Die Freien Bindungsenthalpien werden durch Ldésen und Differenzbildung der Gleichung
(4.10) far Komplex, Rezeptor und Ligand tber die gesamte MD-Simulation berechnet, wobei
durch die vorhergehend definierten Topologien von Komplex, Protein und Ligand die Unter-
terme Ewm, Gsorv Und T-4S aus einer Molekildynamiksimulation erhalten werden kénnen, so
dass nicht einzelne Simulationen fiir Protein, Ligand und Komplex notwendig sind. Zusétzlich
reduziert diese Methode den zeitlichen Aufwand und das "Rauschen”, da in einer solchen
MD-Simulation die Einernar ZWischen Ligand, Rezeptor und Komplex nicht beriicksichtigt
wird [203]. Allerdings geht dieses Verfahren auf Kosten der Genauigkeit im Vergleich zur
drei separaten Simulationen. Epm setzt sich grundsétzlich aus der Summe der im Molekdl
enthaltenen molekiilmechanischen Energien in der Gasphase zusammen, wobei Eiqerna Bin-
dungen-, Winkel- und Torsionsenergien, Eg alle elektrostatischen und E,q alle nichtbinden-
den Interaktionen umfasst. Diese Parameter sind direkt aus dem Kraftfeld (analog zu Glei-
chung (4.1)) zuganglich. Gy entspricht dabei der freien Solvatationsenergie, einem Korrek-
turterm, da das System wahrend der Simulation von Solvent umgeben ist. Die Korrektur ent-
spricht dabei der Uberlegung, dass der Solvatationsprozess des Systems ausgehend von der
Gasphase in drei Schritte aufgeteilt werden kann: 1. Erzeugung einer ,,Hohle* in die der Pro-
tein-Ligand-Komplex eingebettet wird. 2. Berlcksichtigung von Verteilungseffekten zwi-
schen Komplex und Solvent unter Vernachl&ssigung von Partialladungen. 3. Beriicksichti-
gung von elektrostatischen Interaktionen zwischen Medium und Biomolekdil [204]. Die ersten
zwei Schritte werden dabei durch den unpolaren Anteil der Freien Solvatationsenergie, Gsasa,
reprasentiert. Dieser geht aus der Solvent Accessible Surface Area (engl.: Ldsungsmittel-
zugéngliche Oberflache (des Protein bzw. Liganden), SASA) hervor und betrachtet die Wech-
selwirkungen zwischen Lésungsmittel und der Oberflache des Proteins. Grundlage bilden die

Uberlegungen von LEE und RICHARDs [205]. Als Losungsmittel-zugdnglicher Oberflache
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kann grundsatzlich der Bereich der Van-der-Waals-Oberflache verstanden werden, welcher
durch den Atomradius definiert ist. Gsasa lasst sich nach verschiedenen Ansatzen berechnen,
klassischerweise wird dabei das "Rollender Ball" Prinzip von SHRAKE und RUPLEY angewen-
det, bei dem eine Sphare mit einem Radius von 1.4 A (das ungefahr dem Radius eines Was-
sermolekdls entspricht) entlang der VVan-der-Waals-Oberflache verfolgt wird [206]. Hier wur-
de aufgrund der besseren Behandlung von Halogenen die LCPO- (Linear Combination of
Pairwise Overlaps) Methode angewendet, welches die beim ,,Rollen” auftretende paarweise
Uberlappung dieser Spharen beriicksichtigt. Dies reduziert die zu berechnende Gesamtflache
und in der Folge den Computeraufwand [207]. 4Gpg/cs bezeichnet den (polaren) elektrostati-
schen Anteil der Freien Solvatationsenergie und umfasst den 3. Schritt des Solvatationspro-
zesses, welcher entsprechend ihres Ansatzes entweder nach der POISSON-BOLTZMANN (PB)
[208] oder GENERALIZED-BORN (GB) Methode [209] berechnet wird. Dabei werden beide
Ansatze als Kontinuum-Modelle behandelt, d. h. der Protein-Ligand-Komplex wird als nie-
drig dielektrische Fl&che in einem hoch dielektrischen Medium betrachtet. Daher wurden eine
interne Dielektrizitatskonstante &, von 1.0, welche im weiteren Optimierungsprozess noch auf
2.0 und 4.0 variiert wurde und eine externe Dielektrizitdtskonstante ¢ von 80.0 definiert. Nach
SIMONSON [210] ergibt sich die Freie Solvatationsenthalpie eines Molekiils X aus der Summe

der Partialladungen aller Atome:

1
AGpp/ep(X) = Ez 95 9:;7°/" (4.13)
i<j
Entscheidend ist nun die Quantitat g;"®®, die entweder durch nummerisches Losen der Pois-

son-Boltzmann-Gleichung (PB-Methode) oder tber analytische N&herung in Gleichung (4.14)
(GB-Methode) berechnet werden kann [210-212].

1 1 SN I
Agij = (E — a) lri’} + B;jexp <— ﬁ)l (4.14)

Der Parameter Bj; héngt von der Position des jeweiligen Atoms ab (Abstand von dielektri-
schen Grenzflache von Solvent und Biomolekil) sowie der Form des Proteins ab. &, ist die
Dielektrizitdtskonstante des Solvent, rj; entspricht dem Abstand zwischen den Atomen i und j.
Bei n und A handelt es sich um Konstanten, die von STiLL et al. [212] definiert wurden (n = 2
bzw. A = 4). &, beeinflusst im PB-Modell die Berechnung der Quantitat gijPB, im GB-Modell
entfallt sie aufgrund von N&herungen (&i, = 1.0). Allerdings kann auch hier eine andere interne
Dielektrizitatskonstante als 1.0 verwendet werden, wobei der GB-Term dabei der Freien
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Ubergangsenergie des Komplexes aus einem Medium mit der entsprechenden Dielektrizitats-
konstante &, > 1.0 in Losung mit einer Dielektrizitatskonstante ¢ entspricht. Hier sei auf Ar-
beiten von BASHFORD verwiesen [213]. Entropische Effekte werden durch den Term 7-4S be-
ricksichtigt, wobei 4S fiir den Entropie-Term steht und T fur die Temperatur in Kelvin. Die
Entropie lasst sich durch Normal Mode Analyse berechnen, welche sich in Amber Uber das
Tool nmode erhalten l&sst. Allerdings erfordert dies entsprechende leistungsstarke Hardware,
die erst zum Ende der Arbeiten zur Verfligung stand, so dass -wenn nicht anders erwéhnt- die
Entropie nicht mit einbezogen wurde. Zur Berechnung der Freien Bindungsenthalpien wurde
das Modul MMPBSA.py in AMBER genutzt.

4.5. Temperaturmodelle

4.5.1. Langevin-Dynamik

Die durchgefiihrten Molekildynamiksimulationen wurden als NPT-Ensemble durchgefiihrt,
d. h. die Zahl der Atome N, der Druck P und die Temperatur T werden konstant gehalten.
Diese wird in den ersten beiden Féllen durch die Periodischen Randbedingungen gewahrleis-
tet. Die Temperaturkonstanz wird ber ein Thermostat gewahrleistet, dass das Gesamtsystem
in einen kanonischen Zustand versetzt. Dies gelingt durch Einfuhrung kinstlicher Freiheits-
grade oder die Definition eines makroskopischen Wéarmebads, dass sehr viel grofer ist als das
betrachtete System und im thermischen Gleichgewicht mit diesem steht, so dass ein stetiger
Energieaustausch mit diesem Reservoir standfinden kann [214]. Hier wurde das LANGEVIN
Thermostat, basierend auf der gleichnamigen Dynamik, verwendet, welches den ersten Ansatz
durch Ldsen stochastischer Differentialgleichungen verfolgt [215]. Anstatt NEWTON’S Bewe-
gungsgleichung zu l6sen wird hier die LANGEVIN- Gleichung entsprechend hinzugezogen:

Q)

a; =-=V({(U@m)) + moo T m

(4.15)

Dabei reprasentiert r; die Position des Atoms i, v; die Geschwindigkeit des Teilchens, a; die
Beschleunigung und m; die Masse. Da die Simulationen in ,,wéssrigem Medium® (TIP3P-
Wasser) durchgefiihrt werden und somit zwischen den Atomen des Protein-Ligand-
Komplexes und dem umgebenden Solvent Reibungen entstehen, wird ein Reibungskoeffizient

I" hinzugefugt. & (t) bezeichnet eine Gauss’sche Zufallsvariable, ausgedriickt durch den Term

(§i(t) - §;(t)) = 6kpTT6;;6(t —t") (4.16)
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Diese beschreibt die Zusammenstdlie der Losungsmittemolekile mit dem betrachteten Atom.
Die Temperaturkontrolle durch Lésen stochastischer Differentialgleichungen reduziert im
Vergleich zu anderen Thermostaten wie z. B. dem BERENDSEN- [216] oder dem ANDERSON-
[217] Thermostat die Zahl der Berechnungen pro Zeit und vermeidet zusétzlich Hot-Spot-

Effekte, die bei den genannten Varianten auftreten kénnen [186].
4.6. Geometrieoptimierungen

4.6.1. Steepest descent und Conjugate-gradient

Die STEEPEST-DESCENT-Methode (engl.: Steilster Abstieg) bezeichnet einen molekilmechani-
schen Minimierungsansatz [218]. Dabei wird gemé&R Gleichung (4.17) fur jede Koordinate des
Systems der Algorithmus so lange durchgefihrt, bis die entsprechend definierten Konver-
genzkriterien, d. h. entsprechend die Differenz der x-Werte oder der Energiewerte, erreicht
werden [219].
En_y — Ey

Xp41 = Xp — Am (4.17)
In den MD-Simulationen vorausgehenden Minimierungen wurden zum einen die Anzahl der
Zyklen (500 Iterationen) sowie zum anderen ein energetisches Kriterium (4E) von 0.001
keal'mol™A™ als Konvergenzkriterium angelegt. Der Faktor A wird vordefiniert. Das Verfah-
ren konvergiert zu Beginn sehr schnell, wird allerdings in der N&he des Minimums immer
langsamer. Daher wird dieser Algorithmus in Kombination mit der CONJUGATE-GRADIENT-
Methode eingesetzt, welche im Bereich des Minimums effizienter ist. Die CONJUGATE-
GRADIENT-Methode wurde 1952 von STIEFEL und HESTENES entwickelt und entspricht einer
Weiterentwicklung des STEEPEST-DESCENT-AIlgorithmus [220-221]. Dabei wird der Faktor A
nicht vordefiniert sondern aus der Steigung des vorhergehenden Iterationsschrittes berechnet.
In der Konsequenz erreicht man eine bessere Konvergenz im Bereich des Minimums. Fir

weiterfuhrende Erkl&rungen sei auf die Literatur verwiesen [220-221].
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5.1. Generierung, Validierung und Optimierung eines
MD/MMI/G(P)BSA-Arbeitsablaufs anhand von
Protein-Ligand-Komplexen der HsGSK-3f

Eine mogliche Losung des Scoring-Problems (Abschnitt 2.7.) stellt die Bewertung mit unab-
héngigen externen Programmen dar. KRUGGEL verwendete fur das Scoring bzw. Rescoring
der Thieno[2,3-b]pyridin-Dockinglésungen in den Homologiemodellen der PfGSK-3 das Pro-
gramm DRUGSCOREX [222], welches im Unterschied zu den Scoringfunktionen der verwen-
deten Dockingprogramme (AutoDock [223], FRED [224] und FLEXX [225]) einen wissens-
basierten Ansatz verfolgt. Dieses wurde schon in vergleichenden Studien verschiedener Sco-
ringfunktionen von WANG et al. [226] als geeignete Bewertungsmethode fur die Priorisierung
von nativen Bindungsmodi aus Dockinglésungen dargestellt. Die VVorhersage von Bindungs-
affinitaten wurde allerdings aufgrund der bereits beschriebenen N&herungen von den Autoren
als moderat angesehen. Hou et al. [227] griffen den verwendeten Datensatz auf und fiihrten
Molekildynamiksimulationen sowie anschlieBende Berechnung der Freien Bindungsenthal-
pien mittels MM/GBSA und MM/PBSA durch. Sie kamen zu dem Ergebnis, dass die Ver-
wendung dieses Arbeitsablaufs sowohl in der korrekten Bewertung der kristallstrukturnahen
Dockingpose als auch in der Vorhersage der Bindungsaffinitat zu einer deutlichen Verbesse-
rung fuhrt. Die Autoren fiihrten dies auf die im Vergleich zu empirischen und wissensbasier-
ten Scoringfunktionen strengeren Bewertungskriterien sowie die Mdglichkeit, mittels Mole-
kiildynamiksimulationen konformative Anderungen von Protein und Ligand zu erfassen, zu-
rick [227].

Diese Einschatzung wurde in einer aktuellen Publikation von CHEN bekraftigt [228]. Daher
sollten MD-Simulationen sowie MM/GBSA- und MM/PBSA-Berechnungen auf Dockinglo-
sungen der Thieno[2,3-b]pyridine in den von KRUGGEL generierten Homologiemodellen an-
gewendet werden. Allerdings wurden diese Verfahren bisher noch nicht an Protein-Ligand-
Komplexen der PfGSK-3 durchgefiihrt. KRUGGEL verwendete lediglich kurze MD-
Simulationen zur Stabilitatstiberprifung der Homologiemodelle [169]. Daher sollte in einem
ersten Schritt die grundsatzliche Anwendbarkeit der MM/PBSA und MM/GBSA-Methode
uberprift werden. Aufgrund in Abschnitt 2.3. beschrieben Ahnlichkeit zwischen humanem
und plasmodialen Enzym sowie der Vielzahl an Erkenntnissen tber die HSGSK-34 bot sich

dieses als Testsystem an. Des Weiteren sind bereits Molekildynamiksimulationen von huma-
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nen Protein-Ligand-Komplexen der GSK-34 in der Literatur dokumentiert [229-231]. Aller-
dings wurden bisher keine Freien Bindungsenthalpien der gebundenen Liganden berechnet.
Ausgehend von den in der Literatur beschriebenen Bedingungen wurden zunéchst MD-
Simulationen und anschlieBend MM/GBSA- bzw. MM/PBSA-Berechnungen durchgefiihrt
[229-231]. Die erzeugten Freien Bindungsenthalpien sollten mit den bereits gemessenen bio-
logischen Daten in Zusammenhang gebracht und die erhaltenen Korrelationen mit Hilfe von
Variationen verschiedener Parameter optimiert werden. Diese stellten die Grundlage fir alle

im weiteren Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten Simulationen.

5.1.1. Durchfihrung

5.1.1.1. Auswahl der Kristallstrukturen

Grundlage bildeten die in der Proteindatenbank verdffentlichten Rontgenkristallstrukturen (im
Folgenden auch als Kristallstrukturen bezeichnet) (Stand Januar 2011) der humanen Glyko-
gen-Synthase Kinase-38 und eine zu dem Zeitpunkt unverdffentlichter Protein-Ligand-
Komplex eines Klasse la Thieno[2,3-b]pyridins in der HSGSK-34 (inzwischen unter dem
Eintrag 3ZDI zuganglich), die fir Molekildynamiksimulationen in Frage kamen [232]. Ein
wichtiges Kriterium war dabei die Verfligbarkeit von ICso-Werten, welche zum spateren Zeit-
punkt mit den berechneten Freien Bindungsenthalpien flr die jeweiligen Liganden in Verbin-
dung gebracht werden sollten. Neben den in Tabelle 4 aufgelisteten Protein-Ligand-Komple-
xen waren noch weitere Strukturen in der Datenbank zuganglich gemacht, welche allerdings

nicht néher betrachtet wurden:

e 2JLD, 3M1S und 3PUP sind mit einem Ruthenium-Komplex als Ligand kokristalli-
siert. Die Erzeugung der bendtigten Parameter ware nur tber vorausgehende quanten-
mechanische Rechnungen denkbar, deren Aussagekraft fiir die gegebene Fragestellung
nicht zielfiihrend erschienen.

e 106K, 2UW9, 106L, 2JDO, 2JDR, 2XH5 und 2X39 lagen als Komplex mit Protein
Kinase B vor. Protein-Protein-Komplexe erhéhen den rechnerischen Aufwand.
Zusatzlich lassen sich angegebene biologische Daten nicht mehr ausschlieRlich mit der
HsGSK-3p alleine in Verbindung bringen.
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e 1109 und 1H8F wurden nicht in Betracht gezogen, da diese als Apoenzyme’ vorliegen.

Da im Folgenden MD-Simulationen mit Protein-Ligand-Komplexen durchgefiihrt

werden sollten, wurden Apoenzyme nicht weiter berticksichtigt.
e 1J1B, 1JIC und 1PYX liegen im Komplex mit ANP bzw. ADP vor, fir die folglich

keine Inhibition bestimmt werden konnte.

e Fir 109U, 1GNG und 1ROE wurden keine biologischen Daten dokumentiert. 3F88

konnte nicht vollstdndig charakterisiert werden. Die Autoren begrinden dies damit,

dass der kokristallisierte Ligand wahrend der Rontgenstrukturanalyse mittels X-RAY

gespalten wird.

e Fir 314B und 3L1S wurden lediglich K;-Werte bestimmt.

Damit ergab sich der in Tabelle 4 zusammengefasste Datensatz von zwélf Protein-Ligand-

Komplexen, die fur die anschlieBenden Berechnungen verwendet werden sollten.

Tabelle 4. Ubersicht der verwendeten Protein-Ligand-Komplexe. Angegeben sind die entsprechenden PDB-
Eintrdge, die zugehorigen Inhibitoren entsprechend ihrer Benennung im Eintrag sowie die ermittelten 1Cso-
Werte. Die Strukturen der nummerierten Inhibitoren sind in Abbildung 5.1. gezeigt.

PDB-Eintrag  Inhibitor ICso[UM]  Literatur

1Q3D STU (42) 0.015 BERTRAND et al.[163]
1Q3wW ATU (49)  0.004 ebd.

1Q41 IXM (44) 0.022 ebd.

1Q4L 679 (54) 0.160 ebd.

1Q5K TMU (55)  0.042 BHAT et al. [233]
1UV5 BRW (56)  0.005 MELER et al. [234]
205K HBM (57) 0.015 SHIN et al. [235]
20W3 BIM (58) 0.003 ZHANG et al. [230]
3DU8 553 (59) 0.146 MENINCHINCHERI et al. [236]
3F7Z 340 (60) 0.065 SAITOH et al. [237]
3GB2 G3B (61) 0.034 SAITOH et al. [238]
3ZDI UGJ (53) 0.130 FUGEL et al. [167]

5.1.1.2. Bindungsmodi der humanen GSK-3g-Inhibitoren.

Im einem vorbereitenden Schritt wurden zundchst die in den ausgewahlten Kristallstrukturen

kokristallisierten Inhibitoren hinsichtlich ihrer Bindungsmodi und Interaktionen zum Protein

analysiert, um diese wahrend der Molekuldynamiksimulationen beziglich ihrer Stabilitat un-

tersuchen zu kdnnen.

"Der Begriff Apoenzym beschreibt den Proteinanteil des Holoenzyms (altgr. (610c) holos-ganz). Als Holoenzym
bezeichnet man den Komplex aus Apoenzym und einem Co-Substrat (Co-Faktor oder auch Inhibitor).
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Abbildung 5.1. Zusammenfassung der ausgewéhlten zwolf Protein-Ligand-Komplexe. Die unterschiedlichen
farbigen Markierungen kennzeichnen die Interaktionen schwerer Atome in den jeweiligen Komplexen, beispiel-
haft gezeigt am Thieno[2,3-b]pyridin UGJ (53).
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Die dabei beobachteten direkten Wechselwirkungen sind in Abbildung 5.1. zusammengefasst.
Die farblichen Markierungen verdeutlichen die interagierenden schweren Atome von Inhibitor
und Rezeptor (beispielhaft gezeigt an UGJ (53) in 3ZDl). Darlber hinaus lagen auch Kontak-
te zu verbriickenden Wassermolekilen vor, auf die in Abschnitt 5.1.2.3. genauer eingegangen

wird.

5.1.1.3. Ligand- und Proteinparametrisierung

Die Kristallstrukturen wurden zundchst der Proteindatenbank (PDB) [232] entnommen und in
SyBYL 8.1. [239-240] bearbeitet. Da die meisten Kristallstrukturen als Dimere vorlagen, wur-
de die Kette B entfernt. Ebenso wurden Kristallwasser und Co-Faktoren wie z. B. Phosphate
oder Magnesium-lonen entfernt. Die Bereiche der Proteine, die bei der Erzeugung der Kris-
tallstrukturen nicht aufgel6st werden konnten, wurden nicht vervollstindigt. Uber LEAP wur-
den im weiteren Arbeitsablauf lediglich die Wasserstoffatome sowie fehlende Atome der
Aminosauren automatisch hinzugefiigt. Phosphotyrosine wurden analog zur Verfahrensweise
von KRUGGEL zu Tyrosinen mutiert [169]. Die Atomtypen der Liganden wurden tberprift
und ggf. angepasst. Um im spateren Verlauf die fur die MD notwendigen Parameter fur Lig-
and, Protein und Komplex generieren zu kénnen, wurden Inhibitor und Rezeptor voneinander

isoliert®.

Im ndchsten Schritt wurden die bendtigten Partialladungen mit dem Programm ANTECHAMBER
[186] erzeugt. Im ersten Ansatz wurden semiempirisch tber den implementierten Algorithmus
AM1-Bcc Ladungen [199-200] berechnet. Fur alle Liganden mit Ausnahme des 679 (54)
wurden Formalladungen von null definiert, letzteres wurde als einfach-negativ geladen be-
trachtet. Uber das Programm LEAP wurden unter der Beriicksichtigung der GAFF- und
ff99SB-Kraftfelder die entsprechenden Kraftfeldparameter flr Protein, Ligand und Komplex
generiert. Im Zuge dessen wurden das Protein und der Protein-Ligand-Komplex in einer quad-
ratischen Wasserbox von 8 A um das Protein, ausgehend vom &uReren Rand des Proteins,
platziert. Als Wassermodell wurde das TIP3P-Wasser verwendet. Es handelt sich hierbei um
ein von JORGENSEN [241] entwickeltes Wassermodell, welches drei elektrostatische Wech-
selwirkungspunkte bietet: 2 partiell positive Ladungen an den Wasserstoffatomen und eine
partiell negative Ladung am Sauerstoffatom. VVan der Waals Wechselwirkungen zwischen den
Wassermolekilen werden anhand des Lennard-Jones Potentials mit einem Wechselwirkungs-

punkt am Sauerstoffatom berechnet, die Wasserstoffatome werden hierbei nicht bertcksich-

8Fir die Generierung der Topologien wurden Protein, Ligand und Komplex in jeweils separaten Dateien gespei-
chert (Protein und Komplex als pdb-Files, Ligand als mol2-Files).
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tigt. Zusatzlich ist die Starrheit der einzelnen Molekiile tUber eine kiinstliche Bindung zwi-
schen den Wasserstoffen gewahrleistet. Die damit gewonnene Rigiditét fiihrt zu einer deutlich
verkirzten Simulationsdauer im Vergleich zu anderen Wassermodellen wie z. B. TIP4P. Alle
Protein-Ligand-Komplexe waren positiv geladen und wurden entsprechend durch Addition

von Chlorid-lonen im Solvent neutralisiert.

5.1.1.4. Minimierung

Die solvatisierten Protein-Ligand-Komplexe wurden mit SANDER [186] unter Verwendung der
generierten Topologie-Files in zwei Schritten minimiert: 500 Zyklen mit STEEPEST DESCENT
Algorithmus, 500 Zyklen mit der CONJUGATE-GRADIENT-Algorithmus. Die Komplexe wur-
den durch Anlegen einer Kraftkonstante von 2 kcal'mol™ A2 an alle Atome des Proteins mi-
nimal fixiert. Es wurde periodische Randgruppenbedingungen unter Berlicksichtigung des
PME-Verfahrens angelegt. Der Cut-off fiir nichtbindende Interaktionen wurde auf 8 A festge-
legt. Die interne Dielektrizitdtskonstante wurde auf 1.0,die externe Dielektrizitatskonstante

auf 80.0 definiert. Diese Bedingungen wurden fir die weitere VVorgehensweise beibehalten.

5.1.15. Molekuldynamiksimulation

Das gesamte System wurde anschlieRend Uber einen Zeitraum von 50 ps von 0 auf 300 K er-
warmt. Die Temperaturregulierung erfolgte tber das in Abschnitt 4.5. beschriebene LANGE-
VIN-Thermostat [242]. Anschliefend wurde die Dichte der Wasserbox 50 ps und dann das ge-
samte solvatisierte System 500 ps bei 300 K und 1 bar ohne Kraftkonstante simuliert. Die
wurde unter NPT-Bedingungen durchgefihrt, d. h. die Zahl der Atome N, der Druck P (in bar)
und die Temperatur T (in Kelvin wurden konstant gehalten, um das System in einen Gleich-
gewichtszustand zu bringen. Dieser Arbeitsschritt wird im Folgenden als Equilibrierung be-
zeichnet. Hier wurde der SHAKE-Algorithmus [243] angewendet, welcher alle Bindungsab-
stdnde mit Wasserstoffatomen fixiert. Anschlieend wurden in Analogie zur Durchfiihrung
von CHEN et al. 2 ns produktive Molekiildynamiksimulationen durchgefiihrt® [231]. Die Ver-
anderung der Koordinaten des Proteinkomplexes wurde alle 2 ps gespeichert, so dass 1000
Snapshots fir die Berechnung der Freien Bindungsenthalpie via MM/PBSA und MM/GBSA

erhalten wurden®®.

°Im Weiteren auch als Produktionslauf bezeichnet.
OAn dieser Stelle sei kurz auf die Limitierung der Rechenkapazitaten erwéhnt. So dauerte eine Molekiildyna-
miksimulation von 2 ns mit allen vorbereitenden Schritten 48 Stunden.
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5.1.1.6. MM/G(P)BSA-Berechnungen der Freien Bindungsenthalpien

Die Berechnungen der Freien Bindungsenthalpien erfolgten, ausgehend von den in Abschnitt

4.4 beschriebenen Gleichungen, anhand der Formel (5.1) in Abbildung 5.2.

AGbind = AGKomplex - AGProi:ein - AGLigand (5-1)

Abbildung 5.2. Berechnung der Freien Bindungsenthalpien (AGgi,q). Die Freien Bindungsenthalpien fir Kom-
plex (AGkomplex), Protein (AGprgein) Und Ligand (AGyigang) €rgeben sich durch Losen der Gleichung (4.10) unter
Beriicksichtigung der vordefinierten Topologien.

Die Freien Bindungsenthalpien fir Komplex, Rezeptor und Ligand wurden aus den gespei-
cherten Konformationen geméaR Gleichung (4.10) berechnet, wobei durch Angabe der Topo-
logien von Ligand, Rezeptor und Komplex die entsprechenden Terme aus einer Molekuldy-
namiksimulation erhalten werden konnten. GeméalR der Gleichung (5.1) wird die Freie Bin-
dungsenthalpie fur jeden Snapshot berechnet, so dass am Ende Durchschnittswerte der Freien
Bindungsenthalpie erhalten werden. Im Experiment gelang die Enthalpieberechnung tiber das
in AMBER11 implementierte Python-Skript MMPBSA.PY [244].

5.1.2. Auswertung der MD-Simulationen

5.1.2.1. Genereller Arbeitsablauf

Die erzeugten MD-Simulationen wurden ausgehend von den in 5.1.1.2 beschriebenen Protein-
Ligand-Wechselwirkungen hinsichtlich bestimmter Kriterien bzw. Bereiche analysiert, wel-
che in Abbildung 5.3. zusammengefasst sind. Die Auswertung wurde mit dem Programm
VMD [245] durchgefiihrt. Um die Stabilitat der Interaktionen zwischen Rezeptor und Inhi-
bitor zu erfassen, wurden neben der visuellen Analyse die Distanzen zwischen den jeweiligen
an der Bindung beteiligten schweren Atome Uber den Simulationszeitraum verfolgt.
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5. Ergebnisse und Diskussion

Fur Wasserstoffbriickenbindungen und ionische Wechselwirkungen wurde dabei ein Bereich
von 2.5-3.5 A als positive Interaktion bewertet, auftretende Van-der-Waals-Interaktionen
wurden im Bereich von 3.3-4.0 A angesehen. Insgesamt wurden groRere Toleranzen als im
Vergleich zu statischen Methoden wie Docking angesetzt, da es sich hier um bewegliche Sys-
teme handelt, bei denen kurzzeitig immer wieder ,,nicht-optimale* Interaktionsdistanzen und
Winkel auftreten konnten [246]. Hier lag ein zusatzliches Augenmerk auf dem Verhalten des
TIP3P-Wassers im Bindetaschenbereich. Um die Stabilitdt des gesamten Protein-Ligand-
Komplexes erfassen zu kénnen, wurden neben der visuellen Analyse in VMD auch rmsd-
Plots des Protein-Backbones (engl.: root-mean-square deviation) in VMD angefertigt. Dabei
wird der zeitliche Verlauf des durchschnittlichen Abstands zwischen allen Backbone-Atomen
im Vergleich zu einer Referenz, d.h. der Startstruktur'® des jeweiligen Protein-Ligand-
Komplexes, bestimmt. Um Fluktuationen innerhalb der Graphen besser verstehen zu kénnen,

wurden Heatmaps berechnet.

Dazu wird die Bewegung jeder einzelnen Aminosaure anhand ihres rmsd zu einer Referenz
(der Startstruktur) erfasst und anhand des rmsd-Wertes in eine Farbskala tiberfiihrt (rot starke
Bewegung, blau kaum Bewegung) Anders als beim Backbone-rmsd-Plot werden die entspre-
chenden Seitenketten hier auch berticksichtigt. Im Folgenden soll der Prozess der Auswertung
der Molekildynamiksimulationen an der humanen GSK-34 gezeigt werden. Die Analyse aller
weiteren im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten Simulationen wurde analog vorgenommen,
wobei in den entsprechenden Kapiteln nur auf Besonderheiten eingegangen werden soll.
Wenn nicht anders beschrieben, wurden die MD-Simulationen der jeweiligen Protein-Ligand-

Komplexe als stabil erachtet.

5.1.2.2.  Stabilitat des Gesamtsystems

Anhand der eingangs beschriebenen Herangehensweise wurde nun im ersten Schritt die Stabi-
litdt des Gesamtsystems jedes der zwoIf simulierten Protein-Ligand-Komplexe tber den Ver-
lauf der MD-Simulationen analysiert. Dazu wurden fir jede Simulation die rmsd-Verldufe der

Backbone-Atome im Vergleich zur Startstruktur erfasst (vgl. Abbildung 5.4.).

“Der Begriff der Startstruktur bezeichnet im Allgemeinen den Protein-Ligand-Komplex vor dem Beginn des
Avrbeitsablaufs, d. h. die Kristallstruktur bzw. die Kombination aus Homologiemodell und Dockinglésung, und
wird im weiteren Verlauf, wenn nicht anders beschrieben, immer so verstanden. Diese wird, wenn nicht anders
erwahnt, in den Auswertungen als Referenzstruktur verwendet.
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Abbildung 5.4. Backbone-rmsd Plots der HsGSK-3-Protein-Ligand-Komplexe zur Startstruktur tiber 2 ns Mole-
kuldynamiksimulation. Aufgetragen ist der rmsd gegenlber der Startstruktur in Angstrém gegen die Snapshots
(1 Snapshot = 2 ps, 1000 Snapshots entsprechen 2 ns).

Es lasst sich deutlich erkennen, dass der rmsd fir alle Molekildynamiksimulationen um einen
konstanten Wert fluktuiert und kein weiterer Anstieg zu verzeichnen ist. Daraus geht hervor,
dass das Protein einen stabilen Zustand eingenommen hat und die Equilibrierung mit 500 ps
ausreichend lang gewahlt wurde. Die Schwankungen liegen dabei in einem Maximalbereich
von 0.5 A (iber das gesamte Protein. Dies spricht firr eine gute Stabilitat der Systeme unter
den gewdhlten Bedingungen. Zudem liegen alle rmsd-Verlaufe in einem Bereich von 1.0-
2.0 A im Verhiltnis zur Startstruktur, so dass die wahrend der Molekiildynamiksimulation
generierten Konformationen grundsétzlich als kristallstrukturdhnlich angesehen werden kon-
nen. Die wahrend der MD auftretenden Bewegungen wurden nun genauer ber Heatmaps
analysiert und zwischen den verschiedenen MD-Simulationen verglichen. Die Proteinbewe-
gungen lieRen sich dabei jeweils auf die gleichen Bereiche zurtickfiihren. Dies wird bei der
Auftragung des rmsf-Wertes (engl.: root-mean square fluctuation) deutlich (vgl. Abbildung
5.5.). Dabei wird die durchschnittliche positionelle Anderung tiber die Zeit fiir jede Amino-
saure (d. h. die Summe Uber alle durchschnittlichen Positionsanderungen der jeweiligen Ato-

me) gegeniber einer Referenz (der Startstruktur) bestimmt.
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Abbildung 5.5. Die flexiblen Bereiche der HsSGSK-34 am Beispiel der Kristallstruktur 1Q3W (Hellblau). Die
wahrend der Molekildynamiksimulation stark beweglichen Bereiche (rot eingeférbt) wurden anhand der Heat-
maps in VMD sowie rmsf-Plots identifiziert. Die wichtigsten Bereiche sind zuséatzlich im rmsf-Plot (links) ge-
kennzeichnet.

So sind die dem Losungsmittel zugewandten Sekundarstruktur-verbindenden Loops, d. h. im
N-Terminalen Bereich die Bereiche zwischen den -Faltblattern bzw. im C-Terminus zwischen
den a-Helices, der a-Helix C, dem Activation-Loop, sowie Anfang- und Endpunkt der Se-
quenz fir die Fluktuationen innerhalb der rmsd- bzw. rmsf-Graphen verantwortlich zu ma-
chen (vgl. Abbildung 5.5.). Diese Bereiche setzen sich aus Aminosauren wie Arginin, Lysin,
Aspartat, Glutamin, Tyrosin und Phenylalanin zusammen, die sich wiederum durch flexible
Seitenketten auszeichnen. Zusatzlich weist der Glycin-Rich-Loop aufgrund des namensge-
benden Glycin-Anteils eine erhohte Flexibilitat auf. Insgesamt stehen die erhaltenen rmsf-
und rmsd-Plots in sehr guter Ubereinstimmung mit den Beobachtungen von CHEN et al. [231].
Sie fuhrten 2 ns Molekuldynamiksimulationen verschiedener Protein-Ligand-Komplexe von
Paullonen (u.a. Alsterpaullon (ATU (49)) in 1Q3W) in der GSK-3 bzw. CDK-5 durch. An-
hand der MD-Simulationen sowie Berechnung der Freien Bindungsenthalpien via
MM/PBSA-Verfahren erklarten sie die Selektivitat dieser Verbindungen zugunsten der Gly-
kogen Synthase Kinase-3. Die rmsd-Verlaufe stabilisierten sich vergleichbar zu den im Rah-
men dieser Arbeit durchgefuhrten Simulationen wahrend der MD-Simulationen ebenfalls zwi-
schen 1.5 bis 2 A. Ebenso lassen sich anhand der rmsf-Auftragungen der Autoren die in Ab-
bildung 5.5. herausgestellten flexiblen Bereiche der GSK-3/ bestatigen [231].
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5.1.2.3.  Protein-Ligand-Interaktionen

Neben der Stabilitit des Proteins ist die Qualitat der Ligand-Protein-Interaktionen entschei-
dend fur die spateren MM/GBSA- und MM/PBSA- Berechnungen. Der Begriff Qualitdt um-
fasst dabei die Stabilitat des Bindungsmodus und in diesem Zusammenhang die Bestandigkeit
der damit verbundenen Interaktionen. Diese lie3en sich fir die simulierten humanen GSK-34-

Komplexe in vier Kategorien unterteilen:

Q) Die fur ATP-kompetitive Inhibitoren charakteristischen Interaktionen zur Hinge

Region
(i) Interaktionen zum konservierten Lysin (Lys85) tief in der Bindetasche
(iii)  Weitere Interaktionen z. B. zum Aspartat (Asp200) des DFG-Motivs
(iv)  Verbrickendende Wassermolekiile

Letztere wurden in den vorbereitenden Schritten nicht beriicksichtigt Ein eventuelles Auftre-
ten dieser Interaktionen wahrend der MD-Simulationen sollte allerdings erfasst werden, um so
moglicherweise Ruckschlisse auf deren Einfluss auf die Stabilitat der Posen gewinnen zu

kdnnen.

Interaktionen zur Hinge Region

Die Interaktionen der jeweiligen Liganden zu den Backbone-Atomen der Hinge Region lassen
sich im Wesentlichen auf zwei Aminosauren reduzieren, das Asp133 sowie das Val135, die in
Analogie zum Adenin-Korper des ATPs adressiert werden. Die Wechselwirkungen erfolgen
beim Aspartat mit dem Backbone-Carbonyl-Sauerstoffatom. Flr das Valin ist neben der In-
teraktion zum entsprechenden Backbone-Carbonyl-Sauerstoffatom eine Wasserstoffbriicken-
bindung zum Proton des benachbarten Backbone-Amid-Stickstoffatoms denkbar. In allen si-
mulierten Protein-Ligand-Komplexen kann mindestens eine dieser Wechselwirkungen beo-
bachtet werden. Nachfolgend sollen die Molekiildynamiksimulationen der zwolf Protein-
Ligand-Komplexe anhand der Kontakte zu den genannten Aminosduren diskutiert werden.
Wie aus Abbildung 5.1 hervorgeht, interagieren die Liganden STU (42), IXM (44), 679 (54),
BRW (56), HBM (57) und BIM (58) innerhalb der ATP-Bindetasche der jeweiligen Kristall-
strukturen Uber Wasserstoffbriickenbindung mit dem Backbone-Carbonyl-Sauerstoffatom des
Asp133. Abbildung 5.6. und Abbildung 5.7. zeigen die Distanzmessung zwischen dem Car-
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bonyl-Sauerstoffatom mit dem entsprechenden Interaktionspartnern der jeweiligen Verbin-

dungen in den Kristallstrukturen.
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Abbildung 5.6. Distanzmessung zwischen dem Backbone Carbonyl-Sauerstoffatom des Asp133 und dem je-
weils interagierenden Atom des Liganden in 1Q3D (schwarz), 1Q41 (rot), 1Q4L (grin), 1UVS5 (blau) und 20W3
(gelb).

Insgesamt sind bei STU (42), IXM (44), 679 (54), BRW (56) und BIM (58) sehr geringe
Fluktuationen zu beobachten, Distanzen gréRer als 3.5 A treten im Falle des Staurosporin (42)
in 1Q3D sowie des Liganden IXM (44) in 1Q41 nur kurzzeitig auf und sind auf Eigenbewe-

gungen von Protein und Ligand zurtckzufihren.

In der Kiristallstruktur 205K konnte fir das HBM (57) zwischen dem Sauerstoffatom der
Hydroxylfunktion und dem Backbone-Carbonyl-Sauerstoffatom des Aspl133 noch ein Ab-
stand von 2.5 A bestimmt werden, hingegen kann wéhrend der Molekiildynamiksimulation
mit Ausnahme des Bereichs zwischen Snapshot 200 und 400 des Protein-Ligand-Komplexes
meist eine Entfernung von 4 A oder weiter gemessen werden (vgl. Abbildung 5.7.). Dies l4sst
sich anhand der Positionierung des Liganden in der Bindetasche erklaren. Das Molekiil inter-
agiert Uber die Hydroxylfunktion mit dem Backbone-Amid-Stickstoffatom des Val135 sowie
Uber das Proton am Imidazol-Stickstoffatom zum Backbone-Carbonyl-Sauerstoffatom der
entsprechenden Aminosdure (vgl. Abbildung 5.7.). Letztere ist aufgrund des Abstands von

3.3 A in der Kristallstruktur eher schwach zu bewerten.
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Abbildung 5.7. Distanzmessung zwischen dem Backbone Carbonyl-Sauerstoffatom des Val135 und dem Sauer-
stoffatom der Hydroxylfunktion (schwarz) und dem Imidazol-Stickstoffatom (NH, rot) des Liganden HBM (57)
sowie zwischen dem Backbone Carbonyl-Sauerstoffatom des Aspl133 und dem Sauerstoffatom der Hydro-
xyfunktion (griin) in 205K.. So wird wahrend der MD-Simulation zumeist die im oberen Bild gezeigte Pose
vom Liganden eingenommen. Eine Ausnahme bildet der Bereich zwischen Snapshot 200 bis 400. Dort richtet
sich der Ligand - wie im unteren Bild gezeigt - aus.

Waéhrend des Aufheizprozesses dreht der Ligand minimal zur Hinge Region, so dass anstatt
einer Wasserstoffbriickenbindung zum Asp133, eine Interaktion zwischen dem Proton der
Hydroxylfunktion des Liganden und dem Backbone-Carbonyl-Sauerstoffatom des Val135 be-
obachtet werden kann, auch wenn diese aufgrund des nicht optimalen Winkels von 130-140°
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schwiécher zu bewerten ist. Zusétzlich ist aufgrund des Abstandes von 3.3 A zwischen dem
Imidazol-Stickstoffatom und der Hinge Region genug Platz, dass sich wéhrend des Auf-
heizprozesses ein Wassermolekul zwischen Ligand und Hinge Region positioniert. In der
Konsequenz tritt statt der direkten Wasserstoffbriickenbindung eine vermittelte Interaktion
zwischen der Hydroxylfunktion des Liganden und dem Backbone-Carbonyl-Sauerstoffatom

des Val135 auf, welche aufgrund des Winkels von 160-180° deutlich stérker zu bewerten ist.

Wie aus Abbildung 5.7. zu entnehmen ist, verringert sich der Abstand zwischen dem Backbo-
ne-Carbonyl-Sauerstoffatom des Asp133 zwischen Snapshot 200 und 400 auf ungefdhr 3 A.
Der Grund hierfir ist, dass das verbriickende Wasser zwischen Ligand und Hinge Region
durch die Bewegungen innerhalb des Systems nicht mehr fixiert wird und aus dieser Position
wandert. Im Zuge dessen bewegt sich der Ligand parallel zur Hinge Region in Richtung des
Aspartats und interagiert mit selbigem ber eine Wasserstoffbriickenbindung. Diese Bewe-
gung kann zusétzlich anhand des Abstandes zwischen dem Sauerstoffatom der Hydroxylfunk-
tion des Liganden und dem Backbone-Carbonyl-Sauerstoffatom des Val135 nachvollzogen
werden. Gleichermalien wird die nun fehlende Interaktion zur Hinge Region durch Wechsel-
wirkung zwischen dem Imidazol-Proton und dem Carbonyl-Sauerstoffatom des Valins kom-
pensiert. Dies wird durch die Abnahme des Abstands zwischen den jeweiligen schweren
Atomen unter die Grenze von 3.5 A bestitigt. Im weiteren Verlauf der MD-Simulation wird
durch Bewegung des Liganden die Position des verdrangten Wassermolekdils durch ein neues
Wassermolekul eingenommen und die vorausgehenden Interaktionen treten wieder ein. Insge-
samt weist die MD-Simulation grofRere Fluktuationen auf, welche den Eigenbewegungen des
Gesamtsystems zuzuordnen sind. Die Pose bleibt wahrend der Molekildynamiksimulation
grundsatzlich stabil, allerdings treten die in der Literatur beschriebenen Wechselwirkungen

nur teilweise wéhrend der Simulation auf [235].

Wie vorhergehend erwahnt, interagiert das HBM (57) Uber den Hydroxylsubstituenten mit
dem Proton des Backbone-Amid-Stickstoffatoms des Val135. Der Verlauf des Abstandes
zwischen den beteiligten schweren Atomen ist in Abbildung 5.8. gezeigt. Interessanterweise
weist diese Interaktion im HBM (57) im Vergleich zu den daneben gezeigten Abstandsverlau-
fen der Verbindungen 340 (60) und G3B (61) in 3F7Z bzw. 3GB2 deutlich geringere Fluk-
tuationen auf und bleibt Gber den Groliteil der MD-Simulation stabil. Diese l&sst sich anhand
unterschiedlicher Polarisierung der das Proton am Backbone-Amid-Stickstoffatom des
Vall35 adressierenden schweren Atome der Liganden erklaren. So wechselwirkt das 340

(60) Gber einen Benzodioxolan- und das G3B (61) liber einen Benzofuran-Sauerstoffatom. In
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letzterem wird Uber das delokalisierte System die negative Partialladung herabgesetzt und in
der Folge die Starke der Wasserstoffbriickenbindung im Vergleich z. B. zur Interaktion zwi-
schen dem Proton des Valin-Stickstoffatoms und dem Carbonyl-Sauerstoffatoms des ATU
(49) in 1Q3W deutlich reduziert.

Tabelle 5. Mit ANTECHAMBER berechnete Partialladungen der zum Vall35 Stickstoffatom interagierenden

schweren Atome der Liganden ATU (49), HBM (57), 340 (60) und G3B (61) in 1Q3W, 205K, 3F7Z bzw.
3GB2.

Inhibitor Partialladung
ATU (49)  -0.620
HBM (57) -0.495
340 (60) -0.326
G3B (61) -0.191

O T ‘ T ‘ T | T | T
0 200 400 600 800 1000
Snapshots

Abbildung 5.8. Distanzmessung zwischen dem Backbone-Stickstoffatom des Val135 und dem jeweils interagie-
renden Atom des Liganden in 205K (schwarz), 3F7Z (rot) und 3GB2 (grin).

Die Partialladung des mit dem Proton am Backbone-Amid-Stickstoffatom des Val135 intera-
gierenden Sauerstoffatoms im Benzodioxolan 340 (60) liegt als Acetal gebunden vor und ist
daher in seiner Polarisierung in Relation zum Carbonyl-Sauerstoffatom in ATU (49) herabge-
setzt. Allerdings wird dieser anders als im Benzofuran nicht durch die Delokalisation beein-
flusst. Zusétzlich schiebt die benachbarte Methyleneinheit Elektronendichte zum Benzodioxo-
lan-Sauerstoffatom, so dass die negative Partialladung in 340 (60) hoher ist als im G3B (61).
Folglich ist die Interaktion zwischen dem 340 (60) und dem Proton am Backbone-Amid-
Stickstoffatom des Val135 stérker als die zwischen dem G3B (61) und den entsprechenden
Atomen der Hinge Region und kann so eine Erkl&rung fur die unterschiedlichen Fluktuatio-

74



5. Ergebnisse und Diskussion

nen sein. Zusétzlich scheint die Startgeometrie eine Rolle zu spielen, da zwischen dem Back-
bone-Amid-Stickstoffatom des Val135 und dem Benzofuran-Sauerstoffatom in der Kristall-
struktur ein Abstand von 3.3 A vorliegt, so dass diese Wechselwirkung in G3B (61) als
schwach einzuschatzen ist. Dies wird durch die beschriebenen Beobachtungen unterstutzt.
Der native Bindungsmodus G3B (61) in der HsSGSK-34-Struktur 3GB2 bleibt entgegen der
dokumentierten Fluktuationen beziglich der Interaktion zur Hinge Region Uber die gesamte
MD-Simulation stabil. Zwar ist die Hydroxylfunktion des HBM (57) in ihrer Eigenschaft als
Wasserstoffakzeptor im Vergleich zum Carbonyl-Sauerstoffatom schwacher, allerdings ist sie
aufgrund ihres phenolischen Charakters azide und zieht infolge ihres negativen induktiven
Effekts (-1-Effekt) Elektronendichte vom benachbarten Aromaten ab, so dass zwar die negati-
ve Partialladung in Relation zum Carbonyl-Sauerstoffatom weniger ausgeprégt ist aber immer
noch deutlich starker als in den entsprechenden Benzofuran- bzw. Benzodioxolan-
Sauerstoffatomen. Daher ist die Interaktion zum Proton am Backbone-Amid-Stickstoffatom
des Val135 entsprechend und kann den deutlich stabileren Verlauf der Distanzmessung der
beteiligten schweren Atome Uber den Simulationszeitraum von 2 ns erklaren. Zusatzlich wird
das verbruckende Wassermolekill zwischen Ligand und Carbonyl-Sauerstoffatom sowie die
Interaktion zum konservierten Lys85 tief in der Bindetasche einen stabilisierenden Effekt auf
die Ligandpose und somit auf die Wechselwirkung zwischen dem HBM (57) und Hinge Re-
gion auslben. Die Qualitat bzw. Stabilitat dieser Kontakte zwischen Liganden und Protein

soll noch an entsprechender Stelle genauer betrachtet werden.
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Abbildung 5.9. Distanzmessung zwischen dem Backbone-Stickstoffatom des Val135 und dem jeweils interagie-
renden Atom des Liganden in 1Q3D (schwarz), 1Q3W (rot), 1Q41 (griin) und 1QA4L (blau), 1Q5K (gelb), 1UV5
(braun), 20W3 (hellblau) und 3DU8 (magenta).
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5. Ergebnisse und Diskussion

Neben den diskutierten Verbindungen interagieren acht weitere Substanzen des Datensatzes
mit dem Proton des Val135-Backbone-Amid-Stickstoffatoms. Die entsprechenden Distanz-
messungen zwischen den beteiligten schweren Atomen von Ligand und Aminoséure sind in
Abbildung 5.9. gezeigt. Es lasst sich erkennen, dass fir diese Verbindungen die jeweiligen
Interaktionen ber die gesamten Verldufe der MD-Simulationen stabil bleiben und nur gerin-
ge Fluktuationen aufgrund von Eigenbewegungen des Protein-Ligand-Komplexes innerhalb
der Bindetasche auftreten. Wasserstoffbriickenbindungen zwischen dem Backbone-Carbonyl-
Sauerstoffatoms des Val135 und den Inhibitoren treten nur bei sieben der simulierten Protein-
Ligand-Komplexe auf. Die Abstandsmessungen der beteiligten schweren Atome sind in Ab-
bildung 5.10. gezeigt. Anhand der dargestellten Grafiken werden die Interaktionen der Ligan-
den ATU (49), 679 (54), BRW (56) und 553 (59) zum Val135 als stabil erachtetet und nicht
naher diskutiert. Fiir das Alsterpaullon (49) steht diese Beobachtung in guter Ubereinstim-
mung mit den Ergebnissen von CHEN et al. Die Distanzmessungen zwischen dem Proton am
Imidazol-Stickstoffatom des HBM (57) und dem Backbone-Carbonyl-Sauerstoffatom des
Vall35 in 205K weist groRere Fluktuationen auf (vgl. Abbildung 5.7.), welche aus den be-

reits diskutierten Griinden erklarbar sind.
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Abbildung 5.10. Distanzmessung zwischen dem Backbone Carbonyl-Sauerstoffatom des Val135 und den jewei-
ligen interagierenden Atomen der Liganden in 1Q3W (schwarz), 1Q41 (rot), 1UV5 (griin), 3DU8 (blau) und
3ZDI (gold).

Die Wechselwirkung zwischen dem Aminosubstituenten des Thieno[2,3-b]pyridin UGJ (53)
und dem Carbonyl-Sauerstoffatom zeichnet sich ebenfalls durch gréliere Bewegungen aus
und kann daher eher als schwach angesehen werden (der Abstand liegt zumeist deutlich tber

dem Maximalwert von 3.5 A). Fiir diese Beobachtung sind drei mégliche Ursachen erkenn-
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5. Ergebnisse und Diskussion

bar: Zum einen ist der Winkel zwischen dem Valin-Carbonyl-Sauerstoffatom und der Amino-
funktion des Liganden mit 110-120° nicht optimal. Zum anderen ubt das benachbarte Proton
des Amids des Val135 einen sterisch-negativen Effekt auf diese Wechselwirkung aus. Zusatz-
lich interagiert der Ligand Uber die Aminofunktion am Thiophenring mit der Aspartat-
Seitenkette des DFG-Motivs, die unter physiologischen Bedingungen deprotoniert ist. In der
Folge ist diese Wasserstoffbriickenbindung fast vergleichbar mit einer Salzbriicke und somit
fur den Liganden deutlich giinstiger als die nicht ganzlich optimale Interaktion zur Hinge Re-
gion. Dies spiegelt sich auch in der Abstandsmessung zwischen dem Amin-Stickstoffatom am
Thiophen und den Aspartat-Sauerstoffatomen wieder (vgl. hierzu Abbildung 5.14.). Der nati-
ve Bindungsmodus des Thieno[2,3-b]pyridins UGJ (53) in 3ZDI bleibt aber sonst tiber die ge-
samte Molekuldynamiksimulation stabil.
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Abbildung 5.11. Distanzmessung zwischen dem Backbone-Carbonyl-Sauerstoffatom des Val135 und den Stick-
stoffatomen N1 (schwarz) und N2 (rot) des Liganden TMU (55) in 1Q5K.
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5. Ergebnisse und Diskussion

Das Harnstoff-Derivat TMU (55) ordnet sich in der Bindetasche des humanen GSK-34 so an,
dass beide Protonen des Diamids mit dem Carbonyl-Sauerstoffatom des Valins in Wechsel-
wirkung treten konnen. Verfolgt man, wie in Abbildung 5.11. gezeigt, den Abstand zwischen
den beteiligten schweren Atomen, so zeigt sich, dass beide Interaktionen iber den gesamten
Verlauf der MD-Simulation auftreten, wobei die Interaktion des &ufReren Amid-
Stickstoffatoms (vgl. Abbildung 5.11, N2) aufgrund des grof3eren Abstands und der gréReren
Fluktuation schwécher ausfallt. Eine Erklarung ist, dass die Wechselwirkung zum Proton am
N1-Stickstoffatom groéRtenteils einen optimalen Winkel von 170-180 ° einnimmt und das Pro-
ton am N2 Stickstoffatom nur noch in einem Winkel von 130-140 ° mit dem Carbonyl-

Sauerstoffatom interagieren kann.

Interaktionen zum konservierten Lysin

Der Umstand, dass das Lys85 tief in der Bindetasche hochkonserviert in Kinasen vorliegt
[246], macht es zu einem interessanten Adressierungspunkt fiir Protein-Ligand-Interaktionen.
Im Fall der humanen GSK-3p interagieren funf der simulierten Inhibitoren Gber Wasserstoff-
briickenbindungen mit der Seitenkette dieser Aminoséaure. Die Interaktion zwischen dem 340
(60) in 3F7Z und dem Lys85 ist in der entsprechenden Publikation beschrieben [247]. Aller-
dings findet man in der Kristallstruktur einen Abstand von 3.9 A, so dass die Wechselwirkung
nur der Vollstandigkeit halber mit einbezogen wurde. Die Kristallstruktur des Liganden ist in
Abbildung 5.12. gezeigt. Zum Vergleich wurde durch Ausrichtung der Proteinstrukturen von
3F7Z und 3GB2 das entsprechende Derivat G3B (61) in die Bindetasche des 340 (60) proji-
ziert. Es lasst sich nachvollziehen, dass das Benzodioxolan-Derivat 340 (60) aufgrund der
geringeren Grol3e tiefer in die Bindetasche und der Oxadiazol-Korper am e-Stickstoffatom der

Lys85-Seitenkette vorbei zeigt und somit der Abstand von 3.9 A zustande kommit.
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5. Ergebnisse und Diskussion

Das G3B (61) hingegen wird in der Kristallstruktur Gber eine Wasserstoffbriickenbindung zur
Seitenkette des Argl41 fixiert, so dass der Ligand im Vergleich zum 340 (60) nicht so tief in
die Bindetasche zeigen und hier ein Abstand von 3.1 A zum konservierten Lysin in 3GB2 be-
steht (Der Abstand von 3.52 A in Abbildung 5.12. zeigt die Distanz des projizierten G3B (61)
in der Bindetasche des 3F7Z und dient nur zum Verstandnis der gezeigten Abstandsplots).
Diese Interaktion kann aufgrund der hohen Eigenbewegungen der Argl41-Seitenkette wah-
rend der Molekuldynamiksimulationen nicht beobachtet werden und geht bereits wéhrend der
Equilibrierungsphase verloren. In den Produktionslaufen kénnen keine Abstande Kkleiner als
5.00 A zwischen den beteiligten schweren Atomen von G3B (61) und Arg141-Seitenkette er-
mittelt werden. Interessanterweise wird diese fehlende Wechselwirkung durch eine neue Was-
serstoffbriickenbindung zur Hydroxylgruppe der Thrl138-Seitenkette kompensiert. Anhand
des Verlaufs der Distanzmessung zwischen den beteiligten schweren Atomen kann dieser
Kontakt mit ungefahr 3.00 A tiber die gesamte MD-Simulation als sehr stabil erachtet werden.
Dartiber hinaus kénnen fiir beide Liganden tber die gesamten Zeitrdume der jeweiligen Mo-
lekiildynamiksimulationen zumeist nur Abstinde groRer 4.00 A zum e-Stickstoffatom der
Lys85-Seitenkette ermittelt werden. Kleinere Distanzen, die eine Wasserstoffbriickenbindung
vermuten lassen, treten lediglich fur den Liganden 340 (60) kurzzeitig zwischen Snapshot
600 bis 800 auf (vgl. Abbildung 5.12.). Dieses Ergebnis ist insofern interessant, als das -
ausgehend von den Startgeometrien der beiden Protein-Ligand-Komplexe fiir das G3B (61)
aufgrund der im Vergleich zum 340 (60) deutlich kirzeren Distanz zum Lys85 eine stabile
Interaktion erwarten wiirde. Einen mdglichen Ansatz bieten hier ebenfalls die Partialladungen
der an der Interaktion beteiligten schweren Atome, welche in Tabelle 6 aufgefihrt sind.

Tabelle 6. Mit ANTECHAMBER berechnete Partialladungen der zum Lys85 Stickstoffatom interagierenden schwe-

re Atome der Liganden ATU (49), HBM (57), 553 (59), 340 (60), G3B (61) und UGJ (53) in 1Q3W, 205K,
3DUS, 3F7Z bzw. 3GB2.

Inhibitor Partialladung
ATU (49) -0.215
HBM (57) -0.612
553 (59) -0.638
340 (60) -0.346
G3B (61) -0.296
UGJ (53)  -0.387

In beiden Verbindungen erfolgt die Wechselwirkung zum e-Stickstoffatom der Lys85-
Seitenkette tber das N3-Stickstoffatom des Oxadiazol. In 2-Position zu selbigem liegt in 340

(60) ein Thioether, in G3B (61) eine Methylgruppe vor. Erstere Uibt einen positiven mesome-
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5. Ergebnisse und Diskussion

ren Effekt (+M-Effekt) auf den Oxdiazol-Ring aus, welcher deutlich starker zu bewerten ist
als der positive induktive Effekt (+1-Effekt) der Methylgruppe in G3B (61). Dementsprechend
ist der N3-Stickstoffatom in 340 (60) starker negativ polarisiert, so dass eine Interaktion zum
e-Stickstoffatom der Lys85-Seitenkette entsprechend hdufiger auftreten kann. Bezieht man die
in Abschnitt 5.1.2.2. diskutierten rmsf-Verlaufe und die daraus herausgestellten flexiblen Be-
reiche der HsGSK-34-Protein-Ligand-Komplexe mit ein, ergibt sich eine Erklarungsmoglich-
keit die Bewegungen des Lysins in der ATP-Bindetasche. Grundsatzlich ist die Seitenkette
des Lys85 Uber zwei Salzbriicken zu den Carboxylat-Sauerstoffatomen der Asp200-
Seitenkette des DFG-Motivs bzw. der Glu63-Seitenkette am Anfang der a-Helix C fixiert
(vgl. Abbildung 5.13.).

19

~ VWW oyt

20 { 8

=

Distanz [A]

Distanz [A]

%
%

T T T T T T T T 0 T T T T T T T ;
\ /
) 200 400 600 800 1000 0 \\ 200 400 600 800 /1000
/
Snapshots . Snapshots /

T AL

0 200 400 600 800
Snapshots

Distanz [A)
w - »
i ._‘

Abbildung 5.13. Die Interkationen des Lys85 mit dem Asp200 des DFG-Motivs sowie dem Glul21 der a-Helix
C in 3GB2. Zur Orientierung ist ebenfalls der Oxadiazol-Ring des gebunden Liganden G3B (61) gezeigt. Oben
links ist die Distanzmessung zwischen dem Backbone-Carbonyl-Sauerstoffatom des Vall35 und dem e-
Stickstoffatom der Lys85-Seitenkette in 3GB2 aufgefihrt. Die beweglichen Bereiche des Loops im Bereich der
a-Helix C sind rot eingefarbt.

Vergleicht man nun fur 3GB2 den Abstand des Backbone-Carbonyl-Sauerstoffatoms des
Vall35 der Hinge Region zum &-Stickstoffatom der Lys85-Seitenkette in der Kristallstruktur
mit dem Verlauf des Abstandes zwischen den beteiligten schweren Atomen wahrend der MD-

Simulation, l&sst sich eine deutliche Veranderung der Positionierung erkennen. Wéhrend des
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Vorbereitungsprozesses steigt der Abstand von 13.8 A in der Startstruktur auf ca. 16 A an.
Grund hierfur ist die hohe Flexibilitat bzw. Beweglichkeit des Loops vor der a-Helix C. Die-
ser ,,zieht die a-Helix C in Richtung des Losungsmittels und dartiber hinaus ebenfalls die
Seitenkette des Lys85. Das Carboxylat des Asp200 hingegen kann aufgrund der Flexibilitat
der Seitenkette auf diese Bewegungen reagieren, so dass die entsprechende Salzbriicke erhal-
ten bleibt. Diese Beweglichkeit wirkt der attraktiven Wechselwirkung zwischen Ligand und
der Lys85-Seitenketten entgegen, so dass neben einer gewissen Interaktionsstarke (definiert
Uber die Partialladungen der beteiligten schweren Atome) auch eine passende Anordnung der
Lysin-Seitenkette in der Bindetasche flr eine stabile Wasserstoffbriickenbindung notwendig
scheint. In 3F7Z hingegen konnte lediglich ein Anstieg von 14.1 A in der Kristallstruktur auf
14.5 bis 15 A wihrend der MD-Simulation fiir den Abstand zwischen dem Backbone-
Carbonyl-Sauerstoffatom des Val135 der Hinge Region und dem e-Stickstoffatom der Lys85-
Seitenkette beobachtet werden. Zwischen Snapshot 600 und 800 verringert sich dieser auf bis
zu 13 A und die Interaktion zwischen Oxdiazol-Stickstoffatom des 340 (60) und e-
Stickstoffatom der Lys85-Seitenkette kommt zustande.
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Abbildung 5.14. Distanzmessung zwischen dem e-Stickstoffatom der Lys85-Seitenkette und dem Nitril-
Stickstoffatom des UGJ (53) (griin) in 3ZDI (hellblau).

Fur die Interaktion zwischen der an Position 2 gebundenen Nitrilfunktion des Thieno[2,3-
b]pyridins UGJ (53) in 3ZDI und dem &-Stickstoffatom der Lys85-Seitenkette kann wéhrend
der Molekildynamiksimulation nur zwischen den Snapshots 200 bis 400 sowie ab 950 ein
Abstand von etwa 3 A beobachtet werden (vgl. Abbildung 5.14.). Ein Grund hierfiir kann die
Geometrie innerhalb der Kristallstruktur sein, da der Abstand des interagierenden Stickstoff-
atoms des Liganden zum e-Stickstoffatom der Lys85-Seitenkette 3.50 A betragt. Zusatzlich
wird der Ligand durch die Wasserstoffbriickenbindung zum Carboxylat der Asp200-
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Seitenkette im DFG-Motiv derart fixiert, dass der Nitril-Substituent am Lysin vorbei tief in
die Back Pocket zeigt. Betrachtet man die Partialladung des zum e-Stickstoffatom der Lys85-
Seitenkette interagierenden Stickstoffatoms des Liganden, so kann hier mit -0.387 ein hoherer
Wert als fiir die Oxadiazol-Stickstoffatome in 340 (60) (-0.346) bzw. G3B (61) (-0.297) ge-
funden werden. Folglich kommt es zu einem stdrkeren Kontakt zwischen Ligand und Lysin
und eine entsprechende Wasserstoffbriickenbindung kann im Vergleich zum 340 (60) bzw.
G3B (61) h&ufiger beobachtet werden. Die Anordnung des Lysins zwischen Snapshots 200

bis 400 sowie ab 950 beglinstigt die Interaktion zusatzlich.
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Abbildung 5.15. Distanzmessung zwischen dem &-Stickstoffatom der Lys85-Seitenkette und den Sauerstoffato-
men der Nitrogruppe des ATU (49) (grin) in 1Q3W (hellblau).

Das Alsterpaullon ATU (49) tritt in der Bindetasche der HSGSK-3/ Uber eine Nitrogruppe mit
dem e-Stickstoffatom des konversierten Lysins in Wechselwirkung. Demnach kdnnen in der
entsprechenden Kristallstruktur 1Q3W zwischen den an der Wasserstoffbriickenbindung be-
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teiligten schweren Atomen Abstinde von 2.95 bzw. 4.21 A gefunden werden. In den in Ab-
bildung 5.15. gezeigten Verlaufen der Distanzen Uber die gesamte Molekildynamiksimulation
konnten zumeist nur Abstinde groRer 3.50 A gefunden werden. Zudem kommt es zu Rotati-
onsbewegungen entlang der Einfachbindung zwischen Nitrogruppe und benachbarten Aroma-
ten, so dass die Interaktion zum e-Stickstoffatom der Lys85-Seitenkette lediglich Uber eines
der Sauerstoffatome erfolgt. Diese Wechselwirkung kann, gewonnen aus den Erkenntnissen
aus der Kristallstruktur 1Q3W, als schwach angesehen werden. Dies lasst sich anhand der
Partialladungen verstehen. So sind die Sauerstoffatome der Nitrogruppe aufgrund der Deloka-
lisierung schwécher negativ polarisiert und die Interaktionsstarke der Wasserstoffbriickenbin-

dung herabgesetzt.

Die Liganden HBM (57) und 553 (59) interagieren uber Amid-Sauerstoffatome mit dem e-
Stickstoffatom der Lys85-Seitenkette in den jeweiligen Kristallstrukturen 205K und 3DUS.
Hier lassen sich im Vergleich zu den bisher diskutierten Liganden aufgrund starkerer Polari-
sierung der Carbonylfunktion deutlich stabilere Wasserstoffbriickenbindungen ausmachen
(vgl. Abbildung 5.16. und Abbildung 5.17.).
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Abbildung 5.16. Distanzmessung zwischen dem e-Stickstoffatom der Lys85-Seitenkette und dem Carbonyl-
Sauerstoffatom des Lactam-Rings des 553 (59) (grin) in 3DU8 (hellblau).

Dies lasst sich anhand der in Tabelle 6 genannten Partialladungen der Sauerstoffatome bekréaf-
tigen. Die Wechselwirkung des Liganden 553 (59) in 3DU8 zum e-Stickstoffatom der Lys85-
Seitenkette weist dabei Fluktuationen auf. Eine mdgliche Ursache hierfur kdnnte ein negativer
sterischer Effekt des benachbarten Amid-Protons auf das Lysin sein, so dass die Wasserstoff-
briickenbindung zwischen Protein und Inhibitor immer wieder unterbrochen wird. Aus diesem
Grund resultiert ein nicht optimaler Winkel von 140-150 ° entlang der Bindung zwischen

Carbonyl-Sauerstoffatom und Lysin-Seitenkette.
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In der Kristallstruktur des HBM (57) in 205K konnte zwischen dem Amid-Sauerstoffatom
und e-Stickstoffatom der Lys85-Seitenkette ein Abstand von 3.7 A ermittelt werden. Wahrend
der Molekildynamiksimulationen konnte unter Verdrdngung eines Wassermolekiils, welches

sich wahrend des Vorbereitungsprozesses in die Back Pocket bewegte, eine stabile Wasser-
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Abbildung 5.17. Distanzmessung zwischen dem e-Stickstoffatom der Lys85-Seitenkette und dem Carbonyl-
Sauerstoffatom des Amids des HBM (57) (griin) in 205K (hellblau).

Weitere Protein-Ligand-Interaktionen

Neben den Interaktionen zur Hinge Region und dem konservierten Lysin werden in einzelnen
Féallen weitere Aminosduren im Bindetaschenbereich Uber Wasserstoffbriickenbindungen

bzw. Salzbriicken adressiert, die maRgeblich zur Stabilitat der jeweiligen Bindungsmodi bei-
tragen.
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Abbildung 5.18. Distanzmessung zwischen dem Carboxylat-Sauerstoffatom der Asp200 Seitenkette und dem
Amino-Substituenten am Thiophenring des Liganden UGJ (53) in 3ZDI.
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So wird wéhrend der Simulation des UGJ (53) in 3ZDI der Modus A des Thieno[2,3-
b]pyridins entscheidend durch die Interaktion des Amins am Thiophenring zum Aspartat des
DFG-Motivs fixiert und die bereits beschriebene schwachere Interaktion zur Hinge Region
kompensiert (vgl. Abbildung 5.18.). Als weiteres Beispiel sei noch kurz auf den Liganden 679
(54) in 1Q4L eingegangen. Dieser interagiert tber die Carboxylatfunktionalitdt mit der Gua-
nidinstruktur der Seitenkette des Argl141 uber ionische Wechselwirkungen. Ebenso wird die
Amidfunktionalitat der GIn185-Seitenkette adressiert. Hingegen sind beide Interaktionen auf-
grund der Eigenbewegungen dieser flexiblen Seitenketten nicht iber den gesamten Zeitraum
der Simulation stabil (vgl. Abbildung 5.19.).
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Abbildung 5.19. Unten links: Distanzmessung zwischen dem Stickstoffatom der Argl41-Seitenkette und dem
Carboxylat des 679 (54) in 1Q4L. Unten rechts: Distanzmessung zwischen dem Stickstoffatom der GIn185-
Seitenkette und dem Carboxylat des 679 (54) in 1Q4L.
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Verbrickende Wassermolekiile

Der Einfluss verbriickender Wassermolekiile als zusatzliche Mediatoren von Protein-Ligand-
Interaktionen und zur Stabilisierung dieser Komplexe wurde bereits fir verschiedene En-
zymsysteme wie Lysozymen und Aspartat-Proteasen beschrieben. WALLNOEFER et al. unter-
suchten den stabilisierenden Effekt eines konservierten Wassers in Faktor Xa [248]. Ebenso
wurden von KNIGHT et al. bereits sechs konservierte Wasser in 13 aktiv-konformeren Kinasen
uber Sequenzalignment, Molekuldynamiksimulationen und Berechnungen der Freien Bin-
dungsenthalpien identifiziert und als essentiell nachgewiesen [249]. Allerdings kann keine
allgemein gultige Aussage Uber die Wichtigkeit von Wasser getroffen werden, da unter ener-
getischen Gesichtspunkten gegenlaufige Effekte berlicksichtigt werden missen. So flhrt der
Aufbau zuséatzlicher Wasserstoffbriickenbindungen tber verbriickende Wasser zu einem Ent-
halpiegewinn, jedoch der Einbau des Wassers in die Bindetasche gleichzeitig zu einem Entro-
pieverlust, da durch die zusatzlichen Wechselwirkung(en) Translations- und Rotationsfrei-
heitsgrade eingeschrankt werden. Daher sollte in den durchgefiihrten Simulationen das Ver-
halten des Wassers und dessen Einfluss auf die Qualitdt der Dynamiken betrachtet werden.
Zunachst wurden die in den Protein-Ligand-Komplexen kokristallisierten Wasser entfernt und
in der Folge erfasst, ob diese Liicken durch neue Wassermolekiile besetzt sowie weitere verb-
rickende Wassermolekiile ein- und/oder neue Netzwerke aufgebaut werden, die wéhrend des

Kristallisationsprozesses nicht erfasst werden konnten.

Wahrend der Simulationen konnten einige Wassernetzwerke identifiziert werden, deren Be-
wegungen ebenfalls anhand von Abstandsmessungen zwischen den interagierenden schweren
Atomen verfolgt wurden. Dabei wurde untersucht, ob Wassermolekiile kristallstrukturahnli-
che Positionen einnahmen oder weitere Netzwerke ausgebildet wurden. VVon besonderem In-
teresse waren dabei die Wasser in 1Q3W und 3ZDI, die eine Wasserstoffbriickenbindung
zwischen dem Liganden und dem Asp133 der Hinge Region aufbauen. Zusatzlich wurden die
beobachteten Wassernetzwerke mit den Ergebnissen von Lu et al. verglichen, die sich mit
verbriickenden Wassermolekiilen im Bereich der Bindetaschentffnung der HsSGSK-3/4 ausei-
nandersetzten [250]. Sie definierten die Kristallwasser anhand von ONIOM-basierten? quan-
tenmechanischen und molekiilmechanischen Berechnungen vor und bewerteten diese durch
MD-Simulationen und Docking-Studien als essentiell fur die Stabilitdt der Bindungsmodi der

betrachteten Inhibitoren.

20NIOM (engl. Our own N-layered Integrated Orbital and Molecular Mechanics) bezeichnet eine Methode im
Programm GAUSSIAN, welches grofie Molekile modelliert.
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5. Ergebnisse und Diskussion

In den hier durchgefiihrten Simulationen konnten fir 1Q41, 1Q4L, 3GB2, 1Q3W und 1Q3D
die in den Kristallstrukturen auftretenden Wassernetzwerke zwischen jeweiligem Ligand,
Thr138 und GIn185 beobachtet werden. Fir 3F7Z, 1Q5K, 1UV5 und 3DU8 bildeten sich die
entsprechenden Netzwerke nicht aus. Fir 1Q41und 1Q4L waren die entsprechenden verbri-
ckenden Interaktionen nur zu Beginn der Simulation stabil (vgl. Abbildung 5.20 und Abbil-
dung 5.21.). Zusétzlich konnten neue verbrickende Wasser gefunden werden. So wurde ein
uber die gesamte Molekildynamiksimulation ein stabiles Netzwerk zwischen dem Liganden
679 (54) in 1Q4L und dem Val135 aufgebaut. Grund hierflr scheint die Startstruktur zu sein,
da der Ligand in der Kristallstruktur einen Abstand von 4.5 A zum Backbone-Sauerstoffatom

des Valins besitzt.
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Abbildung 5.20. Distanzmessung zum verbriickenden Wasser zwischen dem Oxim-Sauerstoffatom des IXM
(44) in 1Q41 und dem Backbone-Carbonyl-Sauerstoffatom des GIn185.
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Abbildung 5.21. Unten links: Distanzmessung zum verbriickenden Wasser zwischen dem Backbone-Carbonyl-
Sauerstoffatom des Val135 sowie dem Stickstoffatom des Liganden 679 (54) in 1Q4L. Unten rechts: Distanz-
messung zum verbriickenden Wasser zwischen dem Carboxylat-Sauerstoffatom des 679 (54) in 1Q4L und dem
Amid-Sauerstoffatom der Seitenkette des GIn185 bzw. dem Sauerstoffatom der Hydroxylfunktion der Seitenket-
te des Thr138.

Waéhrend der Molekuldynamiksimulationen des 1Q3W konnte das beschriebene verbriickende
Wassermolekil zwischen dem Backbone-Carbonyl-Sauerstoffatom des GIn185 und dem A-
min-Stickstoffatom des ATU (49) gefunden werden. Allerdings war diese Wechselwirkung
nur fir 800 ps stabil (vgl. Abbildung 5.22.). Daneben wurden weitergehend die verbriicken-
den Wassermolekiile innerhalb der Bindetasche, die eine Interaktion zum Liganden in der
Kristallstruktur aufweisen, betrachtet. Besonders interessant waren die Wechselwirkungen zur
Hinge Region. In 3ZDI und 1Q3W werden die Liganden Uber ein Wassermolekil zum
Asp133 verbriickt. Hingegen konnte nur in 1Q3W (ber die gesamte Simulation eine entspre-
chende Interaktion gefunden werden (vgl. Abbildung 5.22.).
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Abbildung 5.22. Links: Distanzmessung zum verbriickenden Wasser zwischen dem Lactam-Sauerstoffatom des
ATU (49) in 1Q3W und dem Backbone-Carbonyl des Asp133 der Hinge Region. Rechts: Distanzmessung zum

verbriickenden Wasser zwischen dem Amin-Stickstoffatom des ATU (49) in 1Q3W und dem Backbone-
Carbonyl-Sauerstoffatom des GIn185.

Lediglich fir Staurosporin (42) in 1Q3D konnte ein uber die gesamte MD-Simulation stabiles
Wasser-Netzwerk entsprechend der kokristallisierten Wasser in der Kristallstruktur erfasst
werden, wobei das Wasser zum Threonin nach 1.5 ns durch ein weiteres Molekil ausge-
tauscht wurde (vgl. Abbildung 5.23.). Fir 3GB2 war das Wasser zwischen dem Oxadiazol-
Sauerstoffatom und dem GIn185 Backbone-Sauerstoffatom fir 1.8 ns stabil (vgl. Abbildung
5.24.).
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Abbildung 5.23. Oben links: Distanzmessung zum verbriickenden Wasser zwischen dem Amin-Stickstoffatom
bzw. dem Sauerstoffatom des Methoxy-Substituenten des STU (42) in 1Q3D und dem Backbone-Carbonyl-
Sauerstoffatom des GIn185. Unten links: Distanzmessung zum verbrickenden Wasser zwischen dem Amin-
Stickstoffatom des STU (42) in 1Q3D und der Hydroxylfunktion des Thr138.
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Abbildung 5.24. Distanzmessung zum verbriickenden Wasser zwischen dem Oxadiazol-Sauerstoffatom des
G3B (61) in 3GB2 und dem Backbone-Carbonyl-Sauerstoffatom des GIn185.

Ahnlich zum Verhalten des Wassernetzwerks in 1Q3D konnte auch hier ein Austausch des
Wassers beobachtet werden. Die flr diese Kristallstruktur dariiber hinaus von Lu et al. [250]
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beschriebenen verbriickenden Wasser konnten wéhrend der Molekildynamiksimulationen

nicht beobachtet werden.
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Abbildung 5.25. Oben rechts: Distanzmessung zum verbriickenden Wassermolekiile zwischen dem Carbonyl-
Sauerstoffatom des HBM (57) in 205K und dem Backbone-Stickstoffatom des Asp200. Unten rechts: Distanz-
messung zum verbriickenden Wasser zwischen dem Sulfonyl-Sauerstoffatom des HBM (57) in 205K und der
Hydroxylfunktion des Thr138. Oben links: Distanzmessung zum verbrickenden Wasser zwischen dem Imida-
zol-Stickstoffatom des Liganden HBM (57) in 205K und dem Backbone-Carbonyl-Sauerstoffatom des Val135
der Hinge Region. Die Graphen entsprechen den verschiedenen Wassermolekil die nacheinander die Verbri-
ckung zur Hinge Region tibernehmen.

Weiterhin trat Gber die gesamte MD des 205K ein neues, verbrickendes Wassermolekul zwi-
schen dem Sulfonyl-Sauerstoffatom des Liganden und dem Thr18 auf (vgl. Abbildung 5.25.).
In den Kiristallstrukturen 1Q4L, 1UV5, 1Q5K, 20W3 3F7Z und 3ZDI trat ein verbriickendes
Wassermolekil zwischen Ligand unddem Backbone-Amid-Stickstoffatoms des Asp200 auf.
Jedoch konnten nur fiir 3ZDI und 20W3 entsprechende Interaktionen gefunden werden (vgl.
Abbildung 5.26. und Abbildung 5.27.). Wie bereits beschrieben wird das Wassermolekl im
205K zwischen Ligand und Lys85 durch eine direkte Interaktion substituiert (vgl. Abbildung
5.25.).
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Abbildung 5.26. Distanzmessung zum verbriickenden Wasser zwischen dem Carbonyl-Sauerstoffatom des BIM
(58) in 20W3 und dem Backbone-Carbonyl-Sauerstoffatom des Asp200 des DFG-Motivs.

Anders als in der Kristallstruktur des 1Q3W positionierte sich in 3ZDI kein Wasser wahrend
der MD zwischen Ligand und Asp200 (vgl. Abbildung 5.27.). Ebenso fiihrte die starke Wech-
selwirkung zwischen dem Amin am Thiophenring des UGJ (53) und dem DFG-Aspartat in
3ZDI zu einem gréReren Abstand zwischen Hinge Region und Ligand, dass von einem neuen

verbriickenden Wasser kompensiert wurde.
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Abbildung 5.27. Links: Distanzmessung zum verbriickenden Wasser zwischen dem Amin-Stickstoffatom des
Liganden UGJ (53) in 3ZDI und dem Backbone-Carbonyl-Sauerstoffatom des Val135 der Hinge Region Rechts:
Distanzmessung zum verbriickenden Wasser zwischen dem Nitril des UGJ (53) in 3ZDI und dem Backbone-
Stickstoffatom des Asp200.
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5. Ergebnisse und Diskussion

In Abbildung 5.28. sind die Positionen der Wassermolekiile in der Kristallstruktur 3ZDI, die
wéhrend des Vorbereitungsprozesses entfernt wurden (orange, W1, W2, W, und Ws) und die
Lage der neuen Wassermolekiile, die sich wahrend der Simulation an die zeigten Positionen
in der Bindetasche bewegen (rot, W3, Ws, und W), dargestellt.

VAL 135

Abbildung 5.28. Die Abbildung unten links vergleicht die Position der Wasser (W) im Bindetaschenbereich in
der Kristallstruktur 3ZDI (orange, W1, W,, W, und We) und die Positionen, die von Wassern in der MD einge-
nommen werden (rot, W3, Ws, und W5). Daneben ist die Lage des Liganden in der Kristallstruktur (orange) und
wéhrend der MD gezeigt (griin).

Bei Vergleich der Anordnungen der Wassermolekiile wird deutlich, dass die neu eingenom-
menen Positionierungen von den jeweiligen Ausgangslagen in der Kristallstruktur ausgehen
konnten. Dies ist besonders fir das neue verbriickende Wasser zwischen Hinge Region und
Vall35 interessant. Die Wasser Wg und W7 zeigen vergleichbare Positionen und Interaktio-
nen. Die Molekile W, und W3 liegen an der Bindetaschendéffnung und kénnten aufgrund der

Bewegungen entsprechend austauschen.

Ebenso konnte fur das HBM (57) in 205K ein Wassermolekil zwischen Hinge Region und
Ligand beobachtet werden, wobei dieses zwischen zweimal ausgetauscht wird (vgl. Abbil-
dung 5.25.). Des Weiteren wurde eine iber ein Wasser vermittelte Wechselwirkung zwischen
Ligand zum Lys85 wahrend der Equilibrierung aufgebaut und wahrend der MD-Simulation
durch eine direkte Interaktion zwischen Inhibitor und Aminosaure ersetzt. Insgesamt lasst sich
festhalten, dass die Simulationen ohne Vordefinition der verbriickenden Wassermolekdile kei-
ne Instabilitaten aufwiesen. Die entsprechenden Bindungsmodi der Liganden waren tber den
gesamten Verlauf der Simulationen stabil. Da nur teilweise zu Kristallstruktur ahnliche Posi-
tionen von Wassermolekilen eingenommen wurden, kann keine generelle Aussage uber die
Wichtigkeit getroffen werden. Grundsatzlich lassen sich aber fiir einen Teil der Liganden

Tendenzen ausmachen, dass die entsprechenden Netzwerke zur Bindetaschendffnung oder das
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Wasser in 1Q3W zur Hinge Region eine wichtige Rolle spielen. Ziel war es aber aus Konsis-
tenzgrinden alle Protein-Ligand-Systeme gleich zu behandeln. Daher wurde zu diesem Zeit-
punkt von Simulationen mit vordefinierten Wassermolekiilen abgesehen. In den spéteren
Energieberechnungen wurden die Interaktionen zwischen Ligand und Wasser nicht berlick-
sichtigt, so dass der Effekt selbiger nur indirekt durch eine deutliche Stabilisierung von direk-

ten Protein-Ligand-Interaktionen berticksichtigt werden wirden.

5.1.3. MM/G(P)BSA-Berechnungen der Freien Bindungsenthalpien

Nach Auswertung der Molekildynamiksimulationen der ausgewéhlten Protein-Ligand-
Komplexe wurden nachfolgend die Freien Bindungsenthalpien der jeweiligen gebundenen
Inhibitoren unter Verwendung der in Abschnitt 4.4. beschriebenen MM/GBSA- und
MM/PBSA-Methode ausgehend von je 1000 Snapshots berechnet und den gemessenen ICso-
Werten gegenuber gestellt (vgl. Tabelle 7.).

Tabelle 7. Ubersicht der berechneten Freien Bindungsenthalpien via MM/GBSA- bzw. MM/PBSA-Methode.
Als Grundlage dienten jeweils 2 ns Simulationszeit bei 1000 herausgeschriebenen Snapshots. Daneben sind die
gemessenen ICsp-Werte in uM sowie die eingesetzten ATP-Konzentrationen.plCsq = -log (ICsp). @) Die biologi-
sche Aktivitat wurde hier Gber einen Filtrationsassay bestimmt und keine ATP-Konzentration angegeben.

PDB-Eintrag  Inhibitor ICs [UM]  pICs c(ATP) AGhping AGhping
[uM] (MM/GBSA) (MM/PBSA)
[keal-mol '] [keal-mol ']

1Q3D STU (42) 0.015 7.824 15.0 -38.18 £ 2.738 -28.70 + 3.687
1Q3wW ATU (49)  0.004 8.398 15.0 -40.13 + 2.531 -26.05 + 2.454
1Q41 IXM (44)  0.022 7.658 15.0 -31.65 + 2.477 -24.36 + 2.638
1Q4L 679 (54) 0.160 6.796 15.0 -34.34 +3.434 -23.57 £ 4.707
1Q5K (55) 0.042 7.377 10.0 -33.92 +£2.311 -29.04 + 3.156
1UV5 (56) 0.005 8.301 15.0 -40.68 £ 2.154 -31.37 £2.758
205K HBM (57) 0.015 7.824 100.0 -44.29 + 6.045 -29.40 + 8.045
20W3 (58) 0.003 8.523 2 -42.26 + 3.468 -26.16 + 4.437
3DU8 553 (59) 0.146 6.836 1.40 -38.20 + 3.092 -28.01 + 3.547
3F7Z 340 (60) 0.065 7.187 0.50 -38.85 + 2.075 -30.82 £ 2.703
3GB2 G3B (61) 0.034 7.469 0.50 -36.21 + 2.635 -26.22 +3.324
3ZDI (53) 0.130 6.886 15.0 -29.75+2.324 -23.12 £2.820

In Abbildung 5.29. und Abbildung 5.30. sind die berechneten Freien Bindungsenthalpien ge-
gen die negativen dekadischen Logarithmen der 1Cso-Werte aufgetragen. Unter der Annahme,
dass ein linearer Zusammenhang zwischen den biologischen Daten und berechneten Freien
Bindungsenthalpien besteht, wurden fiir beide Datensétze Trendlinien und BestimmtheitsmaR

R? berechnet.
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Abbildung 5.29. Auftragung der via MM/GBSA-Methode berechneten Freien Bindungsenthalpien®® der zwélf
HsGSK-3p-Komplexe gegen den negativen dekadischen Logarithmus der 1Cso-Werte.
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Abbildung 5.30. Auftragung der via MM/PBSA-Methode berechneten Freien Bindungsenthalpien der zwdlf
HsGSK-3p-Komplexe gegen den negativen dekadischen Logarithmus der 1Cso-Werte.

Dabei ergab sich fur die MM/GBSA-Methode ein R® = 0.385, fiir die MM/PBSA-Methode

ein R? = 0.079. Diese Ergebnisse waren nicht zufriedenstellend, so dass der Datensatz unter

B1m Weiteren als MM/GBSA- bzw. fiir die MM/PBSA-Methode als MM/PBSA-Energien (oder Werte) be-
zeichnet.
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Berlcksichtigung der Qualitat der Simulationen sowie der biologischen Daten betrachtet wur-
de. Dabei wurde ein Schwerpunkt auf die MM/GBSA-Berechnungen gelegt, da hier eine bes-
sere Korrelation bestand. Anhand von Abbildung 5.29. konnten fiinf AusreiRer festgemacht
werden: 3ZDI, 1Q41; 3DU8, 3F7Z und 205K. Dabei werden fir die entsprechenden Ligan-
den UGJ (53) und IXM (44) im Verhaltnis zu ihren biologischen Daten zu geringe Freie Bin-
dungsenthalpien, fir 553 (59), 340 (60) und HBM (57) zu hohe Freie Bindungsenthalpien
erhalten. Allerdings kann nur fur HBM (57) anhand der Molekuldynamiksimulationen eine
Erklarung gefunden werden. Wie bereits beschrieben, veréndern hier sich wahrend der MD-
Simulationen die Bindungsverhaltnisse zwischen Ligand und Protein (vgl. Abbildung 5.7.).
Daraus resultieren stark unterschiedliche Freie Bindungsenthalpien der verwendeten Snap-
shots, so dass der angegebene Durchschnittswert ber die gesamte MD-Simulation eine ent-
sprechend hohe Standardabweichung (MM/GBSA: + 6.045 kcal'mol™, MM/PBSA: + 8.045

kcal'mol™) aufweist.

In der Molekildynamiksimulation des UGJ (53) wird die Interaktionen zur Hinge Region le-
diglich Uber ein verbriickendes Wasser aufrechterhalten, bleibt allerdings Uber die gesamte
MD-Simulation stabil (vgl. Abbildung 5.27.). Die Wechselwirkung zum konservierten Lys85
kann aufgrund der Positionierung des Liganden nur als schwach angesehen werden. Interes-
santerweise wiesen die zu gut bewerteten Liganden ebenso schwache Interaktionen zur Hinge
Region wie auch zum Lys85 auf, so dass hier keine klare Tendenz gefunden werden konnte.
Insgesamt kdnnen mit Ausnahme des HBM (57) alle Molekuldynamiksimulationen anhand
der im vorhergehenden Abschnitt diskutierten Ergebnisse als stabil erachtet werden.

In der Folge wurde ein Augenmerk auf die biologischen Daten gelegt. So sind ICsp-Werte im
Allgemeinen von der Substratkonzentration, d. h. hier von der ATP-Konzentration, abhéngig.
Bei Vergleich der verwendeten Konzentrationen bei der Bestimmung der 1Cso-Werte der si-
mulierten Protein-Ligand-Komplexe fallen hier groRe Schwankungen auf (0.5 bis 100.0 uM,
vgl. Tabelle 7.). Somit lassen sich die biologischen Daten nicht mehr direkt miteinander ver-
gleichen, so dass entsprechend den in Tabelle 7 aufgefiihrten ATP-Konzentrationen die be-
rechneten Freien Bindungsenthalpien von 205K, 20W3, 3DU8, 3F7Z und 3GB2 aus der Kor-
relation entfernt wurden. Die daraus erhaltenem neuen Auftragungen (vgl. Abbildung 5.31.
und Abbildung 5.32.) konnten mit einem BestimmtheitsmaB von R?*= 0.670 fiir das
MM/GBSA- und R?= 0.407 fiir das MM/PBSA-Verfahren deutlich verbessert werden.
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Abbildung 5.31. Auftragung der via MM/GBSA-Methode berechneten Freien Bindungsenthalpien gegen die
plCso-Werte der bei dhnlicher Substratkonzentration gemessenen HsGSK-34-Inhibitoren.
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Abbildung 5.32. Auftragung der via MM/PBSA-Methode berechneten Freien Bindungsenthalpien gegen die
plCso-Werte der bei dhnlicher Substratkonzentration gemessenen HsGSK-34-Inhibitoren.

Dies lasst die Schlussfolgerung zu, dass die Vergleichbarkeit der biologischen Daten unterei-
nander, d. h. das diese unter den gleichen Bedingungen (Substratkonzentration, Temperatur
etc.) generiert werden, entscheidend fur die Qualitat der erhaltenen Bestimmtheitsmalle zwi-

schen Experiment und berechneter Freier Bindungsenthalpie sind. Idealerweise sollten Kj-
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Werte verwendet werden, welche unabhéngig von GroRen wie der Substratkonzentration sind

und somit eine bessere Vergleichbarkeit gewahrleisten.

Ausgehend von den gewéhlten Einstellungen sollte in Anlehnung an Arbeiten von Hou et al.
[203] der Einfluss der Simulationslange sowie die Schrittweite zur Auswahl der fir die
MM/GBSA- bzw. MM/PBSA-Methode verwendeten Snapshots untersucht und anhand dieser
optimierte Einstellungen fir die Molekuldynamiksimulationen bzw. Berechnung der Freien

Bindungsenthalpien entwickelt werden.

5.1.3.1. Einfluss der Simulationslange/Schrittweite

In ersten Experimenten sollten die Einflisse der Simulationslange und der Schrittweite, d. h.
die Anzahl der fur die MM/GBSA- bzw. MM/PBSA-Berechnungen verwendeten Protein-
Ligand-Konformationen, auf die Giite der Korrelation analysiert werden. Grundlage hierfir
waren die bereits erstellten 2 ns MD-Simulationen mit 1000 generierten Snapshots. Nun wur-
den Start- und Endzeitpunkt der fur die Energieberechnung verwendeten Snapshots variiert.
Zusétzlich wurden verschiedene Schrittweiten in diesen Bereichen definiert, bei der ein Snap-
shot flr die Berechnung der Freien Bindungsenthalpien in Betracht gezogen wurde. Anschlie-
Rend wurden die erhaltenen Energiewerte in Analogie zur bisherigen Durchflihrung gegen den
negativen dekadischen Logarithmus des ICso-Wertes aufgetragen. Die daraus erhaltenen Be-
stimmtheitsmalle sowie die variierten Parameter sind in Tabelle 8 beschrieben.

Anhand der erhaltenen Bestimmtheitsmalie lassen sich mehrere Erkenntnisse gewinnen. So
erlaubten die mittels MM/GBSA- bzw. PBSA-Verfahren berechneten Freien Bindungsenthal-
pien basierend auf einem Simulationsbereich von 1 ns die hdchsten BestimmtheitsmalRe, al-
lerdings nur unter der Voraussetzung, dass in Relation dazu die Equilibrierungsphase nicht zu
lang gewahlt wird. Dies l&sst sich anhand der Freien Bindungsenthalpien der Simulationsin-
tervalle 0-1 ns, 0.5-1.5 ns sowie 1-2 ns bei je 500 Snapshots beispielhaft nachvollziehen. In
ersterem liegt eine Equilibrierungsphase von 0.5 ns, im zweiten Fall entsprechend 1 ns und in

letzterem ist die Equilibrierungsphase mit 1.5 ns veranschlagt.

Folglich nimmt das Bestimmtheitsmal} von 0.727 auf 0.597 ab. Dies lasst sich damit begriin-
den, dass die wéhrend der Simulation generierten Konformationen der Protein-Ligand-
Komplexe anfangs noch dhnlich zu ihren Startstrukturen sind. Diese These kann anhand der

in Abschnitt 5.1.2.2. bereits diskutierten rmsd-Plots bestarkt werden.
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Tabelle 8. Ubersicht der berechneten BestimmtheitsmaRe in Abhéngigkeit von Simulationslénge, der Schrittwei-
te sowie der Methode zur Berechnung der Freien Bindungsenthalpien. Eine geringe Zahl an Snapshots entspricht
dabei einer hohen Schrittweite (1000 Snapshots entspricht einer Schrittweite von 2 ps)

Simulationsintervall ~ Snapshots R* (MM/GBSA) R?(MM/PBSA)

0-2ns 50 0.661 0.387
100 0.671 0.377
200 0.648 0.361
250 0.679 0.417
500 0.676 0.403
1000 0.670 0.407
0-1ns 50 0.745 0.496
100 0.709 0.512
250 0.741 0.558
500 0.727 0.559
0.5-1.5ns 50 0.718 0.401
100 0.687 0.389
250 0.696 0.449
500 0.686 0.446
0.5-1ns 25 0.706 0.386
50 0.669 0.425
125 0.690 0.524
250 0.676 0.527
1-2ns 50 0.590 0.255
100 0.576 0.231
250 0.529 0.264
500 0.597 0.269
0.5-2ns 150 0.613 0.286
250 0.634 0.360
750 0.630 0.341

YANG et al. [251] konnten in ihren Studien dhnliche Beobachtungen machen. Hou et al. zeig-
ten in ihren Experimenten ebenfalls auf, dass die Freien Bindungsenthalpien basierend auf
kurzen Simulationen eine deutlich bessere Vorhersage der biologischen Aktivitat und damit
entsprechend bessere BestimmtheitsmaRe zur Folge haben kdnnen [203]. Dieses Ergebnis
lasst sich ebenfalls durch Vergleich der Simulationszeitraume 0.5-2 ns, 0-2 ns sowie 1-2 ns
nachvollziehen, da mit abnehmendem Beitrag des Anfangsbereichs der Simulationen eben-
falls die BestimmtheitsmaRe abnehmen. Dennoch sollte auf eine Equilibrierungsphase nicht
verzichtet werden, um ein relaxiertes System fir die produktiven MD-Simulationen zu ge-

wahrleisten. Ein Verhaltnis zwischen Equilibrierungszeitraum und Simulationszeitraum von
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1:2 scheint hier optimal fur unsere Experimente zu sein. In der Konsequenz wurde ebenfalls

von langeren Simulationszeiten abgesehen.

Im ndchsten Schritt soll der Einfluss der gewahlten Schrittweite auf MM/GBSA- und
MM/PBSA-Verfahren betrachtet werden. Dazu sind die in Tabelle 8 gezeigten Be-
stimmtheitsmalle in Abhangigkeit von Simulationslange und Schrittweite Abbildung 5.33.

aufgetragen.

Abbildung 5.33. Auftragung der Bestimmtheitsmalie der via MM/GBSA- und MM/PBSA-Methode bestimmten
Freien Bindungsenthalpien zu den jeweiligen biologischen Daten der ausgewahlten sieben Inhibitoren in Abhén-
gigkeit vom Berechnungsintervall (1-2 ns (blau), 0.5-2 ns (rot). 0-2 ns (grun), 0.5-1 ns (violett), 0.5-1.5 ns (hell-
blau) und 0-1 ns (orange) und der Schrittweite der fur die Berechnung zugrunde liegenden Snapshots. Die dunk-
leren Farbtdne entsprechen den Bestimmtheitsmalien basierend auf der MM/GBSA-Methode, die blasseren Farb-
tonen den Bestimmtheitsmafen basierend auf der MM/PBSA.-Methode.

Es zeigte sich, dass eine VergroRerung der Schrittweite zu einer Verbesserung der Be-
stimmtheitsmalle zwischen biologischen Daten und Freien Bindungsenthalpie basierend auf
MM/GBSA-Berechnungen fiihrte. Allerdings tritt diese Beobachtung in Konsistenz mit den
vorhergehend beschriebenen Ergebnissen verstarkt in den Intervallen auf, in denen der An-
fangsbereich der Simulation bertcksichtigt wird. Vermutlich findet durch die Erhéhung der
Schrittweite dieser Bereich entsprechend mehr Gewichtung. Hingegen profitiert wiederum die
MM/PBSA-Methode von einer geringen Schrittweite. Ein Grund hierfur ist, dass die Berech-
nung der Freien Bindungsenthalpien nach diesem Verfahren strenger gegentber chemisch un-
glinstigen Strukturen ist und durch die hohere Schrittweite diese anteilig einen entsprechend
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negativen Effekt auf die Enthalpie haben. Mit steigender Schrittweite werden diese in ihrem
Einfluss auf die Freie Bindungsenthalpie abgeschwacht. Trotzdem scheinen auch fir die
MM/PBSA-Methode kurze Simulationszeiten bevorteilt, da hier die hochsten Bestimmtheits-
male erzielt wurden. Die entsprechenden Werte liegen aber unter denen der MM/GBSA-
Methode. Hou et al. konnten diese Uberlegenheit in ihren Experimenten ebenfalls nachwei-
sen und begriindeten dies damit, dass das MM/PBSA-Verfahren sensitiver gegenuber unter-
schiedlichen Strukturen ist und eher fur die Bestimmung absoluter Freier Bindungsenthalpien
unter Berlicksichtigung der Entropie geeignet ist, welche in diesen Experimenten aufgrund
der Hardwarelimitierung nicht berticksichtigt wurden [203]. Es lasst sich festhalten, dass der
Einfluss der Schrittweite auf die Bestimmtheitsmalie im Vergleich zur Simulationslédnge ge-

ringer ist.

In den nachfolgenden Experimenten sollten beide Verfahren zur Berechnung der Freien Bin-
dungsenthalpien angewendet werden, so dass als Kompromiss die optimalen Parameter flr
die Simulationslange mit 1 ns bei einer Schrittweite fur die Snapshot-Erstellung von 2 ps de-
finiert wurden, wodurch sich eine Gesamtzahl von 500 Snapshots ergibt. Hier konnte ein Be-
stimmtheitsmaR von R? (MM/GBSA) = 0.727 und R* (MM/PBSA) = 0.559 erhalten werden.

5.1.3.2.  Variation der internen Dielektrizitatskonstante und des Ladungsmodells

Wie in Abschnitt 4.4. beschrieben, wird der polare Solvationsterm 4Gs,, Uber die PB- bzw.
GB-Methode berechnet. Ein wichtiger Faktor ist die interne Dielektrizitatskonstante i, (vgl.
hierzu Formel(4.14)). In MMGBSA/PBSA-Berechnungen in AMBER11 wird diese standard-
maRig mit &,=1.0 definiert. Jedoch sind fur die Beschreibung von Makromolekilen hthere
Dielektrizitdtskonstanten denkbar, um Polarisationseffekte besser beschreiben zu kdnnen
[203, 251-252]. YANG et al. variierten in ihren virtuellen Screeningexperimenten fir die Be-
rechnung der Freien Bindungsenthalpien &, von 1.0 bis 10.0 und konnten eine Verbesserung
der Korrelationen bis zu &, = 4.0 beobachten [251]. Ab da verblieb die Korrelation konstant.
Die externe Dielektrizitatskonstante des verwendeten TIP3P-Wassers wurde unter Standard-
bedingungen mit ¢ = 80.0 definiert. Analog zu diesen Untersuchungen wurde die interne Die-
lektrizitatskonstanten von &, = 1.0, 2.0 und 4.0 fur die Berechnung der Freien Bindungsent-
halpien mittels MM/GBSA- bzw. MM/PBSA-Verfahren variiert. Als Grundlage dienten hier-
fur die vorhergehend optimierten 1 ns MD-Simulationen mit 500 generierten Snapshots. Al-
lerdings konnte nach Auftragung der Freien Bindungsenthalpien gegen die pICso-Werte keine
Verbesserung der BestimmtheitsmaRe erreicht werden, so dass die besten Ergebnisse mit ei-
ner interne Dielektrizitatskonstante von 1.0 erhalten wurden.
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Rizzo et al. untersuchten den Einfluss des Ladungsmodells auf die Beschreibung der Freien
Solvatationsenergie 4Gsy [253]. In ihren Untersuchungen konnten sie besten Ergebnisse
durch Verwendung der RESP-Methode zur Berechnung der Partialladungen der Liganden
(engl. Restraint Electrostatic Potential) erhalten. Daher wurden fir die sieben HsGSK-34-
Inhibitoren mit vergleichbaren biologischen Daten (vgl. Abschnitt 5.1.3.) die Partialladungen
uber RESP generiert. Dazu wurden in GAUSSIANO9 [254]zuné&chst die elektrostatische Poten-
tiale Uber single-point HARTREE-FocK (HF)/6-31G* Berechnungen erzeugt und anschlie3end
Uber den RESP-Algorithmus in ANTECHAMBER auf die entsprechenden Atome der jeweiligen
Liganden angepasst [186]. AnschlieBend wurden 1 ns MD-Simulationen mit 500 generierten
Snapshots und MM/GBSA- bzw. MM/PBSA-Berechnungen durchgefuhrt. Die erhaltenen
Freien Bindungsenthalpien wurden wiederum gegen die pICso-Werte aufgetragen. Allerdings
konnte keine Verbesserung der BestimmtheitsmaRe erreicht werden. Daher wurde in allen
weiteren Untersuchungen die Partialladungen der Liganden tber das AM1-BCC-Modell ge-

neriert.

5.1.4. Ubersicht: MD/MM/G(P)BSA-Arbeitsablauf

Ausgehend von einem Datensatz von zw6lf humanen GSK-34 Protein-Ligand-Komplexen mit
diskreten biologischen Daten (ICso-Werten) konnte unter Verwendung von 2 ns Molekuldy-
namiksimulationen und anschlieBenden MM/GBSA- und MM/PBSA-Berechnungen die
Freien Bindungsenthalpien der kokristallisierten Liganden berechnet und mit ihren Bindungs-

affinitaten korreliert werden.

Die erhaltenen BestimmtheitsmafRe waren fur beide Methoden zundchst nicht zufriedenstel-
lend (R*> (MM/GBSA) = 0.385, R? (MM/PBSA) = 0.079). Die Molekiildynamiksimulationen
wurden zundchst hinsichtlich ihrer Qualitat analysiert. Allerdings flhrte erst die Berticksichti-
gung der Substratkonzentration bei der Bestimmung der ICso-Werte zu héheren R*-Werten.
Dies zeigt deutlich, dass ein Erfolg der durchgefuhrten Experimente, d. h. eine gute Korrelati-
on zwischen berechneten Freien Bindungsenthalpien und gemessenen Bindungsaffinitaten,

malgeblich von der Qualitat und Vergleichbarkeit der biologischen Daten abhangig ist.

In der Folge wurde der Datensatz auf sieben Protein-Ligand-Komplexe mit diskreten biologi-
schen Daten, die bei vergleichbaren ATP-Konzentrationen gemessen wurden, reduziert und
dadurch die BestimmtheitsmaBe entsprechend verbessert (R?> (MM/GBSA) =0.670, R?
(MM/PBSA) = 0.407). Darlber hinaus wurden weitergehende Experimente beziglich der Si-

mulationslange bzw. des Simulationsintervalls sowie der Schrittweite der fir die Energiebe-
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rechnungen bericksichtigten Snapshots durchgefiihrt. Weiterhin wurde die Dielektrizitats-
konstante auf 1.0, 2.0 und 4.0 variiert und alternativ zum AM1-BCC-Modell die RESP-
Methode zur Berechnung der Partialladungen der Liganden verwendet.

Es zeigte sich, dass fir die Kombination aus

. 1 ns Simulationen
o 500 generierten Snapshots fir die Berechnung der Freien Bindungsenthalpien
. Interne Dielektrizitdtskonstante g, = 1.0

o AM1-BCC-Modell fir die Berechnung der Partialladungen der Liganden

die héchsten Bestimmtheitsmale zwischen berechneter Freier Bindungsenthalpie und biologi-
schen Daten erhalten werden konnte. (R? (MM/GBSA) = 0.727 und R* (MM/PBSA) = 0.559).
Die optimierten Bedingungen wurden auf die nachfolgenden Fragestellungen angewendet.
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5.2. Bewertung von Docking Posen des Thieno[2,3-b]pyridin UGJ in 3ZDI

Die in Kapitel 5.1. erarbeiteten Bedingungen wurden nachfolgend auf ein von KRUGGEL
durchgefiihrtes Redocking™*-Experiment des Liganden UGJ (53) in 3ZDI angewendet. Es
sollte Uberprift werden, ob durch MD-Simulationen und MM/GBSA- bzw. MM/PBSA-
Berechnungen unter den gewéhlten Einstellungen die Posen, die dem nativen Bindungsmodus
des Liganden in der Kristallstruktur entsprechen, aus dem Gesamtdatensatz an Dockinglésun-
gen an vorderen Positionen bewertet werden kénnen. Das von KRUGGEL durchgefiihrte Sco-
ring erfolgte tber das Programm DRUGSCOREX. Die dabei erhaltene Priorisierung sollte mit
der aus dem MM/GBSA- bzw. MM/PBSA-Verfahren erhaltenen Ranking in Bezug auf die
Uberlegenheit einer der drei Scoringfunktionen in der Bewertung der Dockinglsungen von

Thieno[2,3-b]pyridinen verglichen werden.
5.2.1. Durchfihrung

5.2.1.1.  Generierung des Datensatzes

Die dem Experiment zugrunde liegenden Dockinglésungen wurde von KRUGGEL im Rahmen
der Untersuchungen zum DoReCCoM-Workflow mit den Dockingprogrammen AuToDOCK,
FLEXX und FRED generiert. Dazu wurde das Thieno[2,3-b]pyridin UGJ (53) tber die ge-
nannten Programme in die 3ZDI-Kristallstruktur eingepasst und die erhaltenen Lésungen ent-
sprechend dem Arbeitsablauf weiter behandelt. Es konnten 33 Lésungen mit teilweise ver-
schiedenen Bindungsmodi erhalten werden, die von KRUGGEL beschrieben und tber DRUGS-
COREX priorisiert wurden. Die generierten Posen wurden anhand ihrer Fahigkeit zu Wechsel-
wirkungen mit der Hinge Region analysiert und fur die MD-Simulationen nur die Losungen
ausgewadhlt, die eine solche Interaktion aufwiesen. Somit reduzierte sich der Datensatz auf 24

Ldsungen.

5.2.1.2.  Vorbereitung der Protein-Ligand-Komplexe

Bei der Erstellung und Vorbereitung der Protein-Ligand-Komplexe der 24 Dockinglésungen
in 3ZDI wurde analog zum unter 5.1.1. beschriebenen Ablauf verfahren. Dazu wurden in
3ZDI die Phosphate, das Axin-Protein sowie das Kristallwasser entfernt. Letzteres wurde

YRedocking bezeichnet den Vorgang, bei dem ein kokristallisierter Inhibitor (hier UGJ) eines entsprechenden
Protein-Ligand-Komplexes via Dockingexperiment in die dazugehérige Bindetasche eingepasst wird. Dieses
Verfahren wird zumeist dazu verwendet, um die entsprechende Dockingmethode hinsichtlich der gewdhlten Pa-
rameter zu validieren.
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nicht berlcksichtigt, da es auch in den Dockingexperimenten und der DRUGSCOREX-
Bewertung von KRUGGEL nicht einbezogen wurde und somit die Vergleichbarkeit gewahrt
wurde. Trotzdem wurde im weiteren Auswertungsprozess das Verhalten der TIP3P-
Wassermolekdle verfolgt. Im nachsten Schritt wurden die separat vorliegenden Dockingposen
mit dem nun vorbereiteten Protein kombiniert um die entsprechenden Komplexe zu erzeugen.
Die Wasserstoffatome sowie fehlende Atome der Aminosauren wurden Uber LEAP ergéanzt.
Nachfolgend wurden die Kraftfeldparameter und die Partialladungen der Liganden nach
AM1-BCC-Modell in ANTECHAMBER generiert. AnschlieRend wurden Uber LEAP die Topolo-
gie- und Koordinaten-Informationen der Komplexe, Proteine und Liganden fur die MD-
Simulationen und Enthalpieberechnungen definiert. Fur die Liganden wurde entsprechend das
GAFF-, fur die Proteine das ff99SB-Kraftfeld angewendet. Die Proteinkomplexe wurden im
nachsten Schritt durch Addition von Chlorid-lonen neutralisiert und eine quadratische 8 A

TIP3P-Wasserbox um die Protein-Ligand-Komplexe erzeugt.

5.2.1.3.  Molekildynamiksimulationen und Berechnung der Freien Bindungsenthal-

pien

Analog zu Durchfuhrungen in 5.1.1.6. wurden die solvatisierten Protein-Ligand-Komplexe
zunachst in SANDER unter PME-Bedingungen und einem Restraint von 2 kcal-mol™*-A2 auf alle
Atome kurz minimiert (500 Zyklen STEEPEST DESCENT, 500 Zyklen CONJUGATE GRADIENT
Methode). Anschlieend erfolgten 50 ps Heizvorgang von 0 K auf 300 K und 50 ps Dichte-
Equilibrierung unter NPT-Bedingungen unter Periodic Boundary Conditions. Bei 300 K und
1 bar wurden die Proteinkomplexe dann 500 ps equilibriert. Der Cut-off fir nichtbindende In-
teraktionen wurde mit 8 A gesetzt, die Temperaturregulierung erfolgte Uber LANGEVIN-
Thermostat und es wurde der SHAKE-Algorithmus angelegt. Der Equilibrierungszustand
wurde dabei iber Backbone-rmsd Plots via PTRAJ verfolgt. Anschlielend wurden je Protein-
komplex 1 ns Molekildynamiksimulationen mit 500 generierten Snapshots durchgefihrt. Im
Anschluss wurden mittels MM/GBSA- und MM/PBSA-Verfahren die Freien Bindungsent-
halpien unter Berucksichtigung der LCPO-Methode berechnet. Die Analyse der Molekildy-
namiksimulation erfolgte analog durch rmsd-Plots, Distanzmessungen, Heatmaps sowie visu-
elle Inspektion Gber VMD.
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5.2.2. Ergebnisse des Rescorings

Die aus den Molekuldynamiksimulationen der 24 Dockingposen berechneten Freien Bin-
dungsenthalpien mittels MM/GBSA- und MM/PBSA-Methode sind in Tabelle 9 zusammen-

gefasst.

Tabelle 9. Ubersicht der 24 ausgewihlten Posen und ihre Priorisierung durch DrugScoreX (DSX), MM/GBSA-
und MM/PBSA-Berechnung. Die Dockingldsungen sind nach ihrem rmsd zur Kristallstruktur (rmsdl) sortiert.
Daneben sind noch die entsprechenden Freien Bindungsenthalpien aus MM/GBSA- bzw. MM/PBSA-
Berechnungen sowie die rmsd-Werte der Durchschnittsstruktur der zugehorigen Molekuldynamiksimulationen
zur Kristallstruktur angegeben (rmsd2). Der Name der Pose ergibt sich anhand des Namens des Liganden, dem
Dockingprogramm mit dem diese Ldsung erzeugt wurde sowie einer laufenden Nummer, die vor dem in Do-
ReCCoM der Lésung zugeordnet wurde. (ad4: AutoDock4; fred: FRED, flexx: FlexX.) Der Zusatz tri und sis bei
den FlexX-Ldsungen benennt den Algorithmus (tri: triangle hashing technique based; sis: single interaction
scan). Die blau eingeférbten Bereiche markieren die Modus A-Posen innerhalb des Datensatzes.

Pose rmsdl DSX- MM/GBSA rmsd2 Rang MM/PBSA rmsd2 Rang
[A] Rang [keal'mol™]  [A] [keal'mol™] [A]

UGJ_ad4 99 0.183 8 -32.53 1.512 7 -23.32 1.512 14
UGJ_ad4_75 0.461 2 -34.92 0505 1 -26.99 0505 1
UGJ_ad4 96 0.867 1 -33.52 1241 3 -24.14 1241 8
UGJ_fred_4 1645 5 -31.63 1.183 10 -22.89 1183 16
UGJ_flexx 037 _sis | 2.963 13 -32.80 1407 5 -23.39 1.407 13
UGJ_ad4_27 4249 4 -32.86 0.618 4 -23.76 0.618 10
UGJ flexx 009 sis  4.253 10 -32.71 4,501 6 -24.81 4501 4
UGJ flexx 039 sis  4.475 17 -33.72 0.886 2 -25.17 0886 3
UGJ flexx 003 sis 4.614 14 -29.70 4.404 16 -23.31 4.404 15
UGJ flexx 005 sis  4.756 11 -29.90 5.441 15 -24.45 5441 5
UGJ fred_88 4781 15 -31.10 4,572 11 -21.45 4572 18
UGJ flexx 017 sis 4.865 9 -32.04 2047 8 -24.35 2047 6
UGJ fred 54 4.999 20 -26.02 5.520 19 -23.79 5520 9
UGJ flexx 008 sis 5.036 6 -30.06 5.429 14 -24.22 5429 7
UGJ_flexx _002_sis  5.043 16 -28.45 4.627 17 -23.48 4.627 11
UGJ_fred_80 5.047 12 -32.03 4.478 9 -23.42 4.478 12
UGJ flexx 070 _sis 5.078 24 -23.69 5.732 22 -19.85 5732 21
UGJ _ad4 135 5225 3 -31.03 5.051 12 -18.88 5051 22
UGJ fred_86 5.252 7 -20.75 6.107 24 -14.11 6.107 24
UGJ flexx 015 sis  5.475 18 -23.69 4.687 21 -19.95 4687 20
UGJ flexx 014 sis  6.293 19 -25.20 7.171 20 -21.21 7.171 19
UGJ_flexx_044 sis 6.727 22 -30.65 6.724 13 -25.71 6.724 2
UGJ flexx_066_sis 7.582 23 -23.66 6.280 23 -17.61 6.280 23
UGJ flexx_056_sis 7.772 21 -27.02 3401 18 -21.59 3401 17
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Die Losungen wurden anhand ihrer Energiewerte sortiert und priorisiert. Die entsprechenden
Platzierungen sind ebenfalls aufgefiihrt. Vergleichend dazu sind die Platzierung des DrugS-
coreX-Scorings sowie die rmsd-Werte der Dockinglosungen zur Pose des UGJ (53) in der
Kristallstruktur 3ZDI1 angegeben. Dieser gibt Auskunft tber die relative Anordnung der Pose
im Vergleich zum nativen Liganden. Dabei wird in der Literatur ein rmsd < 2.5 A als kristall-
strukturnah angesehen [255]. Um diese Werte ebenfalls mit den MD-Simulationen verglei-
chen zu konnen, wurden aus selbigen Durchschnittstrukturen der Protein-Ligand-Komplexe
erzeugt und anschlieRend ebenfalls rmsd-Werte zur nativen Pose ermittelt. Anhand der rmsd-
Werte der Dockinglosungen zur Kristallstruktur kénnen im Ausgangsdatensatz vier Do-
ckinglésungen mit einem rmsd < 2.5 A als kristallstrukturahnliche Posen (Modus A) identifi-
ziert werden. Genauere Analyse zeigt eine weitere Losung mit dem rmsd <3.0 A
(UGJ_flexx_037_sis, vgl. Abbildung 5.34.), die grundsétzlich noch als kristallstrukturahnlich
angesehen werden kann. Somit umfasst der Datensatz funf Modus A-Posen, die mit DrugS-
coreX bewertet wurden. Dabei konnten vier Losungen unter den Top10 wiedergefunden wer-
den, drei davon unter den Top5.

7 LEU 132

ASP 133

TYR 134 /

LYS 85

ASP 200
VAL 135

Abbildung 5.34. Vergleich des nativen Bindungsmodus des UGJ (53) (grau) in 3ZDI (hellblau) zur Dockingl6-
sung UGJ_flexx_037_sis (Orange) sowie der Durchschnittsstruktur zugehérigen MD-Simulation (grin).

Die Modus A-Losung UGJ_flexx_037_sis wurde auf Rang 13 platziert. Grund hierflr ist,
dass die Pose im Vergleich zum nativen Bindungsmodus weiter in Richtung der Bindeta-
schenoffnung platziert wird. In der Konsequenz treten die Interaktionen zwischen der Amino-
funktion des UGJ (53) und der Asp200-Seitenkette sowie zwischen dem Nitril und dem Lys85

nicht auf und die Dockinglésung wird entsprechend schwécher bewertet.
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Abbildung 5.35. Vergleich zwischen der Startstruktur der Dockingpose des UGJ_ad4 27 (links, Modus Xb) und
der Ausrichtung nach 500 ps Equilibrierung (rechts) in 3ZDI (hellblau). (A) Zeigt die Bewegung des Wassers in
die Bindetasche. Dabei sind die Abstidnde der interagierenden schweren Atome von Protein und Ligand zum
Sauerstoffatom des Wassermolekiils wahrend der 500 ps Equilibrierung (entspricht 250 Snapshots). (B) Backbo-
ne-rmsd-Verlauf der schweren Atome von Ligand und Protein im Bindetaschenbereich wahrend der Equilibrie-
rung. Es lasst sich deutlich der Sprung im rmsd von ca. 1.3 auf 1.9 A nachvollziehen.

Anhand rmsd-Werte der Durchschnittstrukturen der Molekildynamiksimulationen zu den

Kristallstrukturen lassen sich hier acht Strukturen mit einem rmsd < 2.5 A finden. Zwar stei-

109



5. Ergebnisse und Diskussion

gen die rmsd-Werte der Dockinglésungen teilweise im Vergleich zu ihren Startgeometrien
geringfugig an, dies ist allerdings den bei der MD-Simulation auftretenden Eigenbewegungen
geschuldet. Von besonderem Interesse sind die Losungen UGJ_ad4_27, UGJ_flexx_039_sis
und UGJ_flexx_017_sis. Diese Posen wiesen vor der Molekildynamik einen rmsd von 4.2-
4.8 A auf, hinterher konnten sie mit einem rmsd < 2.0 A als kristallstrukturnah identifiziert
werden. Tatséchlich verénderten sie wéhrend der Equilibrierungphase ihre relative Lage in
der Bindetasche. Konnten sie vorher dem von KRUGGEL beschriebenen Modus Xb zugeordnet
werden, lagen sie am Ende der Equilibrierung im Modus A vor (vgl. Abbildung 5.35.). Daraus
lasst sich schlussfolgern, dass es sich zum einem beim Modus Xb um ein energetisch unguns-
tigen Zustand handelt und das zum anderen der Bindungsmodus A mindestens ein lokales
Minimum darstellt, welches unter den gewéhlten Bedingungen bereits erreicht werden kann.
Zusitzlich konnte wahrend der Anderung des Bindungsmodus in UGJ ad4 27 und
UGJ_flexx_039 sis in den Modus A die Positionierung eines Wassermolekils in eine zur
Kristallstruktur &hnliche Lage beobachtet werden, so dass hier die verbriickenden Interaktio-
nen zur Hinge Region auftraten. Betrachtet man die rmsd Abweichungen der aus den MD-
Simulationen resultierenden Durchschnittsstrukturen mit der Kristallstruktur, so wird die Zahl
der der Modus A-Docking-l6sungen um 60 % verbessert. Abschliefend wurden ausgehend
von den generierten MD-Simulationen der 24 Dockinglosungen die entsprechenden Freien
Bindungsenthalpien mittels MM/GBSA- bzw. MM/PBSA-Berechnungen generiert und die
Posen entsprechend der erhaltenen Werte priorisiert. Dabei konnten beim MM/GBSA-
Verfahren alle acht Modus A-Posen aus den MD-Simulationen in den Top10 wiedergefunden
werden, wobei die Top5 sogar nur aus Modus A-Losungen bestand. Das Scoring mittels
MM/PBSA-Verfahren wies nur funf Modus A-Ldsungen innerhalb der Top10 aus, wobei nur

zwei Losungen in den Top5 lagen.

Vergleicht man diese Ergebnisse nun mit dem DrugScoreX-Scoring, so wird eine Uberlegen-
heit der Kombination aus MD-Simulation und MM/GBSA- bzw. MM/PBSA-Methode im
Scoring von Dockinglésungen der Klasse der Thieno[2,3-b]pyridine gegeniliber dieser Sco-
ringfunktion deutlich. So kénnen tUber MD-Simulationen energetisch ungiinstige Zusténde
identifiziert und ggf. sogar in ginstigere Bindungsmodi (wie Modus A) uberfuhrt werden.
Des Weiteren konnte die Zahl an Top10 bzw. Top5 priorisierten Modus A-L6sungen und in
der Folge in der korrekten Priorisierung des nativen Bindungsmodus mittels MM/GBSA um
100 bzw. 66 % verbessert werden. Im Falle der MM/PBSA-Methode konnte dies um 25 % fir
die ToplO verbessert, fir die Top5 allerdings um 33 % verschlechtert werden. Die
MM/GBSA-Berechnungen sind also im Vergleich zum MM/PBSA-Verfahren besser in der
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5. Ergebnisse und Diskussion

Lage, verschiedene Dockingposen relativ zueinander zu bewerten und den entsprechenden
nativen Bindungsmodus korrekt zu priorisieren. Die Ergebnisse sind mit den eingangs von
Hou et al. erwéhnten Beobachtungen vergleichbar und unterstreichen nochmals die Vorteile
des gewahlten Arbeitsablaufs zur Bewertung der von KRUGGEL im DoReCCoM-Prozess gene-

rierten Dockingldsungen.
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5.3. MD/MM/GBSA-Studien zum Bindungsmodus der
Thieno[2,3-b]pyridine in der PfGSK-3

Die Ergebnisse aus Kapitel 5.2. haben gezeigt, dass die Kombination aus Molekuldynamiksi-
mulationen und MM/GBSA-Berechnungen unter den gewahlten Einstellungen eine Verbesse-
rung in der Priorisierung der Dockinglésungen von Thieno[2,3-b]pyridinen in HSGSK-3f zu-
gunsten des nativen Bindungsmodus gegentiber der von KRUGGEL gewéhlten Bewertung mit
DRUGSCOREX bringen kann. Da das MM/GBSA-Verfahren im Scoringprozess im Vergleich
zur MM/PBSA-Methode deutlich mehr kristallstrukturnahe Posen besser platzierte, wurden in

allen nachfolgenden Prozessen nur noch MM/GBSA-Berechnungen durchgefihrt.

Zu Beginn der hier durchgefiihrten Untersuchungen konnte die Frage nach dem Bindungsmo-
dus der Thieno[2,3-b]pyridine in der plasmodialen Glykogen Synthase Kinase-3 nicht endgil-
tig beantwortet werden. KRUGGEL definierte im Rahmen seiner Dissertation anhand von Do-
ckingexperimenten von 16 Thieno[2,3-b]pyridin-Derivaten, welche die PfGSK-3 in einem
ICso-Bereich von 0.13 bis 68 «M inhibieren, mittels DoReCCoM-Workflow verschiedene po-
tentielle Bindungsmodi (vgl. hierzu Abschnitt 5.3.1.) und bewertete diese Uber DRUGSCOREX.
Entsprechend seiner Ergebnisse postulierte er den Modus A als potentiellen gemeinsamen
Bindungsmodus fir alle drei Substanzklassen, allerdings stellte, wie bereits beschrieben, die
korrekte Bewertung kristallstrukturnaher Posen weiterhin eine Herausforderung dar. Daher
sollten nun die im Rahmen der Dissertation von KRUGGEL mittels DoReCCoM-Workflow ge-
nerierten und priorisierten Dockinglésungen der Thieno[2,3-b]pyridine in dem PfGSK-3-
Homologiemodell pfgsk_1j1b, anhand derer der Modus A als nativer Bindungsmodus postu-
liert wurde, durch 1 ns MD-Simulationen und Berechnungen der Freien Bindungsenthalpien®®

zusétzlich abgesichert werden.

5.3.1. Mdgliche Bindungsmodi neben Modus A

KRUGGEL beschrieb in seiner Dissertation weitere mogliche Bindungsmodi neben dem bereits
vorgestellten Modus A (vgl. Abschnitt 2.6, S.38ff). Diese sollen nachfolgend kurz vorgestellt
werden [169].

>Nachfolgend werden die Freien Bindungsenthalpien ausschlieRlich tiber die MM/GBSA-Methode berechnet, so
dass, wenn nicht anders angegeben, die Energiewerte durch dieses Verfahren berechnet wurde.
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5. Ergebnisse und Diskussion

5.3.1.1. Modus Xa

Im Modus Xa (und der Variante Xb) sind der Schwefel S1 und der Stickstoffatom N7 des
Thienopyridin-Grundkorpers parallel zur Hinge Region ausgerichtet. Die 6-Aminosubstitution
kann dabei mit den benachbarten Backbone Carbonyl-Sauerstoffatomen in Wechselwirkung
treten (z. B. dem Glul58). Daruber hinaus sind die Winkel zwischen den interagierenden
Atomen unginstig, so dass diese Interaktion als schwach angesehen werden kann. Die fir
ATP-kompetitive Inhibitoren typische Wechselwirkung zur Hinge Region konnten nicht ge-
funden werden, da der Schwefel S1 zum Carbonyl-Sauerstoffatom des 11e160 ausgerichtet ist

und hier eher abstoRende Kréafte zu verzeichnen sind.

GLU 158 4 LYS 108

LYS 166

Abbildung 5.36. Der Modus Xa am Beispiel des UGJ (53) (hellblau) im Homologiemodell pfgsk_1j1b (magen-
ta). Der Thieno[2,3-b]pyridin-Grundkdérper ist zur Hinge Region ausgerichtet. Der Thiophenring zeigt dabei nach
aulen in Richtung der lsungsmittelzugewandten Region. Aufgrund der Abstande treten hier keine direkten In-
teraktionen auf. So waren lediglich Wasserstoffbriickenbindungen zwischen dem Pyridin-Stickstoffatom des
Liganden und dem Proton am Amid-Stickstoffatom des 1le160 sowie zwischen dem 5-Aminosubstituenten und
dem Backbone-Stickstoffatom des Glu158 denkbar. Zwischen dem Thiophen-Schwefel des Liganden und dem
Backbone-Carbonyl-Sauerstoffatom des 11e160 wirkt ein sterisch abstofRender Effekt. Spiegelung entlang der
Arylbindung erzeugt den Modus Xb (grin). Der Pyridinring zeigt hier in Richtung des Lésungsmittels, wobei
der 5-Aminosubstituent mit der Seitenkette des Lys166 interagiert. Der beim Modus Xa beschriebene sterische
Effekt zwischen Thiophenring und Carbonyl-Sauerstoffatom des 11e160 kann wieder beobachtet werden.

Der Modus Xa wurde aus diesen Grinden von KRUGGEL friih ausgeschlossen. Allerdings
wurde der Modus Xb in den im Weiteren betrachteten Datensdtzen weiterhin berucksichtigt,
da dieser wie in Kapitel 5.2. bereits diskutiert Tendenzen zeigte, wahrend der MD-
Simulationen in den Modus A tberzugehen. Daher sollte diese Beobachtung im Rahmen des
Arbeitsablaufs weiter verfolgt werden.
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5.3.1.2. Modus B

Der Bindungsmodus B trat zumeist bei den Liganden der Klasse 1b auf und wurde von
KRUGGEL grundsatzlich als mogliche Alternative zu Modus A bewertet. Dabei ist die Verbin-
dung derart gedreht, dass die Interaktion zur Hinge Region nicht uber die 6-Aminosubstitution
sondern Uber den Carbonyl-Sauerstoffatom (Klasse 1b) oder die Nitrilfunktion an C6-Position
(Klasse 1a) des Thieno[2,3-b]pyridins zum Backbone-Stickstoffatom des Ile160 erfolgt. Die

Wechselwirkung zum Lys108 erfolgt nun tGber das Amin an C6 sowie das benachbarte Nitril.

LYS 108

GLU 158

TYR 159

ILE 160

Abbildung 5.37. Modus B am Beispiel des KuBra98 (hellblau) im Homologiemodell pfgsk_1j1b (magenta). Das
Carbonyl-Sauerstoffatom des Liganden interagiert mit dem Proton des Backbone-Stickstoffatoms des 11e160.
Zusatzlich ist die Wechselwirkung zum Glul58 (ber das kokristallisierte Wasser denkbar. Die beiden Substi-
tuenten am Pyridinring sind in Richtung des konservierten Lysins ausgerichtet, allerdings sprechen Abstand und
Winkel gegen eine starke Interaktion.

5.3.1.3. Modus Cund D

Die Interaktionen des UGJ (53) in HsSGSK-3p-Komplex 3ZDI sowie den Beobachtungen aus
Kapitel 5.2 zeigen, dass das kokristallisierte Wasser essentiell flir die Interaktion zwischen
Protein und dem Thieno[2,3-b]pyridin zu sein scheint. Fur das plasmodiale Enzym konnte
diese Frage in den Experimenten von KRUGGEL nicht eindeutig geklart werden, weshalb die
hier vorliegenden Dockingergebnisse ohne Berlicksichtigung des Wassers generiert worden
waren. Dieser zusétzliche Platz in der Bindetasche wurde besonders von den Klasse 1b-
Liganden in den Modi C und D eingenommen. Dabei interagiert die Nitrilfunktion mit dem
Backbone-Stickstoffatom des 1le160 und die 5-Aminoposition mit dem Carbonyl-

Sauerstoffatom des benachbarten Glul58. In der Folge wirde das kokristallisierte Wasser
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verdréangt werden, welches wiederum einen entropischen Gewinn bei der Ligandenbindung
zur Folge hatte. Spiegelung entlang der Einfachbindung zwischen Thiophen und Carbonyl-
Kohlenstoffatom erzeugt den Modus D. Hier tritt wiederum die Wechselwirkung des Nitrils
zum 1le160 auf. Zusatzlich kann aufgrund der Drehung die 6-Aminofunktionalitat nun mit der
Hinge Region interagieren Die Carbonyl-Sauerstoffatome der Klasse 1b-Verbindungen sind
ihrerseits in der Lage entweder mit dem Glycin-Rich-Loop (im Fall des Modus C) oder der
zuckerbindenden Region (im Modus D) in Wechselwirkung zu treten.

" MET 157

_LYS 108

Abbildung 5.38. Der Modus C am Beispiel des KuBra216 (68) (hellblau) im Homologiemodell pfgsk_1j1b (ma-
genta). Der Ligand ist entlang der Hinge Region weiter gedreht, so dass eine Verdrangung des kokristallisierten
Wassers denkbar scheint. Interaktionen kommen zwischen der 5-Nitrilsubstitution und dem Proton des Amid-
Stickstoffatoms am llel60-Backbone sowie zum Carbonyl-Sauerstoffatom des Glul58 uber die 5-
Aminosubstitution zustande. In der gezeigten Lésung ist der Abstand allerdings groR genug, dass ebenso eine
Wasserstoffbriickenbindung mit dem kokristallisierten Wasser denkbar scheint. Der Modus D (griin) wird durch
Spiegelung entlang der Einfachbindung zwischen Thiophen und Carbonyl-Kohlenstoffatom erzeugt.

5.3.1.4. Modus E

Die Thieno[2,3-b]pyridine der Klasse 2 bieten aufgrund der Substitution der Nitril- bzw.
Aminofunktion durch einen geséttigten Ring entsprechend weniger Interaktionspunkte mit
den Aminosauren innerhalb der Bindetasche bzw. mit der Hinge Region. Interessanterweise
fand KRUGGEL flir diese Liganden einen zum Modus A der Klasse 1 dhnlichen Bindungsmo-
dus, bei dem der lipophile Ring in Richtung der Hinge Region zeigt. Diese Pose wird als Mo-
dus E bezeichnet. Dabei ist der Ligand im Vergleich zum Modus A ein wenig tiefer in die
Bindetasche verschoben, so dass das kokristallisierte Wasser verdrangt und somit keine verb-
riickende Interaktion auftreten kann. Der entscheidende Kontakt dieser Substanzklasse besteht
in der Wechselwirkung des Carbonyl-Sauerstoffatoms des Liganden zum Lys108.
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MET 157

LYS 108

GLU 158

TYR 159

ILE 160

/

Abbildung 5.39. Der Modus E am Beispiel des k8910031 (73) (hellblau) im Homologiemodell pfgsk_1j1b (ma-
genta). Die Ausrichtung des Liganden ist dabei ahnlich des Modus A. Der annellierte Ring zeigt dabei zur Hinge
Region. Die Pose wird lediglich tber die Interaktion zwischen Carbonyl-Sauerstoffatom des Liganden und der
Seitenkette des Lys108 fixiert.

5.3.1.5. Modus Fund G

Die in Abbildung 5.42 beschriebenen Modi F und G sind grundséatzlich &hnlich zu den be-
schriebenen Modi C und D.

Abbildung 5.40. Modus F am Beispiel des k8910360 (hellblau) im Homologiemodell pfgsk_1j1b (magenta).
Ausgangspunkt ist hier ebenfalls der Modus B, allerdings ist der Ligand tiefer in die Bindetasche gedreht, so
dass-vergleichbar zum Modus C/D- das kokristallisierte Wasser verdréangt werden konnte. So interagiert der
Amid-Stickstoffatom des Liganden mit dem Backbone-Carbonyl-Sauerstoffatom des Glu158. Das Carbonyl-
Sauerstoffatom des k8910360 (74) bildet eine Wasserstoffbriickenbindung zum Proton des Backbone-
Stickstoffatoms des 11160 der Hinge Region aus. Zusétzlich tritt die 2-Aminofunktion mit dem entsprechenden
Backbone-Carbonyl-Sauerstoffatom des 11e160 in Wechselwirkung. Spiegelung der Pose generiert den Modus G
(griin). Die Amidsubstitution des Liganden tritt dabei sowohl mit dem Carbonyl-Sauerstoffatom als auch dem
entsprechenden Backbone-Proton des 11e160 in Wechselwirkung.
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Hingegen ist das Molekil entlang der Verknipfung von Thiophen und Pyridin gespiegelt, so
dass die Interaktion zur Hinge Region im Modus F lber die Aminofunktion am Thiophenring
und im Fall der Klasse 1a Uber das Nitril erfolgt. Fir die Klasse 1b wurden diese Posen auf-
grund des sterisch anspruchsvollen Aroylsubstituenten nicht beobachtet, fiir die Klasse 2 le-
diglich an drei Verbindungen (k8910360 (74), k8910240 (96) und k8910270 (97), vgl. Tabel-
le 10 und Tabelle 23), die sich an der C2-Position durch eine Amidfunktion statt des Arylcar-
bonylkorpers auszeichnen. Analog zu Modus C/D wirde auch hier das kokristallisierte Was-
ser verdrangt werden. Durch Spiegelung lasst sich wiederum der Modus G erzeugen, bei dem

der 4-Arylrest tief in die Bindetasche zeigt.

5.3.1.6. ModusH

Fur die Verbindungen k8910360 (74), k8910240 (96) und k8910270 (97) der Klasse 2 konnte
neben den Modi F und G eine weitere Bindungspose gefunden werden, die als Modus H be-
zeichnet wird. Der Grundkdrper ist dabei &hnlich dem Modus B ausgerichtet. Im Gegensatz
dazu ist der Ligand mehr zum Lésungsmittel zugewandt, so dass die Interaktion zur Hinge
Region Uber den Amid-Stickstoffatom des Liganden bzw. das Carbonyl-Sauerstoffatom des
I1e160 erfolgt. Das Carbonyl-Sauerstoffatom des Thieno[2,3-b]pyridins interagiert zusatzlich
mit der Seitenkette des Lys166. Der gesattigte Ring der entsprechenden Klasse 2 Verbindun-

gen zeigt dabei in einen hydrophoben Bereich der Bindetasche.

LYS 108

Abbildung 5.41. Modus H am Beispiel des k8910360 (74) (Hellblau) im Homologiemodell pfgsk_1j1b (magen-
ta). Die Ausrichtung des Liganden entspricht dabei einer Modus B &hnlichen Pose, wobei Thieno[2,3-b]Pyridin-
Grundkorper hier deutlich mehr zur Hinge Region ausgerichtet ist. Die Interaktionen erfolgen uber das Backbo-
ne-Carbonyl-Sauerstoffatom des 11e160 sowie dem e-Stickstoffatom der Lys166-Seitenkette.
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5.3.2. Reduktion der Ausgangsdatensatze

Der von KRUGGEL verwendete Datensatz umfasste 16 Verbindungen: Drei der Klasse 1a,
neun der Klasse 1b und vier Verbindungen der Klasse 2. Diese waren mittels DoReCCoM-
Workflow in das Homologiemodell pfgsk 1j1b gedockt und bearbeitet worden. Dabei ergaben
sich abhangig vom Liganden zwischen 30 und 70 Dockinglésungen pro Ligand. Die zu die-
sem Zeitpunkt begrenzten Rechenkapazitdten machten eine Reduktion des Datensatzes not-
wendig, um entsprechende Molekiildynamiksimulationen durchfilhren zu koénnen'®. Dabei

wurden mehrere Kriterien in Betracht gezogen:
Hinge-Kontakt

Die Kristallstruktur des Liganden UGJ (53) in 3ZDI sowie die im Rahmen der von FUGEL an-
gefertigten Arbeit generierten biologischen Daten zeigten, dass die Substanzklasse der Thien-
0[2,3-b]pyridine ATP-kompetitiv die PfGSK-3 inhibieren. Eine essentielle Interaktion, wie
anhand des genannten HsGSK-34-Komplexes deutlich wird, ist die Wechselwirkung zur Hin-
ge Region. Daher wurden Ldsungen ohne einen derartigen Kontakt verworfen.

Relative Lage des Liganden in der Bindetasche

Einige Posen wiesen zwar einen entsprechenden Hinge-Kontakt auf, allerdings konnte ihre
Anordnung innerhalb der Bindetasche aufgrund von Torsionswinkeln und Bindungsabstanden
als ungunstig angesehen werden. Diese Losungen wurden ebenfalls nicht weitergehend be-

trachtet.

Anhand dieser Kriterien konnten die von KRUGGEL generierten Datensatze fur die folgenden
Untersuchungen auf 10 bis 35 zu bewertende Dockingposen pro Ligand reduziert werden. Die
Vorbereitung und Parametrisierung erfolgte analog zu den in Abschnitt 5.2. beschriebenen
Durchfiihrungen. Diese wurden fiir die nachfolgenden Experimente um einen Arbeitsschritt

erweitert-die Vordefinition des Wassers, welche wie folgt durchgefiihrt wurde.

®Nach Anpassung des Simulationszeit auf 1 ns bendtigte eine MD-Simulation mit allen vorbereitenden Schritten
24 Stunden.
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5.3.3. Vordefinition des Wassers

In einem ersten Vorversuch wurden die Dockinglosungen des Liganden UGJ (53) in
pfgsk_1j1b-Homologiemodell simuliert. Dabei konnte in Analogie zu den Dockingposen
UGJ ad4 27 und UGJ flexx_039 sis in 3ZDI die Bewegung der Modus Xb-Ldsung
UGJ_005 _tri in den Modus A innerhalb der PfGSK-3 beobachtet werden. Weiterhin bewegte
sich ein Wassermolekdl in die Bindetasche in einem zum 3ZDI vorhandenem Wasser ver-
gleichbare Position. Die Anordnung des verbriickenden Wassermolekiils wahrend der MD-
Simulation der nach MM/GBSA-Scoring bestplatzierten Modus A-Pose im Homologiemodell
pfgsk_1j1b ist in Abbildung 5.42. im Vergleich zum kokristallisierten Wassermolekil im
HsGSK-3p-Komplex 3ZDI gezeigt (PfGSK-3: rot; HSGSK-3p: orange).

GLU 158 MET 157

¥ Lys 108

TYR 159

ILE 160

Abbildung 5.42. Anordnung der Wassermolekile im Bereich der Bindetasche wéhrend der MD-Simulation der
bestplatzierten Modus A-Dockingpose (Hellblau) des UGJ (53) in pfgsk_1j1b (magenta). Die die Wassermolekd-
le im plasmodialen Enzym sind als rote Kugeln, in der humanen Kristallstruktur in orange dargestellt. Zur Orien-
tierung ist die Lage des UGJ (53) in 3ZDI (griin) sowie die Interaktionen zum kokristallisierten Wassermolekdil
ebenso in das Homologiemodell projiziert. Zum Vergleich sind alle weiteren kokristallisierten Wassermolekdile
und deren ,,plasmodialen Analoga“ ebenfalls gezeigt (jeweils in orange bzw. rot).

Dieses trat - anders als im humanen Enzym - nicht mit dem Pyridin-Stickstoffatom des Thi-
eno[2,3-b]pyridin-Grundkorpers in Wechselwirkung sondern interagiert hier mit der benach-
barten 6-Aminofunktion. Grundsatzlich warf die Migration des Wassermolekadils in eine kris-
tallstrukturéhnliche Position die Frage auf, ob dieses Wasser im plasmodialen Enzym ebenso
essentiell ist, wie das in der humanen Kristallstruktur des Thieno[2,3-b]pyridin UGJ (53) in
3ZDI kokristallisierte Wasser. Ausgehend von dieser Beobachtung wurde der letzte Snapshot
der MD-Simulation als PDB-Struktur gespeichert, alle Wasser bis auf das verbriickende Was-

sermolekl entfernt und das verbliebene Gesamtsystem einer Minimierung unterzogen, um so
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die Anordnung in der Bindetasche und die jeweiligen Protein-Ligand-Interaktionen zu opti-
mieren. AnschlieBend wurde der Protein-Ligand-Komplex mit dem ,,optimierten” Wasser
uber das pfgsk_1j1b Homologiemodell gelegt. So konnte die Position des Wassermolekiils in
allen weiteren Simulationen vordefiniert werden und es wurde im weiteren Verlauf der Unter-
suchungen als essentiell erachtet. Von einer weiteren Geometrieoptimierung wurde abgese-
hen, da diese Uber die tblichen Vorbereitungsschritte vor den MD-Simulationen automatisch
erfolgte. Daneben sei kurz auf die Position der weiteren kokristallisierten Wassermolekiile in
3ZDI eingegangen. So konnten in der MD-Simulation der bestplatzierten Modus A-Pose des
UGJ (53) in pfgsk_1j1b diese Wassermolekiile ebenso wiedergefunden werden (vgl. dazu Ab-
bildung 5.42.). Jedoch wurden Uber den Verlauf der Molekildynamiksimulation groRere Fluk-
tuationen dieser Wassermolekiile beobachtet, so dass sie aufgrund ihrer Lage im Bereich der
Bindetaschendffnung bzw. im hydrophoben Bereich der Back Pocket nicht als essentiell fur
die Stabilisierung des Protein-Ligand-Komplexes der jeweiligen Thieno[2,3-b]pyridine zu

sein schienen.

Im Anschluss wurden die jeweils generierten und solvatisierten Protein-Ligand-Komplexe der
Dockinglosungen im Homologiemodell pfgsk 1j1b gemal dem weiteren Verfahren in 5.2,
bearbeitet und 1 ns Molekuldynamiksimulationen mit 500 generierten Snapshots durchge-
fihrt. Im Anschluss wurden mittels MM/GBSA-Verfahren die Freien Bindungsenthalpien un-
ter Berucksichtigung der LCPO-Methode berechnet. Die erhaltenen Energiewerte sind in den
Tabelle 24 bis Tabelle 39 (siehe Anhang S. 220ff) zusammengefasst. Die Analyse der Mole-
kaldynamiksimulation erfolgte analog zur Auswertung in Abschnitt 5.1.2 durch rmsd-Plots,

Distanzmessungen, Heatmaps sowie visuelle Inspektion tiber VMD.

5.3.4. Bewertung der verschiedenen Bindungsmodi

5.3.4.1. Klasse la

Als Représentanten der Klasse 1a wahlte KRUGGEL die Verbindungen UGJ (53), 80088815
(62) sowie KuBral23 (63) aus. Die nach dem DoReCCoM-Workflow erhaltenen Dockingpo-
sen wurden anhand der in Abschnitt 5.3.2. beschriebenen Kriterien analysiert und die Datens-
atze demnach angepasst. So konnte der Datensatz fir UGJ (53) auf 24 Lésungen (vorher: 45),
fir KuBral23 (63) auf 28 (vorher: 44) und 80088815 (62) auf zwolf Losungen (vorher: 34)
reduziert werden. Ausgehend von den ausgewdhlten Strukturen wurde die DrugScoreX-

Priorisierung fiir den ,neuen® Datensatz iibernommen, um dieses Scoring mit dem
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MM/GBSA-Verfahren vergleichen zu kénnen. Wie auch in der Dissertation von KRUGGEL
bereits beschrieben, konnten fur die Klasse 1 bzw. hier die Klasse 1a neben den bereits ver-
worfenem Modus Xa die Modi Xb, A, B, C und D beobachtet und als Startstrukturen einge-
setzt werden, wobei Modus Xb-Lésungen nur fur das KuBral23 (63) sowie UGJ (53) vorla-
gen, Modus B-L6sungen nur fir 80088815 (62) und KuBral23 (63). Daneben beinhalteten
die Datensétze auch Modus F und G &hnliche Posen.

Die Ldsungen wurden nun der oben beschriebenen Prozedur zur Berechnung der MM/GBSA -
Energien unterworfen und anschlieRend entsprechen ihrer berechneten Freien Bindungsent-
halpien sortiert. Grundsatzlich konnten stabile Simulationen erhalten und lediglich geringe
Fluktuationen von Ligand und Protein beobachtet werden. Ausnahme bildeten allerdings L6-
sungen von UGJ (53) und KuBral23 (63) in dem plasmodialen Homologiemodell pfgsk _1j1b.
Hier wurden in Analogie zum Redocking des Liganden in die humane GSK-34 Veranderun-
gen der Startstrukturen zugunsten des Modus A festgestellt (vgl. Abbildung 5.35, S.109).
Zumeist handelte es sich dabei um Modus Xb oder ahnliche Startgeometrien. Dies ist beson-
ders interessant, da dieser Bindungsmodus im DSX-Scoring sehr gut bewertet wurde. So la-
gen nach dem DoReCCoM-Ablauf vier Dockingposen des UGJ (53) in pfgsk_1j1b, die inner-
halb der ToplO bewertet wurden, im Modus Xb vor, welche alle wahrend der MD-
Simulationen in den Modus A wanderten. Die MD-Simulationen der jeweiligen Liganden, die
sich wahrend des Produktivruns in den Modus A bewegten, wurden um 500 ps verldngert um
fur jede Pose stabile 1 ns Simulationen fiir die Berechnung der Freien Bindungsenthalpien
nutzen zu konnen. Die Interaktionen der erhaltenen Modus A-Ldsungen wéhrend der Mole-

kildynamiksimulationen sind dabei vergleichbar zum UGJ (53) in 3ZDI.

MET 157

ILE 160

Abbildung 5.43. Vergleich zwischen der bestplatzierten Modus A-Ldsung des Rescoring des Thieno[2,3-
b]pyridins UGJ (53) (hellblau) im Homologiemodell pfgsk 1j1b (magenta) und der Lage in der humanen Kris-
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tallstruktur (griin). Beide Posen weisen die gleichen Interaktionen zur Hinge Region, dem kokristallisierten Was-
ser (nicht gezeigt) und dem konservierten Lys108 auf.

Abbildung 5.43. vergleicht die Positionierung des Liganden UGJ (53) in der humanen Kiris-
tallstruktur und die Durchschnittsstruktur der bestplatzierten Modus A-Losung der MD-
Simulation im plasmodialen Homologiemodell pfgsk_1j1b. Die Ausgangslage dieser Pose
entsprach dabei dem Modus Xb. Ebenfalls gezeigt ist das verbriickende Wassermolekul, das
sich wahrend der Bewegung des Liganden in eine zum kokristallisierten Wasser in 3ZDI dhn-
liche Position bringt, wobei die Wechselwirkung wie in 5.3.3 beschrieben, tber die 5-
Aminoposition erfolgt. In Analogie zum HsGSK-3p-Komplex kann im plasmodialen Enzym
die Interaktion des Liganden zum Carbonyl-Sauerstoffatom des 1le160 als schwach angesehen
werden, da hier ahnlich zum Val135 der benachbarte Amid-Stickstoffatom einen abstoRenden
Effekt auf die Verbindung ausiibt. Auf der anderen Seite kann zwischen der Aminofunktion
am Thiophenring und dem Asp225 eine starke Wasserstoffbriickenbindung ausgebildet wer-

den.

Distanz [A]
W
|

0= : : : : : : . : .
0 100 200 300 400 500
Snapshots

Abbildung 5.44. Distanzmessung zwischen der endstandigen Methylgruppe der Met157 Seitenkette und dem S1
Schwefel der bestplatzierten Modus A-Pose im Rescoring des UGJ (53) im pfgsk_1j1b Homologiemodell. Ge-
zeigt ist der letzte Snapshot der MD-Simulation.

Die Seitenkette des Gatekeepers Metl57 zeigt in die Bindetasche, so dass eine Van-der-
Waals-Interaktion zum Thiophen-Schwefel S1 denkbar ist (vgl. Abbildung 5.44.). Tatsachlich
lasst sich diese Tendenz durch Distanzmessungen zwischen dem endstandigen Kohlenstoff
am Gatekeeper sowie dem S1 Schwefel des Liganden bestétigen. Allerdings liegt der Ligand
hier wéhrend der MD-Simulation ein wenig tiefer in der Bindetasche, so dass die Seitenkette
des Met157 eher verdrangt wird und so die Abstinde von 4.5 bis 5 A zustande kommen. Le-
diglich ab Snapshot 450 sind Distanzen von ca. 3.5 A zu finden, so dass dort eine Van-der-

Waals-Interaktion zwischen den genannten Atomen angenommen werden kann. Grundsétz-
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lich unterstltzt dieses Ergebnis aber den von KRUGGEL vorgeschlagenen Einfluss des Ga-
tekeepers auf die Selektivitat, da es zeigt, dass die Klasse 1a sowohl in humaner als auch
plasmodialer GSK-3 mit selbigem in Wechselwirkung treten kann. Dies soll daher an spaterer

Stelle noch genauer diskutiert werden.

Die oben erwéhnten Modi F und G traten zumeist nur ein bis zweimal pro Datensatz auf und
zeigten schlechten Bindungsenthalphien (siehe Anhang S. 220ff) und werden daher ebenfalls
nicht weitergehend diskutiert. Ebenso konnten nicht fiir alle Klasse 1a-Vertreter der Modus B
verzeichnet werden, sondern lediglich fir KuBral23 (63) und 80088815 (62), deren bestplat-
zierte Losung im Modus B jeweils auf Platz 9 bewertet wurden. Grund hierflr ist, dass die
Interaktion zur Hinge Region Uber das Nitril an C6 schwacher ist als die zwischen dem ent-
sprechenden Carbonyl-Sauerstoffatom der Klassen 1b oder im Vergleich dazu die Wechsel-
wirkung zwischen Backbone-Carbonyl-Sauerstoffatom des 11e160 und der 5-Aminofunktion
im Modus A. In diesem Zusammenhang ist eine interessante Beobachtung bezuglich einer
Modus F-Losung des KuBral23 (63) zu nennen. Wéhrend der Equilibrierungsphase drehte
die Pose in den Modus B. Dies schwacht zum einen den Modus F als potentiellen nativen
Bindungsmodus zusétzlich ab, bestérkt allerdings wiederum den Modus B. Jedoch lag die
bewertete Modus B-Pose nicht mehr in den Top10. Aufgrund der geschilderten Beobachtun-
gen fur die Modi B, F und G wurde fiir die Klasse 1a im weiteren Verlauf ein Fokus auf die
Modi A, C und D gelegt. Abbildung 5.45. zeigt die Anzahl der Lésungen pro Ligand pro Mo-
dus innerhalb der Top10 der jeweiligen priorisierten Datensatze.

Modus A Modus C Modus D

uDSX

g | " MM/GBSA

Abbildung 5.45. Auftragung der Anzahl der Dockinglésungen innerhalb der Topl10 der drei Klasse 1a-Liganden
80088815 (62), UGJ (53) und KuBral23 (63). Verglichen werden dabei der Modus A, C und D sowie die Posen
pro Ligand sowie das Ranking mittels DrugScoreX (DSX) und MM/GBSA-Verfahren.
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Es l&sst sich deutlich erkennen, dass der Bindungsmodus A im Rescoring-Prozess der Simula-
tionen und anschlieBenden Berechnungen der Freien Bindungsenthalpien sehr gut abschnei-
det. So kann insbesondere fir die Liganden UGJ (53) und KuBral23 (63) ein deutlicher An-
stieg der Anzahl an Modus A-L6sungen von einer auf bis zu sechs Ldsungen verzeichnet
werden. Dies ist durch die bereits beschriebenen Bewegungen der Xb-Ldsungen begrindet, da
so zum Beispiel fiur das KuBral23 (63) der Datensatz letztendlich neun Modus A-Posen ent-
hielt. Entsprechend der Beobachtungen im vorhergehenden Kapitel (vgl. 5.2.2, S.107ff) kann
auch hier der Modus Xb als energetisch ungiinstig und der Modus A als energetisch gunstige-
re Anordnung innerhalb der ATP-Bindetasche der PFGSK-3 angesehen werden. Des Weiteren
kdnnen durch die MD-Simulationen ungiinstige Winkel, Bindungslangen und Abstéande der
generierten Dockinglosungen im Vergleich zu einer klassischen Minimierung besser ausge-
glichen werden. Dies erklért z. B. die deutlich bessere Bewertung der Losung UGJ_052_sis
(siehe Anhang S. 220ff), welche im DRUGSCOREX-Ranking noch auf Platz 22 vorlag und nun
innerhalb der Top10 bewertet wurde.

Der Modus C wird fiir die Klasse 1a sowohl in der DrugScoreX- als auch MM/GBSA-
Bewertung weniger favorisiert, da hier maximal zwei Posen innerhalb der Top10 vorlagen.
Fur den Modus D lasst sich keine klare Aussage machen. So ist das Ranking via DSX eher
schlecht zu bewerten, interessanterweise fuhrt hingegen das Scoring mittels Freier Bindungs-
enthalpie zu einer Anreicherung innerhalb der Top10 (vgl. UGJ (53) und KuBral23 (63) in
Abbildung 5.45.). Um das Scoring von DRUGSCOREX und MM/GBSA noch besser verglei-
chen zu kdnnen, wurde entsprechend dem Verfahren von KRUGGEL ein normierter Score Syorm
entsprechend der Formel 5.2. fiir die jeweils beste Pose eines Liganden im jeweiligen potenti-
ellen Modus-Hypothesen berechnet und in Abbildung 5.46. aufgetragen.

S _ Spose — Sworst
norm —

Spest — Sworst 62
Dieser berticksichtigt den Score der bestplatzierten Pose eines jeweiligen potentiellen Bin-
dungsmodus (Spese) (hier die Modi A, C und D) in Relation zum besten (Spest) Und schlechtes-
ten (Sworst) Score eines Datensatzes bzw. letztendlich in Relation zur besten bzw. schlechtes-
ten Pose. Dabei ergeben sich Werte zwischen null und eins, wobei ein Score nahe eins einer
guten Bewertung bzw. hohen Priorisierung eines Modus entspricht (ein Wert von eins ent-

spricht Platz 1 im Ranking).
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Modus A Modus C Modus D

1.00

uDSX

0.80 - u MM/GBSA
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0.40 4
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Abbildung 5.46. Vergleich der normierten Score-Werte der bestplatzierten Lésungen der Klasse 1la-Liganden im
DRUGSCOREX (DSX) und MM/GBSA—Ranking pro Ligand in Bindungsmodus A, C und D.

Es zeigt sich, dass fiir die ,,neuen‘ kleineren Datensétze der Klasse 1a-Liganden die Modi A,
C und D die Priorisierung fir beide Bewertungsfunktionen ahnliche Ergebnisse erhalten wer-
den, wobei die MM/GBSA-Methode auch hier wieder tendenziell den Modus A am besten
und in Relation den Modus D schlechter bewertet.

Somit lassen sich die in diesem Kapitel dargestellten Beobachtungen wie folgt zusammenfas-

sen:

e Flr die Klasse la-Liganden werden im Fall der Bindungsmodi B, F und G schlechte
Freie Bindungsenthalphien erhalten. Zudem kann fur KuBral23 (63) kann eine Wan-

derung des Modus F in den Modus B beobachtet werden.

e Der Modus Xb kann als energetisch ungunstig angesehen werden. Es kommt zu einem
Ubergang in den Modus A, welcher als energetisch giinstige Anordnung der Klasse 1a
in der Bindetasche der PfGSK-3 angesehen werden kann. Die Anreicherung des Mo-
dus A innerhalb der Top10 des MM/GBSA-Rankings bestatigt dieses Ergebnis.

e Die Modi C und D werden ebenfalls gut bewertet, allerdings schlechter als der Bin-

dungsmodus A.

In der Konsequenz kann fur die Liganden der Klasse 1a der Modus A als nativer Bindungs-

modus in der plasmodialen Glykogen Synthase Kinase-3 favorisiert werden.

Dies erscheint auch unter Beriicksichtigung der biologischen Daten sinnvoll, da diese Sub-
stanzklasse sowohl an humanem als auch plasmodialem Enzym vergleichbare biologische

Aktivitaten zeigte und somit eine vergleichbare bzw. &hnliche Bindungsgeometrie naheliegt.
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Die Modi B, C und D kdnnen aufgrund der berechneten Freien Bindungsenthalphien bzw. ih-
rer Positionen im Ranking zu diesem Zeitpunkt nicht génzlich verworfen und sollen daher im
weiteren Bewertungsprozess der Klassen 1b und 2 Thieno[2,3-b]pyridine beriicksichtigt wer-

den.

5.3.4.2. Kilasse 1b

Nachfolgend sollen die Dockingposen der ausgewdéhlten Vertreter der Klasse 1b bewertet
werden. Diese Verbindungen zeichnen sich durch Selektivitat gegentiber der plasmodialen
Glykogen Synthase Kinase-3 aus. Strukturell 1asst sich dies an der Erweiterung der Klasse 1a-
Liganden durch Substitution des Nitrils an C1 durch einen Benzoylrest festmachen. KRUGGEL
waéhlte neun Verbindungen der Klasse 1b mit einer biologischen Aktivitatsspanne von 0.48
bis 68 1M aus, welche er dem DoReCCoM-Workflows unterzog und Giber DRUGSCOREX be-
wertete. Entsprechend den in Abschnitt 5.3.2. beschriebenen Verfahren wurden die Aus-
gangsdatenséatze hinsichtlich der beschriebenen Kriterien analysiert und konnten so auf 14 bis
28 (vorher: 44 bis 89) Losungen reduziert werden, welche anschlieend Uber 1 ns MD-
Simulationen und Berechnung der Freien Bindungsenthalpie mittels MM/GBSA-Verfahren
bewertet wurden. Neben Posen, die keinem von KRUGGEL definierten Bindungsmodus zuge-
ordnet werden konnten, beinhalteten die reduzierten Datensatze Losungen der Modi A, B, C
und D. Die Modi E, F und G konnten hingegen nicht beobachtet werden. Losungen des Mo-

dus Xa wurden im Zuge der Vorauswahl verworfen.

Zusétzlich traten hier Variationen der genannten Modi auf, bei denen die Grundkérper, wie
urspringlich in den Bindungsposen definiert innerhalb der Bindetasche lagen, allerdings der
Benzoylrest wahrend des Dockingprozesses um 180 ° gedreht wurde. Beispielhaft ist dies in
Abbildung 5.47 anhand des KuBra216 (68) gezeigt. So ist der Thieno[2,3-b]pyridin-
Grundkorper in gezeigten Dockinglosung des KuBra216 (68) vergleichbar zum Modus A po-
sitioniert, im Gegensatz dazu zeigt das Carbonyl-Sauerstoffatom in Richtung des Lésungsmit-
tels und interagiert nicht mit dem konservierten Lysin. Des Weiteren tritt hier eine stabilisie-
rende intramolekulare Wasserstoffbriickenbindung zum benachbarten Amin auf. Uber die ge-
nannten Wechselwirkungen zur Hinge Region hinaus kdnnen keine weiteren Kontakte mit
dem Protein beobachtet werden. Dieser Bindungsmodus wird in den Tabellen im Anhang
(siehe Anhang S. 220ff) mit A* bezeichnet (vgl. hierzu Abbildung 5.47.). In Analogie dazu
treten ebenso Varianten der Modi C und D mit gedrehtem Benzoylkorper auf (in den Tabellen
im Anhang Modus C‘ und D* genannt, siche Anhang S. 220ff).
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‘ VT 157 LYS I\Q

Abbildung 5.47. Der Bindungsmodus A‘ am Beispiel des KuBra216 (68) (hellblau) im Homologiemodell
pfgsk_1jlb. Die Interaktionen zur Hinge Region erfolgen analog zum Bindungsmodus A zum Backbone-
Carbonyl-Sauerstoffatom des 11160 sowie dem kokristallisierten Wasser. Die Wechselwirkung zum Lys108 tritt
aufgrund der Ausrichtung des Carbonyl-Sauerstoffatoms des Liganden zum Ldsungsmittel nicht auf. Zusétzlich
kann eine intramolekulare Wechselwirkung zwischen dem Carbonyl-Sauerstoffatom und dem 2-
Aminosubstituenten beobachtet werden.

Diese Losungen wurden alle durch FLExX generiert, bei dem die Konformationen des Ligan-
den inkrementell aufgebaut werden (vgl. Kapitel 4.1.1.). Die Erweiterung der Liganden um
den Benzoylkdrper erzeugt dabei eine zusatzliche drehbare Achse eine Konformation, welche
durch die beschriebene intramolekulare Wechselwirkung begiinstigt wird. Diese alternativen
Bindungsmodi widersprechen den im Rahmen der urspringlichen Bindungshypothesen er-

fassten Wechselwirkungen zum Protein und wurden daher nicht weitergehend berticksichtigt.

Der Modus Xb bzw. dhnliche Posen konnte aufgrund der sterischen Hinderung durch den
Benzoylrest von keinem Dockingprogramm generiert werden, so dass eine Anreicherung des
Modus A innerhalb der Top10 durch Bewegung des Liganden nicht zu erwarten war und folg-
lich nur im geringeren Mafe (entsprechend der Anzahl der Modus A-Ldsungen im jeweiligen
Datensatz) eine Rolle spielen sollte. Somit lag aufbauend auf den Ergebnissen fir die Klasse
1a ein Fokus auf den Modi A, B, C und D. Hier konnten zumeist keine auffélligen Fluktuatio-
nen der jeweiligen Posen festgestellt werden, eine interessante Ausnahme bildete eine Losung
des KuBra87 (65).
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LYS 108

MET 157 MET 157

GLU 158 GLU 158

TYR 159 TYR 159

Abbildung 5.48. Bewegung der Modus B-Ldsung des KuBra87 (65) wahrend der MD. Links: Ausgangsposition,
Modus B. rechts: Positionierung am Ende der MD, Modus Xa.

Diese lag nach dem DoReCCoM-Verfahren im Bindungsmodus B vor, drehte allerdings wah-
rend der Equilibrierungsphase in eine Xa-ahnliche Position, wobei der Benzoylrest zum L6-
sungsmittel gewandt ist, wie in Abbildung 5.48. gezeigt. Diese Beobachtung lasst die Vermu-
tung zu, dass es sich beim Modus B um eine energetisch ungtinstige Geometrie handelt. Der
eingenommene Modus Xa kann ebenfalls verworfen kénnen, da hier der strukturell scheinbar
fiir die Selektivitat mitverantwortliche Benzoylkdrper zum Lésungsmittel ragt und keine zu-
sétzliche Interaktion mit dem Protein bietet. Des Weiteren konnten Modus B-Ldsungen nur
noch fur KuBra98 (66), KuBral6l (67), KuBra275 (70), KuKLO7 (71) und KuKLO8 (72) ge-
funden werden, wobei diese nach dem MM/GBSA-Scoring nur fir KuKLO7 (71) und
KuKLO08 (72) innerhalb der Top10 bewertet wurden. Grundsatzlich lasst sich annehmen, dass
die Kombination aus drei Dockingprogrammen mit unterschiedlichen Generierungsalgorith-
men in der Lage sein sollte, dass Dockingproblem zu Iésen und somit alle denkbaren Posen
inklusive des nativen Bindungsmodus zu generieren. Demnach sprechen das Fehlen von Mo-
dus B-Ldsungen bei allen weiteren ausgewéhlten Liganden der Klasse 1b sowie die Bewe-
gung in den Modus Xa gegen den Modus B als nativen Bindungsmodus der Thieno[2,3-
b]pyridine.

Grundsétzlich konnten in den Datensétzen der Klasse 1b deutlich diversere Losungen gefun-
den werden und entsprechend weniger Posen einem definierten Bindungsmodus zugeordnet
werden. Dies spiegelt auch die in Abbildung 5.49. gezeigte Auftragung der Anzahl der gefun-
denen Bindungsmodi innerhalb der Top10 nach dem DSX- bzw. MM/GBSA-Scoring wieder.
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Modus A Modus C Modus D

mDSX
= MM/GBSA

Abbildung 5.49. Auftragung der Anzahl der Dockingldsungen innerhalb der Top10 der 9 untersuchten Klasse
1b-Liganden. Verglichen werden dabei der Modus A, C und D sowie die Posen pro Ligand sowie das Ranking
mittels DrugScoreX (DSX) und MM/GBSA-Verfahren.

Entsprechend den Ergebnissen fur die Klasse 1a konnte auch hier eine Verbesserung in der
Bewertung des Bindungsmodus A mittels MM/GBSA im Vergleich zum DRUGSCOREX-
Ranking festgestellt werden. So lagen z. B. fir KuBra98 (66) bzw. KuBra221 (69) keine L6-
sung nach der Bewertung mit DrugScoreX innerhalb der Top10, nach dem MD/MM/GBSA-
Verfahren drei Losungen. Interessanterweise wurde fiir ersteres die schlecht platzierteste Mo-
dus A Losung (KuBra98_fred 98, Platz 27) im DSX-Scoring nach den MD-Simulationen und
Berechnung der Freien Bindungsenthalpie auf Platz 2 bewertet. Grund hierfur scheint die be-
reits beschriebene Optimierung der Posen beziiglich der Abstande und Winkel wéhrend der
MD-Simulationen zu sein. Eine ahnliche Verbesserung konnte fiir das KuBra87 (65) festge-
stellt werden. Lediglich fir KuBra216 (68) und KuKLO8 (72) schnitt der Modus A ein wenig
schlechter ab.

Die Interaktionen der Thieno[2,3-b]pyridine der Klasse 1b im Modus A sind grundsatzlich
vergleichbar mit denen der Klasse 1la. Der Benzoylrest nimmt aber in mehrfacher Hinsicht
Einfluss auf die Qualitat und Stabilitat der Posen. So ist in den Klasse 1b-Liganden das jewei-
lige Carbonyl-Sauerstoffatom derart ausgerichtet, dass die ber eine Wasserstoffbriicken-
bindung mit dem konservierten Lys108 interagieren. Der Winkel zwischen NH-Bindung und
Carbonyl-Sauerstoffatom ist mit 164 ° im Vergleich zu 137 ° zwischen Nitril und Lysin im
Fall der Klasse la giinstiger (der ,,ideale” Winkel ldge bei 180 °). In der Konsequenz kann
wahrend der Molekiildynamiksimulation ein stabiler Abstand von 3.0-3.5 A beobachtet wer-
den (zum Vergleich: Fiir das UGJ (53) in 3ZDI wurden hier zumeist Absténde > 4 A gefun-
den, vgl. Abbildung 5.14.).
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Dies wird durch die sterisch anspruchsvollen Benzoylkorper begunstigt. Weiterhin ist der
Thieno[2,3-b]pyridin-Grundkdrper der Klasse 1a um 30° gegen den Uhrzeigersinn gedreht, so
dass die Nitrilfunktionalitdt am Lysin vorbei zeigt und der ungunstigere Winkel zustande
kommt. Aufgrund der Anordnung der Klasse 1b-Liganden sowie der sterischen Hinderung
durch den Aroylrest kann anders als bei den Klasse la-Verbindungen keine Wasserstoffbri-
ckenbindung zum Carboxylat der Aspartat-Seitenkette des DFG-Motivs auftreten, welche fiir
letztere anhand der Distanzmessungen in den Molekildynamiksimulationen als wichtig erach-

tet werden konnte.

Die Thieno[2,3-b]pyridine der Klasse la und 1b interagieren jeweils tber den 6-Amino-
Substituenten tber eine Wasserstoffbriickenbindung zum Backbone-Carbonyl-Sauerstoffatom
des 1le160. Die im Vergleich zu den Verbindungen der Klasse 1a um 30 ° mit dem Uhrzeiger-
sinn gedrehte Ausrichtung der Klasse 1b-Liganden resultiert allerdings hier in einem mit
154 ° ebenfalls glnstigeren Winkel (Klasse 1a: 123 °). Zwar Uber das benachbarte Proton am
Amid-Stickstoffatom einen sterisch abstoflenden Effekt auf den Inhibitor aus, trotzdem kann
die Wechselwirkung fur die Klasse 1b-Substanzen als stabiler erachtet werden. Die wird auch
anhand der in Abbildung 5.50. gezeigten Distanzmessung der beteiligten schweren Atome
deutlich. Fiir die Liganden der Klasse 1a konnten hier zumeist Abstande von 3.5-4.0 A gefun-
den werden (vgl. hierzu Abbildung 5.14.), welches durch die attraktive Interaktion zum As-

partat des DFG-Motivs beglinstigt wird.

Ein Argument bei der Erklarung der Selektivitat ist die Interaktion zum Gatekeeper. Die Fi-
xierung des Liganden im Modus A erfolgt bei den Klasse 1b Liganden derart, dass ein opti-
maler Abstand zwischen Thieno[2,3-b]pyridin und Met157 eingenommen wird. So zeigen die
Abbildung 5.50. dargestellten Distanzmessungen zwischen dem S1 Schwefel des KuB-
ra216 (68) und dem Thioether des Met157 deutlich, dass zumeist ein Abstand von 3.5-4.5 A

eingenommen wird und die entsprechende Van-der-Waals-Interaktion auftreten kann.

Der Modus C wurde fur die Klasse 1b deutlich schlechter bewertet. Dies wird durch Ver-
gleich der Anzahl der Posen in dieser Bindungsgeometrie innerhalb der Top10, wie in Abbil-
dung 5.45 und Abbildung 5.49 gezeigt, deutlich. Insgesamt konnten nur flr sechs Liganden
des Klasse 1b-Datensatzes Modus C-L6sungen im DoReCCoM-Workflow generiert werden:
bei KuBra87 (65), KuBra98 (66), KuBral6l (67), KuBra216 (68), KuBra221 (69) und KuB-
ra275 (70). Fur KuBra76 (64), KuKLO7 (71) und KuKLO8 (72) konnten hingegen nur C°‘-
Losungen gefunden werden. Nach Bewertung mit DRUGSCOREX werden lediglich fur Ver-
bindung KuBra87 (65) und KuBra216 (68) zwei Losungen, fir KuBra221 (69) und KuBra275
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(70) jeweils eine Pose im Modus C innerhalb der Top10 bewertet. Dartiber hinaus werden flr
KuBra216 (68) und KuBra216 (68) im MM/GBSA-Scoring je eine entsprechende Dockinglo-
sung im Modus C gut bewertet (vgl. Abbildung 5.45.). Interessanterweise wird wéhrend der
MD-Simulationen der jeweiligen Modus C-Posen das vordefinierte Wassermolekul nicht ver-
dréngt (siehe Abbildung 5.51.), sondern interagiert Uber Wasserstoffbriickenbindungen zum
Ligand und Protein. Dies schwécht die Hypothese, dass die Verdrangung des Wassermolekuils
durch das Thieno[2,3-b]pyridin im Modus C in einem Entropiegewinn resultiert, der hoher ist
als der Enthalpieverlust, ab. Die deutlich schlechtere Bewertung macht den Modus C als nati-

ven Bindungsmodus ebenfalls unwahrscheinlich.

ILE 160

Abbildung 5.51. Modus C-Pose des KuBra216 (68). Das vordefinierte Wasser wird wéhrend der MD-
Simulation nicht verdrangt.

Fir den Modus D kann hier keine eindeutige Aussage getroffen werden. So werden zwar im
Vergleich zum Modus A weniger Posen mittels MD-Simulation und MM/GBSA-Verfahren
innerhalb der Topl0 priorisiert (d. h. zumeist nur eine Ldsung), allerdings werden sie grund-
séatzlich besser bewertet als in der Bewertung mit DRUGSCOREX. So wird z. B. fiir KuBra87
(65), KuBra216 (68), KuBra221 (69) und KuBra98 (66) keine Losung durch DSX in die
Topl0 bewertet, durch MM/GBSA hingegen schon. Daher kann der Modus D als nativer Bin-

dungsmodus aufgrund des Scorings zunachst nicht ganzlich ausgeschlossen werden.
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Abbildung 5.52. Modus D-Lésung des KuBra98 (66) im Homologiemodell pfgsk_1j1b.

Die dargestellten Beobachtungen lassen sich auch anhand der normierten Scorings nachver-
folgen (in Abbildung 5.53. gezeigt).

Modus A Modus C Modus D

mDSX
= MM/GBSA

A
S

o D b oA
S
TE TS

Abbildung 5.53. Vergleich der normierten Score-Werte der bestplatzierten Losungen der untersuchten Klasse
1b-Liganden im DRUGSCOREX (DSX) und MM/GBSA—Ranking pro Ligand in Bindungsmodus A, C und D

Es lasst sich nachvollziehen, dass der Modus A sowohl von DRUGSCOREX als auch
MM/GBSA sehr gut bewertet wird und - wie bereits angesprochen - letzteres diesen Bin-
dungsmodus favorisiert. So wurde z. B. fir KuBra87 (65) im MM/GBSA-Scoring der Modus
A auf Platz 1 bewertet. Der Modus C schneidet wiederum deutlich schlechter ab. Wurden die
Posen in diesem Modus im DSX-Ranking noch sehr gut bewertet, so fallen diese deutlich aus

den Top10 nach Priorisierung tiber die Freie Bindungsenthalpie.

Der Modus D wird hingegen meist besser bewertet. So ist der normierte Score sowohl in der
DRUGSCOREX als auch in der MM/GBSA-Priorisierung grofier als 0.7, in drei Fallen landet
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die Pose in dieser Bindungshypothese auf Platz 1. Dies ist insofern bemerkenswert, da gene-
rell im gesamten Datensatz weniger Losungen im Modus D vorliegen, innerhalb der Topl10
nur ein bis zwei. Anhand der Bewertung der Bindungshypothesen erscheinen Modus A und D
fiir die Thieno[2,3-b]pyridine mdglich. Allerdings schwécht die Erklarung der Selektivitat den
Modus D als potentieller nativer Bindungsmodus ab. So sind im Modus D der Arylrest in
Richtung des Gatekeepers und der Aroylrest zum konservierten DFG-Motiv ausgerichtet. Das
Carbonyl-Sauerstoffatom des Liganden zeigt zum Losungsmittel und geht keine weiteren In-
teraktionen ein. Eine Van-der-Waals-Interaktion zum Methionin-Gatekeeper, die einen wich-
tigen Unterschied zum Gatekeeper des humanen Enzyms darstellt, kann somit nicht zustande
kommen. Zudem kann der Halogensubstituent im Modus D nicht das am Boden der Bindeta-
sche vorhergesagte Interaktionsfeld adressieren. In der Konsequenz kann die Selektivitat nur
anhand des Modus A und den bereits beschriebenen Griinden erklart werden, da hier sowohl
eine Van-der Waals Interaktion zum Gatekeeper auftreten und das Halogenfeld durch den A-

rylsubstituenten bei entsprechender Ausrichtung erreicht werden kann.

Unter der Beriicksichtigung der genannten Argumente und der Resultate sowie der grundsatz-
lichen strukturellen Ahnlichkeit zur Klasse 1a, kann ebenfalls, wie schon von KRUGGEL ausge-

flhrt, fur die Klasse 1b der Modus A als nativer Bindungsmodus postuliert werden.

5.3.4.3. Klasse 2

Die Liganden der Klasse 2 zeichnen sich darin aus, dass sowohl die 5-Aminofunktion als auch
das benachbarte Nitril am Thieno[2,3-b]pyridin-Grundkérper durch einen geséttigten Ring
substituiert sind. In der Konsequenz kann eine Interaktion zum 11160 nicht auftreten. KRUG-
GEL wahlte fir die Beurteilung dieser Substanzklasse vier Derivate aus: k4020808 (76),
k8910031 (73), k4020769 (75), und k8910360 (74). Ersteres kann dabei aufgrund seines Sub-
stitutionsmusters als Analogon der Klasse 1la Liganden angesehen werden, k8910031 (73) und
k4020769 (75) folglich als Derivate der Klasse 1b. Entsprechend dieser Verwandtschaft zei-
gen diese Verbindungen die bereits beobachteten Trends: So ist die Substanz (76) aktiv, aber
nicht selektiv. Die eingefiihrte Benzoylsubstitution in (73) und (75) erzeugt auch hier Selekti-
vitat gegendber der plasmodialen Glykogen Synthase Kinase-3. Die Substanz k8910360 (74)
weist hingegen eine strukturelle Besonderheit auf. So besitzt sie an der C2-Position eine
Amidfunktion. Daher treten hier neben dem Bindungsmodus A nur die von KRUGGEL bereits
beschriebenen Modi F, G und H auf. Alle anderen Klasse 2 Thieno[2,3-b]pyridine weisen in

Anlehnung an ihre strukturellen Verwandten grundsétzlich die Modi A, B, C und D auf, wo-
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bei aufgrund der fehlenden Kontakte zur Hinge Region diese Benennung nur anhand der Posi-

tionierung der Grundkorper erfolgt.

In Ubereinstimmung mit den Ergebnissen fiir die Klassen 1a und 1b konnte fiir die Klasse 2
ahnliche Beobachtungen beziglich des Modus B gemacht haben. So wird dieser nur flr
k8910031 (73) und k4020808 (76) mit je einem Vertreter erzeugt. Dieser wird im DSX-
Scoring fur Verbindung 73 auf Platz 14 bewertet. In der Bewertung mittels MD-Simulation
und MM/GBSA tritt dieser Bindungsmodus gar nicht mehr auf. Ursache hierfir ist, dass in
Analogie zur Modus B Dockingldsung des KuBra87 (65) die Substanz in den Modus Xa
wandert. Lediglich fir das Klasse 1a-Analogon k4020808 (76) kann eine stabile Modus-B Po-
se innerhalb der Top10 gefunden werden. Folglich kann der Modus B als Bindungsmodus der
Klasse 2 als sehr unwahrscheinlich angesehen werden. Interessanterweise kann der Modus D,
der fur die Klasse 1b grundsétzlich als mdgliche Bindungshypothese erachtet wurde, nur fiir
k4020769 (75) beobachtet werden. Die dazugehérige Dockinglésung wird zwar im DSX-
Scoring noch innerhalb der Top10 bewertet, nach dem MM/GBSA-Ranking nur auf den letz-
ten Platz eingeordnet. Deswegen wird der Bindungsmodus D ebenfalls als native Pose der
Klasse 2 ausgeschlossen. Die geschilderten Ergebnisse sind in Abbildung 5.54. anhand der
Anzahl der Dockinglésungen der Modi A, C und D innerhalb der Topl0 des MM/GBSA-
bzw. DRUGSCOREX-Rankings dargestellt.

Modus A Modus C Modus D

10

mDSX

8 - = MM/GBSA

Abbildung 5.54. Auftragung der Anzahl der Dockinglésungen innerhalb der Top10 der vier untersuchten Klasse
2-Liganden. Verglichen werden dabei der Modus A, C und D sowie die Posen pro Ligand sowie das Ranking
mittels DrugScoreX (DSX) und MM/GBSA-Verfahren.

Der Modus C, der aul’er im Fall des k8910360 (74) fur alle Liganden gefunden werden konn-

te, wird hinsichtlich der Anzahl der Lésungen innerhalb der Top10 im Vergleich zum Modus
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A schlechter bewertet So kénnen nur maximal zwei Posen innerhalb der Topl0 gefunden
werden. Hingegen kann fiir den Modus A eine Anreicherung innerhalb der Top10 beobachtet
werden. So werden hier bis zu funf Ldsungen (im Fall des k4020808 (76)) innerhalb der
Topl0 eingeordnet und fur die Liganden k4020769 (75) und k4020808 (76) sogar auf Platz 1
bewertet (siehe Anhang S. 220ff). Diese Beobachtung ist aufgrund der Ahnlichkeit zur Klasse
1a, der in Anlehnung an das UGJ (53) in 3ZDI dem Modus A als nativer Bindungsmodus in
der PIGSK-3 zugeordnet werden kann, nicht verwunderlich (vgl. hierzu Abschnitt 5.3.4.1.).
Lediglich fir die Verbindung (73) kann nur eine Modus A-Ldsung mittels beider Scoring-

funktionen innerhalb der Top10 bewertet werden.

Fur die Verbindung (74) werden zwar zwei Modus A-ahnliche Lésungen im DoReCCoM-
Workflow erzeugt, allerdings sowohl von DRUGSCOREX als auch MM/GBSA-Verfahren
schlecht bewertet (vgl. Abbildung 5.55.). Ein méglicher Grund ist neben der sterischen Hin-
derung durch den gesattigten Siebenring die Geometrie des Amidsubstituenten. Ist dieser in
der Dockinglésung zu Beginn noch derart angeordnet, dass das Carbonyl-Sauerstoffatom in
Richtung des Glycin-Rich-Loops zeigt und nicht mit dem Lys108 in Wechselwirkung treten
kann, so richtet sich der Rest wéhrend der Minimierung neu aus, so dass der Amid-
Stickstoffatom auf der gleichen Seite wie der Amino-Substituent am Thiophenring liegt. Die-
se Geometrie resultiert in einer erhohten Molekilspannung. So wére z. B. eine planare Konfi-
guration in einer Modus A‘-Pose unter Ausbildung einer intramolekularen Wasserstoffbri-
ckenbindung energetisch ginstiger. Daran lasst sich ebenfalls nachvollziehen, weshalb flr
k8910360 (74) nur eine Modus C‘-L6sung unter Ausbildung dieser intramolekularen Wasser-

stoffbriickenbindung generiert wird (siehe Anhang S. 220ff).

Abbildung 5.55. Modus A-Pose des k8910360 (74) im Homologiemodell pfgsk_1j1b nach dem DoReCCoM-
Workflow (oben) sowie der Durchschnittsstruktur der MD-Simulation (unten). Der Amid-Substituent dreht wéh-
rend der Minimierung in eine zum Thieno[2,3-b]pyridin-Grundkdrper planare Ausrichtung, so dass die Interakti-
on zum Carbonyl-Sauerstoffatom der Asn211-Seitenkette gebrochen, hingegen die fiir den Modus A beschriebe-
ne Wechselwirkung zum e-Stickstoffatom der Lys108-Seitenkette beobachtet werden kann. Die Anderung in der
Nummerierung der Aminosauren resultiert aus der Bearbeitung in AMBER11.
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Die in Abbildung 5.56. gezeigte Auftragung der normierten Scores der bestplatziertesten Po-
sen der jeweiligen Modi bekraftigen die vorhergehend beschriebenen Ergebnisse. So wird der
Bindungsmodus A anhand der berechneten Freien Bindungsenthalphien deutlich besser be-

wertet als zuvor noch in der Priorisierung mit DRUGSCOREX.

Modus A Modus C Modus D

1.00

mDSX

0.80 - = MM/GBSA

0.60 -

0.40 -

0.20 -

0.00 -

Abbildung 5.56. Vergleich der normierten Score-Werte der bestplatzierten Lésungen der untersuchten Klasse 2-
Liganden im DRUGSCOREX (DSX) und MM/GBSA-Ranking pro Ligand in Bindungsmodus A, C und D

Eine dhnliche Beobachtung kann auch fur den Modus C festgehalten werden Allerdings wird
diese Bindungsgeometrie nicht von allen ausgewahlten Vertretern der Klasse 2 eingenommen.
Wie bereits erwahnt, wird der Modus D lediglich fir k4020769 (75) eingenommen und nur im
DSX-Scoring innerhalb der Topl0 platziert.

Unter der Berucksichtigung der genannten Argumente und Resultate kann fir die Klasse 2
ebenfalls der Modus A als nativer Bindungsmodus postuliert werden

5.3.5. Zwischenergebnis: Rescoring der DoReCCoM-Dockingposen

Als zentrale Aussage kann aufgrund der beschriebenen Ergebnisse festgehalten werden:

Fir die Substanzklassen der Thieno[2,3-b]pyridine kann Modus A als gemeinsamer Bin-

dungsmodus bestatigt werden.

Damit kann ein entscheidendes Resultat der Arbeit von KRUGGEL durch die zusétzliche Be-
wertung der im DoReCCoM-Workflow erzeugten Dockinglosungen mittels Molekildyna-
miksimulationen und MM/GBSA-Berechnungen bestatigt werden. Weitere vorher noch mdg-
liche Bindungsmodi konnten anhand ihrer Scores (Modus C und Modus D) bzw. der Instabili-

taten ihrer Posen (Modus B) ausgeschlossen werden. Dabei wurde der Modus A im Bewer-
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tungsprozess deutlich favorisiert. Die in Abbildung 5.57. gezeigte Auftragung der Anzahl der
Dockingldsungen in den Modi A, C und D innerhalb der Top10 fir jeden der 16 von KRUG-
GEL ausgewahlten Liganden unterstreicht dies.
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Abbildung 5.57. Auftragung der Top10-Dockinglésungen innerhalb des gesamten Datensatzes nach Priorisie-
rung tber MM/GBSA-Verfahren. Verglichen werden dabei der Modus A, C und D.

So konnten Uber den gesamten Datensatz zwei bis sechs Modus A-Ldsungen innerhalb der
Topl0 gefunden werden, welche zumeist sehr gut bewertet wurden. Das von KRUGGEL be-
schriebene Scoringproblem kann zwar nicht vollstandig geldst werden, allerdings erlaubt das
Verfahren unter den gewahlten Bedingungen eine weitere Differenzierung der im Rahmen
seiner Dissertation beschriebenen Bindungsmodi und bekréftigt den Modus A als nativen
Bindungsmodus der Thieno[2,3-b]pyridine in der PfGSK-3.

Daneben spielte die Erklarung der Selektivitéat eine wichtige Rolle. So konnten auch hier le-
diglich am Bindungsmodus A zwei Beobachtungen gemacht werden, um diese verstehen zu

konnen:
Q) Eine Van-der-Waals-Interaktion zum Gatekeeper
(i) Die Adressierung des berechneten Interaktionsfeldes am Boden der Bindetasche.

Wihrend der MD-Simulationen konnten zumeist Abstande von 3.5 bis 4.5 A zwischen dem
Kohlenstoffatom der endstdndigen Methyl-Einheit des Met157 und dem Schwefel S1 am Thi-
ophenring des Thieno[2,3-b]pyridins dokumentiert und dariber die Van-der-Waals-
Interaktion zum Gatekeeper nachvollzogen werden (vgl. Abbildung 5.50.). Die Adressierung
des von KRUGGEL beschriebenen molekularen Interaktionsfeldes konnte bisher nicht konkret

untersucht werden. Fir die im DoReCCoM-Workflow verwendeten Liganden wurden mit
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Ausnahme des k8910031 (73) beide Positionierungen des Arylsubsituenten, d. h. entweder
zum Boden der Bindetasche oder in Richtung des Glycin-Rich-Loops, generiert. Daruber hin-
aus kann die Positionierung des Arylrests unter Berlicksichtigung des Halogenfeldes als Ar-
gument fur die Abschwachung weiterer potentieller Bindungsmodi herangezogen werden, da

z. B. im Modus D eine Wechselwirkung innerhalb dieses Feldes nicht méglich ist.
Ausgehend davon ergeben sich weitere Fragen, die im Folgenden untersucht werden sollen:

e Kann die Adressierung des von KRUGGEL mit Hilfe von MIF-Untersuchungen gefun-

denen Halogenfeldes anhand der Docking- und MD/MM/GBSA-Methode genauer
nachvollzogen bzw. bestétigt werden?

e Erklart der Modus A nicht nur die Selektivitdt sondern auch die Bindungsaffinitat?
Wenn ja, lasst sich die berechnete Freie Bindungsenthalpie mit der experimentell er-

haltenen biologischen Aktivitat in Zusammenhang bringen?

Ausgangspunkt fur die Bearbeitung dieser Fragen bildeten die MD-Simulationen und Freien
Bindungsenthalpien der 16 ausgewéhlten Thieno[2,3-b]pyridine im Modus A. Da jeder Da-
tensatz teilweise mehrere Modus A-Ldsungen beinhaltete, sollte anhand der Qualitat der Mo-
lekuldynamiksimulationen je eine repréasentative Modus A-Pose und dazu entsprechend eine
MM/GBSA-Energie fiir jede Verbindung ausgewahlt werden. Dazu wurde der bisherige Ar-
beitsablauf erweitert, welcher in Abbildung 5.58. dargestellt ist.
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Abbildung 5.58. Erweiterter Arbeitsablauf zur Auswahl einer reprasentativen MM/GBSA-Energie fur jeden der
16 Thieno[2,3-b]pyridine des Datensatzes.
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Als zuséatzliches Kriterium wurde fiir jede MD-simulierte Dockinglésung neben der bereits
beschriebenen Auswertung mit VMD, rmsd-Plots und Distanzmessungen ein hierarchisches
Clustering mit 500 Snapshots einer MD-Simulationen durchgefuhrt. Anschlie}end wurden die
Stellvertreter der Cluster minimiert und nachfolgend miteinander verglichen. Am Ende konnte
ein Protein-Komplex herausgearbeitet werden, der die MD-Simulation reprasentiert. Dieser
Prozess wurde fur jede Modus A-L6sung eines jeweiligen Liganden durchgefiihrt und diese
Représentanten der Molekuldynamiksimulationen abermals untereinander verglichen, so dass
letztendlich eine MD-Simulation und damit eine bestimmte Modus A-Pose sowie eine be-
rechnete Freie Bindungsenthalpie einem Liganden zugeordnet werden konnte. Daneben wur-
de die nach dem im Folgenden beschriebenen Verfahren generierte Anzahl an Cluster bzw.
Grole der Cluster berticksichtigt. So sollte eine stabile MD-Simulation eine geringe Zahl an
Clustern ergeben bzw. ein Cluster, der im Vergleich zu allen weiteren Vertretern deutlich hau-
figer auftritt, und umgekehrt. Im Folgenden sollen die Verfahren zur Generierung dieser stell-

vertretenden Strukturen kurz beschrieben werden.

5.3.6. MM/GBSA-Berechnungen der Freien Bindungsenthalpien

5.3.6.1.  Hierarchisches Clustering: Average-Linkage Verfahren

Der Begriff des Clusterings (dt. Zusammenlagerung) beschreibt im Allgemeinen Verfahren
zur Entdeckung von dhnlichen Strukturen in groRen Datenbestdnden [256]. Das Ziel ist dabeli
die Bildung homogener Gruppen [257]. Dies stellt einen zentralen Schritt im Prozess des Data
Minings (dt. Verarbeitung grofRer Datenmengen) dar. Grundséatzlich werden dabei statistische
Methoden auf einen Datenbestand angewandt [258]. Dieser besteht im Fall der Molekildy-
namiksimulationen aus jeweils den 500 generierten Snapshots. Die zur Clusteranalyse zur

Verfugung stehenden Verfahren lassen sich in vier Bereiche unterteilen [259-260]:

e Hierarchische Verfahren
e Dichte-basierte Verfahren
e Partitionierende Verfahren und

e Kombinierte Verfahren

In den durchgefiihrten Experimenten wurde ein hierarchisches Verfahren zur Generierung der
Cluster angewendet: das Average-Linkage-Verfahren. Dabei handelt es sich um einen agglo-

merativen Arbeitsablauf, d. h. der Datenbestand (die dreidimensionalen Koordinaten der 500
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Snapshots) werden zundchst in einzelne Cluster und anschliefend anhand von distanzbasier-

ten Verfahren zu groReren Clustern zusammengefasst [256].

Das Average-Linkage-Verfahren ist im Vergleich zu anderen Algorithmen wie z. B. dem Sin-
gle-Linkage, welches den rmsd lediglich zum nédchsten Nachbar vergleicht, deutlich stabiler
und tendiert entsprechend weniger zur Fehlerfortpflanzung durch Ketten- bzw. Briickenbil-
dung [260]. Als weitere Beispiele fir Verfahren zur hierarchischen Clusteranalyse seien noch
das Complete-Linkage sowie die Zentroid-Methode genannt, wobei hier auf die Literatur
verwiesen sei [260]. Die Clusteranalyse erfolgte in AMBER11 durch das Programm PTRAJ
[261].

A/B/C/D

Abbildung 5.59. Average-Linkage-Verfahren. Der linke Kasten umfasst den im Text beschriebenen Fusionie-
rungsalgorithmus, das hierarchische Diagramm soll das Bottom-up-Verfahren skizzieren.

Da von einer grof’en Menge an Cluster zu einer kleineren tibergangen wird, kann es auch als
Bottom-up-Verfahren bezeichnet werden (vgl. Abbildung 5.59.). Entsprechend gibt es auch
divisive Verfahren, bei dem ausgehend von einem Cluster in kleinere differenziert wird (Top-
down-Verfahren). Im Average-Linkage-Verfahren wird aufgrund des Bottom-up-Prinzips ein
Fusionierungsalgorithmus angewendet. Die Distanz D wird gemé&R Formel (5.3) zwischen den
Clustern Ca und Cg anhand des Durchschnitts aller Distanzen zwischen den Objekten aus Ca
und Cg ermittelt [259-260].

1
D (Ca,Ca) = 7 D) down) (53)

04€Cyq0BeCp

Dabei entsprechen na und ng der Gesamtzahl der Objekten in den jeweiligen Clustern, d dem

Abstand zwischen den verglichen Objekten 0 und 0g aus Ca und Csg.
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Durch Definition eines Grenzwertes kann nun entschieden werden, ob die beiden vergliche-
nen Cluster zusammengefasst werden konnen. Um die jeweiligen Geometrien der Modus A-
Losung innerhalb der Bindetasche der 500 generierten Snapshots optimal vergleichen zu kon-
nen, wurde als entscheidendes Kriterium zum Clustering der MD-Simulationen der rmsd-
Wert aller Aminosauren 6 A um den Liganden sowie des Liganden zu jedem weiteren Snap-
shot bestimmt. Um eine Balance zwischen Anzahl der Cluster und ihrer GroRe, d. h. der Men-
ge an Snapshots pro Cluster, zu gewahrleisten, wurde durch Variation des rmsd-Grenzwertes

ein Optimum bei 0.9 A durch vorgehende Optimierungsexperimente herausgearbeitet.

5.3.6.2.  Minimierung

Anhand des Average-Linkage-Verfahren wurden die 500 Snapshots der jeweiligen MD-
Simulation dem Clustering unterzogen. Fiir jedes Cluster wurde ein reprasentativer Snapshot*’
erzeugt, welche zunichst visuell analysiert wurden und gegebenenfalls anhand der Ahnlich-
keit der Reprasentanten die Cluster weiter zusammengefasst. Wahrend der Molekildyna-
miksimulationen konnen aufgrund der Bewegungen des Gesamtsystems kurzzeitig ungunstige
Absténde zwischen den einzelnen Atomen auftreten. Um diese hochenergetischen Konforma-
tionen auszugleichen, wurden die Représentanten der grofiten Cluster der 500 Snapshots je-
weils einer Geometrieoptimierung unterzogen. Der Minimierungsprozess erfolgte dabei in
mehreren Schritten mit dem Programm SANDER in AMBER11 und ist in Abbildung 5.60. dar-

gestellt.

Seitenketten Gesamtsystem

Abbildung 5.60. Schematische Darstellung des Minimierungsprozesses. Im ersten Schritt erfolgte die Minimie-
rung aller Protonen des Systems (d. h. die Wasserstoffatome des Liganden, des Proteins und aller Wassermole-
kile), anschlieRend die Seitenkettenatome des Enzyms und abschlieRend alle Atome des Systems.

Im ersten Schritt wurden alle Wasserstoffatome des Systems, d. h. Protein, Ligand und

TIP3P-Wasser unter Verwendung von 1000 Schritten STEEPEST DESCENT und maximal 50.000

YDer reprasentative Snapshot entspricht dabei der Struktur, welche den kleinsten Abstand (d. h. hier rmsd) zum
Zentrum des Clusters besitzt. Als Zentrum des Clusters wird hierbei die Struktur mit dem insgesamt geringsten
Distanz zu jedem anderen Datenpunkten des Datensatzes bezeichnet.
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Schritten CONJUGATE-GRADIENT-Algorithmus minimiert. Neben der Zyklenzahl wurde ein
energetisches Konvergenzkriterium von 0.01 kcal'mol™A™ angelegt. AnschlieBend erfolgte
unter den gleichen Bedingungen die Geometrieoptimierung der Protein-Seitenketten. Ab-
schlieBend wurde das Gesamtsystem minimiert, wobei nur 500 Zyklen STEEPEST DESCENT
sowie ein strengeres energetisches Konvergenzkriterium von 0.001 kcal'mol™A™ bei der
CONJUGATE-GRADIENT-Methode angelegt wurde. Die optimierten Protein-Ligand-Komplexe
der Cluster-Reprasentanten wurden wiederum miteinander verglichen und anhand dieser Be-
obachtungen die Cluster wiederum zusammengefasst. Der Vertreter des grofiten Clusters fun-
gierte in der Folge als Repréasentant der zugehdrigen Molekuldynamiksimulation. In Analogie
wurden die Vertreter aller weiteren Modus A-MD-Simulationen eines Liganden erzeugt und
gegentiibergestellt. Neben den in 5.1.2. beschriebenen Methoden zur Untersuchung der Trajek-
torien stand Uber die reprasentativen Strukturen ein weiteres Kriterium bei der Bewertung der
Qualitat der Simulationen zur Verfiigung, anhand derer letztendlich eine MD-Simulation und
anhand derer eine berechnete Freien Bindungsenthalphie der gemessenen biologischen Akti-
vitat des betrachteten Liganden zugeordnet werden konnte. Die Ergebnisse des Clustering-
und Minimierungsprozesses sind in Tabelle 40 (Anhang S. 220ff) sowie Tabelle 11 aufge-
fuhrt.

5.3.6.3.  Gegenuberstellung von biologischen Daten und berechneten
Freien Bindungsenthalphie

Alle Modus A-Losungen jedes Liganden wurden dem in Abbildung 5.58. gezeigten im vor-
hergehenden Abschnitt beschriebenen Clustering- und Minimierungsprozess unterzogen und
miteinander verglichen. Zusétzlich wurde die Qualitat der MD-Simulationen in die Bewertung
der Dockingposen mit einbezogen. Entsprechend konnte basierend auf der im vorhergehenden
Abschnitt beschriebenen Verfahrensweise den jeweiligen Thieno[2,3-b]pyridinen eine Freie
Bindungsenthalpie zugeordnet und ihren gemessenen biologischen Aktivitaten an der PIGSK-

3 gegenlber gestellt werden, welche in Tabelle 11 zusammengefasst sind.

Weiterhin wurden die MM/GBSA-Werte gegen die bestimmten 1Cso-Werte in einem Dia-
gramm aufgetragen, welches in Abbildung 5.61. gezeigt ist. Wenn der Modus A hinreichend
in der Lage ist, Bindungsaffinitat zu erklaren, dann sollte sich dies in den berechneten Freien

Bindungsenthalpien wiederspiegeln.
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Tabelle 11. Ubersicht der ausgewahlten Modus-A Lésungen und deren mittels MM/GBSA-Methode berechne-
ten Freien Bindungsenthalpien. Daneben sind die gemessenen 1Cs-Werte gegentber der PfGSK-3 aufgefihrt.

Verbindung MM/GBSA [keal'mol™®]  1Cs PfGSK-3 [uM]
UGJ (53) -34.08 £ 2.453 0.13
80088815 (62) -28.36 £ 2.655 0.40
KuBra216 (68)  -35.75 + 2.955 0.48
KuBral23 (63) -32.74+2.176 0.51
k4020808 (76) -34.24 £2.574 0.80
k8910360 (74) -28.66 £+ 3.020 1.10
KuBral6l (67) -36.21+2.706 1,60
KuBra76 (64) -35.75+£3.281 1.70
KuBra275 (70)  -35.45 +3.909 1.70
k4020769 (75) -32.28 £2.871 1.80
KuBra98 (66) -33.32 £ 2.647 2.40
KuBra221 (69) -35.60 +2.937 2.70
KuBra87 (65) -34.78 £ 2.994 3.20
KuKLO07 (71) -27.58 £ 3.017 11.5
k8910031 (73) -28.95 £ 2.589 43.0
KuKLO08 (72) -26.90 + 2.797 68.0
-40
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Abbildung 5.61. Auftragung der in Tabelle 11 angegebenen Freien Bindungsenthalpien gegen die plCso-Werte
der 16 Thieno[2,3-b]pyridine des Datensatzes. Die Zahlenwerte an den Datenpunkten verweisen auf die disku-
tierten Verbindungen im Flief3text.

Das erhaltene BestimmheitsmaB R? = 0.250 (Korrelationskoeffizient R = 0.50) zeigt keine gu-

te Ubereinstimmung mit den biologischen Daten. Bei genauerer Betrachtung fallen hier aber
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zwei Bereiche auf, die in der Abbildung farblich markiert sind. So scheint grundsatzlich die
Unterscheidung zwischen aktiven und schwach aktiven Liganden mdglich. Der Ubergang
liegt in dem hier verwendeten Datensatz bei einem plCso-Wert von 5.50 bzw. -30.0 kcal-mol
! Allerdings ist eine Differenzierung innerhalb des Bereichs der 0.13 bis 3.20 uM aktiven
Verbindungen nicht méglich. Weiterhin werden zwei stark aktive Liganden hinsichtlich ihrer
biologischen Aktivitét in ihrer Freien Bindungsenthalpie zu schlecht bewertet, d. h. falsch ne-
gativ: Die Klasse 1a Verbindung 80088815 (62) sowie der Klasse 2 Ligand k8910360 (74).

Eine falsch-positive Bewertung der ausgewéhlten Substanzen erfolgte nicht. Folglich konnten
anhand von MD-Simulationen und MM/GBSA-Berechnungen unter den gewéhlten Bedin-
gungen 11 der 13 aktiven Substanzen als solche identifiziert werden. Dies entspricht einer

richtigen Vorhersage von 85 %. Diese lag fur die schwach aktiven Liganden bei 100 %.

Den Ubergang zwischen schwach aktiven und aktiven Verbindungen mit -30 kcal'mol™ zu
definieren, fuhrt dazu, dass keine Liganden falsch-positiv bewertet werden. Ein niedrigerer
Grenzwert hatte die Konsequenz, dass z.B. das k8910031 (73) als trotz seines 1Cso-Wertes
von 40 uM als aktiv bewertet werden wirde und fur eine Synthese bzw. biologische Testung
infrage kame (vgl. Tabelle 11). Folglich ware eine Unterscheidung zwischen aktiven und
schwach aktiven Liganden nicht mehr eindeutig moglich. Dartber hinaus liegt der Fokus die-
ser Arbeit darauf, aktive Verbindungen zu identifizieren. Zwar werden durch den gewahlten
Ubergang von -30 kcal'mol™ zwei Verbindungen falsch-negativ bewertet, allerdings hat der
,»Verlust dieser Verbindungen keine Auswirkungen auf die Differenzierung von aktiven und

schwach aktiven Substanzen.

Den beiden genannten falsch negativ bewerteten Verbindungen werden bei einer biologischen
Aktivitat von 0.40 bzw. 1.10 uM im MM/GBSA-Scoring zu schlechte Freie Bindungsent-
halphien zugeordnet. Diese Beobachtungen lassen sich anhand der Molekildynamiksimulati-
onen bzw. der strukturellen Eigenschaften dieser Liganden erklaren. So ist die 2-Arylposition
in 80088815 (62) unsubstituiert. In der Konsequenz ist die Verbindung sterisch weniger ge-
hindert und beweglicher innerhalb der Bindetasche. Dies l&sst sich beispielhaft anhand der in
Abbildung 5.62. gezeigten Interaktionen der Aminofunktion am Thiophenring zum Asp225-
Carboxylat-Sauerstoffatom zeigen. Zum Vergleich ist hier die Wechselwirkung des KuB-
ral23 (63) mit aufgefuhrt, welches in 2-Position am Arylrest durch eine Methylgruppe substi-

tuiert ist.
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Abbildung 5.62. Distanz zwischen dem 2-Aminosubstituenten und dem Sauerstoffatom der Aspartat-Seitenkette
des DFG-Motivs. Verglich werden hier 80088815 (62) (schwarz) und KuBral23 (63) (rot). Es lasst sich erken-
nen, dass die Interaktion im unsubstituierten 80088815(62) deutlich schwécher ist als im Fall des KuBral23
(63). Es sei anzumerken, dass der Arylsubstituent im Fall des KuBral23 (63) in Richtung des Bindetaschenbo-
dens zeigt.

Die Distanzmessung der beteiligten schweren Atome weist fir ersteres Fluktuationen auf, fur
letzteres hingegen kann ein stabiler Kontakt beobachtet werden. Beide Verbindungen weisen
fast identische biologische Aktivitaten auf (zum Vergleich: 80088815 (62): 0.40 uM; KuB-
ral23(63): 0.51 uM). Einen mdglichen Erklarungsansatz beschreiben KLEBE et al [262-263].
Sie verglichen die Freie Bindungsenthalpien und biologische Daten verschiedener Thrombin-
Inhibitoren und zeigten dabei, dass sich bei gleicher Bindungsenthalpie von strukturell sehr
ahnlichen Liganden dieser Score unterschiedlich stark aus den entropischen und enthalpischen
Beitrdgen zusammensetzt. Sie unterteilten daher ihre Liganden in entropische und enthalpi-
sche Binder. Erstere definieren sich tber erhohte Beweglichkeit (d. h. Freiheitsgrade) inner-
halb der Bindetasche, letztere anhand ihrer Interaktionen (d. h. Wasserstoffbrickenbindungen
usw.). Beide Beitrage zur Freien Bindungsenthalpie kénnen sich bei struktureller Anderung
kompensieren, so dass trotzdem vergleichbare Energiewerte zustande kommen [263]. Dieses
Konzept lasst sich auf 80088815 (62) tbertragen. Wie bereits erwahnt, unterscheiden sich die
Verbindungen 80088815 (62) und KuBral23 (63) anhand der Methyl-Substitution. In der
Folge gewinnt ersteres an Beweglichkeit und in der Konsequenz durch das Fehlen des 2-
Arylrestes an Entropie, verliert hingegen aufgrund der instabileren Wechselwirkungen (vgl.
Abbildung 5.62.) an Enthalpie. Dies lasst sich durch Vergleich der in Abbildung 5.63. gezeig-
ten rmsd-Plots des Phenyl- (80088815 (62), schwarz) bzw. 2-Methyl-phenyl-Substituenten
(KuBral23 (63), rot) nachvollziehen. Ersteres weist dabei groRere Fluktuationen auf als letz-

teres.
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Abbildung 5.63. Rmsd-Plots des Phenyl- bzw. 2-Methyl-phenyl-Substituenten in 80088815 (schwarz, 62) und
KuBral23 (rot, 63) Uber die MD-Simulation. Es lasst sich nachvollziehen, dass die Einfihrung der Methylgrup-
pe im Vergleich zum unsubstituierten Aromaten zu einer verminderten Beweglichkeit fuhrt.

Da, wie bereits in Abschnitt 4.4. geschildert, die Entropie infolge der Hardwarelimitierung
sowie der Ahnlichkeit der Verbindungen nicht beriicksichtigt wurde, kann die beschriebene
Kompensation des Enthalpieverlusts durch Entropiegewinn in der Freien Bindungsenthalpie
nicht berucksichtigt werden und fiir 80088815 (62) wird ein zu schlechter Energiewert erhal-
ten. Die geschilderten Uberlegungen sind in Abbildung 5.64. schematisch veranschaulicht.

NG NH, NH,
NC : ;
= = ® Entropiebeitra
| ] Y—cn [ d—en picbeitrag
H,N~ "N” S H,N" N7 8 m Enthalpiebeitrag

Freie Bindungsenthalpie

8008815 KuBral23

Abbildung 5.64. Schematische Darstellung der Entropie- und Enthalpiebeitrdge der Liganden 80088815 (62)
und KuBral23 unter der Annahme einer gleichen Freien Bindungsenthalpie (basierend auf den sehr &hnlichen
ICso-Werten). Die Grafik soll lediglich die im FlieRtext beschriebenen Uberlegungen visualisieren. Dabei handelt
es sich nicht um absolute Werte. Es l&sst sich vermuten, dass die Verbindung 8008815 (62) einen entropischen
Binder darstellt. Da die Entropie allerdings nicht in den Berechnungen der Freien Bindungsenthalpie beriicksich-
tigt wird, féllt dieser Beitrag (in blau) heraus. In der Konsequenz wird 80088815 (62), wie auch im Experiment
beobachtet, schlechter bewertet als KuBral23 (63).

Die Verbindung k8910360 (74) wird ebenfalls in Bezug auf ihre biologische Aktivitat im
MM/GBSA-Scoring unterbewertet. Es weist im Vergleich zu allen weiteren Klasse 2-

Liganden des Datensatzes neben einem Siebernring eine entscheidende strukturelle Abwand-
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lung auf. Anstatt eines Nitrils oder der entsprechenden Benzoylsubstitution liegt hier ein
Amid vor. Dies erschwert den Vergleich mit den weiteren Thieno[2,3-b]pyridinen des Daten-
satzes. Eine Anordnung des Liganden im Modus A fuhrt hier zu einer erh6hten konformativen
Spannung, da sowohl der Amid- als auch der Amin-Stickstoffatom auf einer Seite positioniert
sind. Die ungunstige Geometrie des k8910360 (74) kann wéhrend der MM/GBSA-
Berechnung dazu fiihren, dass diese Substanz zu schlecht bewertet wird. Daruber hinaus kann
das vordefinierte Wassermolekul aufgrund der Lage des Liganden nicht mit dem Pyridin-
Stickstoffatom interagieren und wandert wahrend der Equilibrierung aus der Bindetasche. Der
damit verbundene Entropiegewinn der Verbindung kann durch die Vernachlassigung des Ent-
ropieterms nicht berucksichtigt werden. Folglich kann die Qualitat der Pose bzw. der MD-
Simulation als Grund fiir die schlechte Bewertung des k8910360 (74) genannt werden.

Ein Grund fur das geringe Bestimmtheitsmal} basiert auf der schlechten Differenzierung zwi-
schen aktiven und sehr aktiven Thieno[2,3-b]pyridinen. Diese Problematik der MM/GBSA-
Methode wurde von HOMEYER et al. [264] untersucht. Sie konnten zeigen, dass fur Datensét-
ze mit einer geringen Differenz in sowohl experimentell bestimmten als auch berechneten
Bindungsaffinitaten (so z. B. der griin hinterlegte Bereich) aufgrund der Unsicherheit der Me-
thode (sie benennen diese mit ca. 1.10 kcal'‘mol™, im Rahmen der hier gezeigten Experimente
lag sie zumeist bei 2.0-3.0 kcal'mol™) keine gute Vorhersage getroffen werden kann. Ahnli-
che Ergebnisse wurden in einem Ubersichtsartikel von SHIRTS et al. beschrieben [265]. Eben-
so sind die biologischen Daten mit einem Fehler behaftet. Ein Problem stellt in diesem Zu-
sammenhang die Verteilung der Bindungsaffinitaten innerhalb des Datensatzes dar. So wurde
fur 13 der 16 Thieno[2,3-b]pyridine ein 1Cso-Wert zwischen 0.13 und 3.20 uM gemessen. Die
weiteren drei Verbindungen verteilen sich von 11.5 bis 68 uM. Generell ist das Spektrum der
biologischen Aktivitaten innerhalb des Datensatzes mit 0.13 bis 68 M, d. h. drei Zehnerpo-
tenzen, kritisch zu betrachten. WEIS et al. kamen anhand ihrer Untersuchungen zum Binde-
verhalten von Avidin an sieben Biotinanaloga zu dem Ergebnis, dass die flr VVorhersage von
Bindungsaffinitaten mittels MM/PBSA-Methode ein plCso-Bereich von 3.50 nicht ausrei-
chend ist [266]. Dies erschwert es zusatzlich, einen guten Zusammenhang zwischen biologi-
scher Aktivitat und Freier Bindungsenthalpie herzustellen.

Dartiber hinaus konnte eine Erklarung fiir das geringe Bestimmtheitsmal? in Abbildung 5.61.
im Zusammenhang mit der Adressierung des berechneten Halogenfeldes am Boden der Bin-
detasche, welches in der humanen GSK-3/ nicht gefunden werden konnte, stehen. In den Do-
cking- und MD-Experimenten konnten lediglich fiir KuBral23, KuKLO7 (71) und KuKL08

150



5. Ergebnisse und Diskussion

(72) Losungen mit der Positionierung des Halogensubstituenten in Richtung des beschriebe-
nen Halogenfeldes als Vertreter gefunden werden. In allen anderen Fallen ergaben die Simu-
lationen mit der Arylsubstitution in Richtung des Glycin Rich Loops stabilere Trajektorien.
Grundsétzlich ist also zundchst zu kléaren, wie das molekulare Interaktionsfeld zu verstehen
ist. Einen moglichen Erklarungsansatz bietet das Prinzip der Halogenbindung. Dies basiert
darauf, dass organisch gebundene Halogene eine anisotrope Ladungsverteilung aufweisen, die
zu einem partiell negativ geladenen Ring um die Kohlenstoff-Halogenbindung sowie einem
partiell positiv geladenen Region in der Verldngerung der Bindungsachse, dem sogenannten
o-Loch, fuhrt. Die GroRe dieses o-Lochs steigt dabei mit der Polarisierbarkeit und Grol3e des
Halogens an, so dass es beim lod am stérksten ausgepragt ist, beim Chlor hingegen am
schwéchsten und beim Fluor gar nicht auftritt [267] (vgl. hierzu Abbildung 5.65.).

Elektronenreich

BT | |

CF,Cl CF,Br CF,l

Elektronenarm

Abbildung 5.65. Die Auspragung des o-Lochs in Abhéngigkeit des Halogens nach CLARK [267].Mit ansteigen-
der GroRer und Polarisierbarkeit nimmt die Elektronendichte in der Verlangerung der Bindungsachse ab (rot)
und es kommt zur stirkeren Auspragung des o-Lochs.

In der Konsequenz agieren die Halogene entlang der Kohlenstoff-Halogen-Bindung als Elekt-
ronenpaarakzeptoren fur z. B. Carbonylverbindungen, hingegen fiir Atome, die auf die Bin-
dung zwischen Halogen und Kohlenstoffatom gerichtet sind, als Donoren z. B. fur Wasser-

stoffbruckenbindungen. Ersteres ist schematisch in Abbildung 5.66. dargestellt.

Carbonyl

Abbildung 5.66. Prinzip der Halogenbindung am Beispiel einer Amidfunktion, der einem entsprechenden Halo-
gen gegeniber gestellt wurde.
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Der Einfluss der Halogenbindung konnte in Studien von HARDEGGER et al. [268-269],
WYATT et al. [270] und BATTISTUTTA et al. [271] zu Inhibitoren des Cathepsin L bzw. der
Casein Kinase 2 (CK2) gezeigt werden.

In dem von KRUGGEL beschriebenen Bereich kdnnte ein Halogen nun eine entsprechende
Funktion Ubernehmen, da in dem Bereich des Halogenfeldes der Backbone-Carbonyl-
Sauerstoffatom des GIn210 derart ausgerichtet ist, dass er das o-Loch des Halogens adressie-
ren konnte (vgl. hierzu Abbildung 5.67.).

LYS 108\\

Abbildung 5.67. Der Bindetaschenboden der PfGSK-3. Gezeigt sind die Aminoséuren, zwischen denen das von
KRUGGEL beschriebene Halogenfeld liegt. Ein Augenmerk sei auf den Backbone-Sauerstoffatom des GIn210
gerichtet, welche in die Richtung dieses Halogenfeldes zeigt.

Des Weiteren konnte die Seitenkette des Cys224 in einer Wasserstoffbriickenbindung mit
dem partiell negativen Ring des Halogens interagieren (nicht gezeigt). Da wie bereits be-
schrieben diese Aminoséuren jedoch sowohl im humanen als auch plasmodialen Enzym auf-
treten, kann die unterschiedliche Qualitat des molekularen Interaktionsfeldes nicht vollstandig
verstanden werden. KRUGGEL begriindete dies mit der Ausrichtung der Seitenketten und der
daraus resultierenden Zuganglichkeit dieses Bereichs der Bindetasche. Allerdings wurden die
MIFs anhand von starren Strukturen berechnet, so dass in einem beweglichen System in bei-
den Enzymen dieses Feld zugéanglich sein konnte. In der Konsequenz stellt sich also die Fra-
ge, ob das Phadnomen der Halogenbindung in den durchgefiihrten Experimenten nachvollzo-
gen werden kann. So ist die Implementierung der Halogenbindung tber ein einen Positiven-
Extra-Punkt-Ansatz in das Kraftfeld moglich, bei dem entsprechend des o-Hole in der Ver-

langerung der Halogen-Kohlenstoffbindung eine positive Ladung platziert wird. Dies ist aber
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in AMBERL11 bisher nicht implementiert. Erste Studien zur Implementierung dieser Methode in
AMBER11 wurden von IBRAHIM durchgefihrt [272]. Er verglich diese Erganzung im Kraftfeld
von Amber mit einer semiempirischen (PM6-DH2X) [273-274] und einer quantenmechani-
schen Methode (MP2/aug-cc-pVDZ) [275] anhand der Berechnung der Bindungsenergien von
15 mehrfach-halogenierten Benzoimidazolen in verschiedenen CK2-Protein-Ligand-Komp-
lexen. Dabei lieferte die Implementierung des o-Hole iber eine positive Punktladung in Ver-
langerung der Halogen-Kohlenstoffbindung die besten Ergebnisse. Als weitere Methoden zur
Erfassung von Halogenbindung standen inzwischen grundsétzlich aufwendigere DFT-

Rechnungen zur Verfligung [276].

Da Halogenbindungen aufgrund der fehlenden Implementierung im Kraftfeld AMBER11 nicht
berticksichtigt werden konnten, wurden in den hier durchgefiihrten MD-Simulationen die or-
ganisch gebundenen Halogene als partiell negative Punktladungen behandelt und die Positio-
nierung des Halogens in den Bereich des Bindetaschenbodens ist aufgrund der genannten
Nachbaratome sterisch gehindert. In der Konsequenz sind diese Molekildynamiksimulationen
bzw. die Modus A-Posen weniger stabil [186]. Dies lasst sich anhand der Beweglichkeit des
Bindetaschenbereichs'® nachvollziehen, welche in Abbildung 5.68. beispielhaft anhand der
Dockinglosung des KuBra216 (68) gezeigt ist.
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Abbildung 5.68. rmsd-Plots der Molekiildynamiksimulationen zweier Dockinglésungen des KuBra216 (68) mit
unterschiedlichen Positionierungen des Arylsubstituenten. Rot: Halogen-Substituent zeigt nach oben in Richtung
des Glycin-Rich-Loops; schwarz: Halogen-Substituent zeigt nach unten in Richtung des Halogenfeldes.

So weist der rmsd-Plot des Bindetaschenbereichs der MD-Simulation der Modus A-

Dockinglésung mit der Ausrichtung der Aryl-Halogens zum Boden der Bindetasche grofiiere

8Die rmsd-Plots des Bindetaschenbereichs umfassen die Bewegungen aller Atome der Aminoséuren in einem
6 A Bereich um den Liganden.
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Fluktuationen auf als die entsprechende Losung mit dem Substituenten zum Glycin-Rich-

Loop (Abbildung 5.68, rot). Ebenso ist mit einem rmsd > 2 A die relative Abweichung zur

Startstruktur fiir erstere deutlich groRer, welches diese Beobachtung unterstiitzt. Anhand der

ausgewahlten Losungen mit der Arylsubstitution nach unten scheine eine Halogeninteraktion

aber grundsatzlich moéglich (vgl. hierzu Abbildung 5.67.). Die Frage beztglich der Ausrich-

tung in Richtung des Halogenfeldes als Erklarung der Selektivitat kann mit den in dieser Un-

tersuchung verwendeten Methoden nicht abschlieBend geklart werden und wurde im Weiteren

nicht naher untersucht.

Dariiber hinaus lassen sich anhand der vorhergehend beschriebenen Untersuchungen folgende
zentralen Aussagen festhalten:
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Der Bindungsmodus A als wahrscheinlichste Bindungshypothese bleibt bestehen.
Die Korrelation ist mit R? = 0.250 nicht zufriedenstellend.

Liganden, die sich durch einen hohen entropischen Beitrag zur Freien Bindungsent-
halpie auszeichnen, werden aufgrund der Nicht-Beruicksichtigung der Entropie im
Vergleich zu ihrer guten biologischen Aktivitat zu schlecht bewertet. Allerdings fallt
zum einen der Anteil derartiger Verbindungen im Datensatz gering aus und zum ande-

ren muss aufgrund von Hardwarerestriktionen eine Beriicksichtigung entfallen.

Die geringe GroflRe des Datensatzes und die Verteilung der biologischen Daten stellen
Limitierungen in der Vorhersagequalitdt sowie dem erhaltenen Bestimmtheitsmald

zwischen experimentellen Daten und berechneten Freien Bindungsenthalpien dar.

Die Verwendung von Molekildynamiksimulationen und MM/GBSA-Berechnungen in
Kombination mit Clustering- und Minimierungsprozess zur Auswahl einer reprasenta-
tiven Freien Bindungsenthalpie eines Liganden erlaubt die Differenzierung zwischen
aktiven und schwachen aktiven Inhibitoren. Eine Differenzierung zwischen aktiven
und sehr aktiven Verbindungen ist unter den gewéhlten Bedingungen nicht moglich.
Der Ubergang zwischen aktiven und schwach aktiven Liganden kann bei einer Freien

Bindungsenthalpie von -30 kcal-mol™ definiert werden.



5.4. MD-Simulationen und MM/GBSA-Berechnungen als
Scoringfunktionen zur Differenzierung der Thieno[2,3-b]pyridine in
der PfFGSK-3

Anhand der Ergebnisse aus Abschnitt 5.3 lasst sich der von KRUGGEL postulierte Bindungs-
modus A bestatigen - unter Einschrankung, dass bezuglich der Positionierung des Arylsubsti-
tuenten keine genaue Aussage getroffen werden kann. Grundsatzlich zeigte sich anhand der
Gegeniberstellungen von biologischen Aktivitdten und berechneten Freien Bindungsenthal-
pien deutlich, dass ein nachtragliches MM/GBSA-Scoring von Dockingldsungen unter den
verwendeten Bedingungen die Differenzierung zwischen schwach aktiven und aktiven Sub-
stanzen moglich macht, allerdings konnte bisher keine Differenzierung von aktiven und sehr
aktiven Verbindungen erhalten werden. Ein Problem stellte die GroRe des Datensatzes und in
diesem Zusammenhang die Spannweite der biologischen Daten dar, da fir die 16 von KRUG-
GEL im DoReCCoM-Workflow gedockten Verbindungen ICsp-Werte im Bereich von 0.13 bis
68 UM bestimmt wurden (13 Liganden mit einem ICso von 3.2 uM oder niedriger). Eine
Spanne von drei Zehnerpotenzen wurde bereits in der Literatur als nicht ausreichend differen-
zierbar erachtet [266]. Daher wurde im nachsten Schritt der Datensatz erweitert, um zum ei-
nen die Korrelation der Auftragung der Freien Bindungsenthalpie gegen die biologischer Ak-
tivitdt zu verbessern und zum anderen die Vorhersagequalitdt bzw. die Differenzierung des
Datensatzes in allen Affinitatsbereichen zu verfeinern. ldealerweise sollte die Unterscheidung

zwischen aktiven und sehr aktiven Verbindungen ermdglicht werden.

5.4.1. Durchfiuhrung

54.1.1. Der Datensatz

In Tabelle 12 sind die Verbindungen des erweiterten Datensatzes aufgefiihrt. Als Grundlage
dienten die von FUGEL und KRUGGEL synthetisierten Verbindungen mit diskreten biologi-
schen Daten [167, 169]. Die Erganzung des Datensatzes erfolgte entsprechend der Ergebnisse
aus dem vorrausgehenden Kapitel 5.3 derart, dass der Bereich der aktiven Substanzen beson-
ders stark erweitert wurde, um maoglicherweise doch eine Differenzierung in aktive und sehr
aktive Inhibitoren zu erzielen. Zusatzlich wurde der Bereich der schwach affinen Verbindun-
gen soweit wie moglich erganzt. Um die Unterscheidung zwischen schwach aktiven und akti-
ven Substanzen weiter herausstellen zu konnen, wurden per Definition ,,mittelméBige* Inhibi-

toren ebenfalls hinzugefugt.
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Damit ergab sich letztendlich ein Datensatz von 35 Thieno[2,3-b]pyridin-Derivaten mit einer
biologischen Aktivitat von 0.13 bis 68 uM.

5.4.1.2. FlexX-Docking
Proteinvorbereitung

Ausgangspunkt des hier durchgefiihrten Dockings bildete die Definition der Bindetasche des
PfGSK-3-Homologiemodells pfgsk 1j1b im GUI von LEADIT 2.0.2. Gber einen Referenzlig-
anden [182]. Dazu wurde das Modell in einem vorhergehenden Schritt mit der humanen Kris-
tallstruktur 3ZDI Uberlagert und der Ligand UGJ (53) sowie die kokristallisierten Wassermo-
lekule tibertragen. In der Rezeptor-Vorbereitung wurde nun der Bindetaschenbereich (iber den
so hinzugefiigten Liganden definiert. Zusatzlich wurden alle Aminoséuren im Bereich 7.0 A
um den Liganden als Bindetaschenbereich definiert. Im Weiteren wurden alle Lysin-
Seitenketten als protoniert und alle Glutaminséure-Seitenketten als deprotoniert behandelt
(dartiber hinaus lagen keine weiteren basischen bzw. aziden Aminosauren im Bindetaschenbe-
reich vor). Die Torsionswinkel der Aminofunktion der Lys108 bzw. Lys166-Seitenketten
wurde entgegen der Voreinstellungen um 90° (Lys108) bzw. 60 ° (Lys166) gedreht. Ebenso
wurde der Winkel der Hydroxylgruppe des Thr163 um 150 ° im Vergleich zu den Voreinstel-
lungen angepasst. Die kokristallisierten Wasser wurden als ersetzbar definiert, d. h. sie kon-
nen wahrend der Generierung der Dockingposen durch den Liganden ersetzt werden.

Ligandvorbereitung

Die Liganden wurden von KRUGGEL bereits im Rahmen seiner Arbeiten vorbereitet. Dazu
wurden diese zundchst in SyBYL8.0 [240] konstruiert und Partialladungen tber das GASTEI-
GeER-Verfahren [277] definiert, wobei die Thieno[2,3-b]pyridine immer als neutral behandelt
wurden. Abschliefend wurden die Strukturen kurz unter Verwendung der POwELL-Methode
[278] mit dem TRripos-Kraftfeld [279] (vorhergehend eine kurze Minimierung unter Verwen-
dung der DOWNHILL-SIMPLEX-Methode mit 20 Iterationen) [279-281] und einem rmsd-

Abbruchkriterium von 0.05 kcal-mol™-A™ bei maximal 1000 Zyklen minimiert.
Docking

Das Docking wurde in FLEXX unter Verwendung des Single Interaction Scan-Algorithmus
zur Platzierung des Basisfragments genutzt [225]. Die Toleranz bei Uberlappung der Protein-
und Ligand-Oberflache sowie das anschlieBende Scoring wurden unter Standardeinstellungen

behalten. Die Zahl der zu generierenden Posen pro Ligand wurde auf 50 gesetzt.
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Im Anschluss wurden alle Modus-A-Dockinglésungen extrahiert und analog zu den in Ab-
schnitt 5.3. beschriebenen Durchfuhrungen die jeweiligen Protein-Ligand-Komplexe unter
Vordefinition des kokristallisierten Wassermolekiils (entsprechend Abschnitt 5.3.) erzeugt.
Die Generierung der Topologien, die Vorbereitung von Ligand, Rezeptor und Protein-Ligand-
Komplex, die MD-Simulationen sowie die Berechnung der Freien Bindungsenthalpie erfolg-

ten anhand der in Kapitel 5.2. beschriebenen Abldufe.

5.4.2. MM/GBSA- Berechnungen der Freien Bindungsenthalpien

Insgesamt ergab das Docking der 35 Thieno[2,3-b]pyridine 223 Modus-A-Ldsungen (d. h.
zwischen zwei und neun Posen pro Ligand), die dem im vorgehenden Absatz geschilderten
Verfahren unterzogen wurden. Die Analyse der Molekildynamiksimulation erfolgte durch
rmsd-Plots, Distanzmessungen, Heatmaps sowie visuelle Inspektion uber VMD (vgl. Ab-
schnitt 5.1.2.). Als weiteres Kriterium wurde hier ebenso ein Clustering- und Minimierungs-
verfahren mit einbezogen, so dass - vergleichbar zu der Durchfuihrung in Abschnitt 5.3.6. —
eine reprasentative Pose mit einer berechneten Freien Bindungsenthalpie pro Ligand ausge-

wahlt werden konnte.

Die Selektion der Modus A-Posen erfolgte unabhéangig von der Positionierung des Restes am
Arylsubstituenten R* (vgl. Tabelle 12) da —wie bereits beschrieben die Substitution lediglich
einen sterischen Einfluss auslibt. Entsprechend wurden die den Protein-Ligand-Komplexen
zugehorigen Freien Bindungsenthalpien gegen die gemessenen Bindungsaffinitaten aufgetra-
gen, welches in Tabelle 13 bzw. Abbildung 5.69. gezeigt ist.
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Abbildung 5.69. Auftragung der berechneten Freien Bindungsenthalpien der 35 Thieno[2,3-b]pyridine im
pfgsk_1jlb-Homologiemodell gegen die zugehdrigen plCsy-Werte. Die Zahlenwerte an den Datenpunkten ver-
weisen auf die diskutierten Verbindungen im FlieRtext.

Die ausgewahlten, berechneten Freien Bindungsenthalpien der 35 Thieno[2,3-b]pyridine wur-
den gegen negativen dekadischen Logarithmus ihrer bestimmten 1Cso-Werte aufgetragen. Das
BestimmtheitsmaR verbesserte sich im Vergleich zum Kkleineren Datensatz aus Abschnitt 5.3.
um fast 100 % von R? = 0.250 auf R? = 0.484. Trotzdem ist dieses Ergebnis nur bedingt zu-
friedenstellend. Ein zentrales Problem bleibt die Verteilung der biologischen Daten. Zwar
konnten durch die Erweiterung des Datensatzes im plCso-Bereich von 4.5 - 5.5 zusétzliche
Datenpunkte eingefuihrt werden, jedoch sind die schwach aktiven Liganden nach wie vor un-
terreprésentiert (vgl. dazu Tabelle 13). Grundsatzlich erlauben diese zusatzlichen Werte eine
feinere Differenzierung des plCso-Grenzwertes auf 5.40. Daher wurde in Analogie zum Ver-
fahren in Abschnitt 5.3.6.3. der Datensatz entsprechend der biologischen Aktivitét in zwei Be-
reiche aufgeteilt: Inhibitoren mit einem ICso-Wert zwischen 0.13-und 4.00 M als wurden ak-
tiv und alle mit einen hoheren ICs als 4.00 «M als schwach aktiv eingeordnet. Dabei umfass-
te die Gruppe der aktiven Verbindungen 25 Thieno[2,3-b]pyridine, von denen 20 anhand ihrer
berechneten Freien Bindungsenthalphie als aktiv wiederum identifiziert werden konnten. Die
funf verbliebenen Liganden wurden im MM/GBSA-Scoring bezogen auf ihrer biologischen
Aktivitat zu schwach bewertet. Dies entspricht einer Erfolgsrate in der richtigen VVorhersage
von 80 % (20 aus 25). Dem Bereich der mittelmaRigen und schwach aktiven Liganden wur-
den zehn Verbindungen zugeordnet. Eine Unterscheidung zwischen aktiven und sehr aktiven

Liganden ist allerdings unter den gewéhlten Bedingungen weiterhin nicht moglich. So ergab

162



5. Ergebnisse und Diskussion

die Gegenberstellung von berechneten Freien Bindungsenthalpien der Liganden im Bereich
von 0.13 bis 4 uM und negativen dekadischen Logarithmus des ICso-Wertes ein Be-
stimmtheitsmaB von nur R? = 0.026. Dies ist wie von HOMEYER et al. beschrieben auf die sta-
tistische Unsicherheit der Methode zuruickzuftihren. Die meisten MM/GBSA-Werte befinden
entsprechend der Ergebnisse in Abschnitt 5.3.6. innerhalb eines Bindungsenthalpiefensters
von 2.0-3.0 kcal™-mol™ sowie einer pICso-Spanne von ca. 1.5, was aufgrund der Standardab-
weichung der berechneten Freien Bindungsenthalpien (zumeist 2.0-3.0 kcal*-mol™) sowie des
Fehlers in den biologischen Testungen eine weitere Unterscheidung erschwert. Die Erfolgsra-
te fiir den Bereich der schwach aktiven Substanzen konnte mit 100 % (zehn aus zehn) als sehr
gut erachtet werden. Anhand der ICso-Bereiche kdnnen entsprechende Grenzwerte fiir die
Freie Bindungsenthalpie gesetzt werden: Demnach konnen Verbindungen mit einem Wert
von -30.0 kcal-mol™ oder kleiner als aktiv angesehen werden, Energiewerte gréRer als -

30 kcal-mol™ ordnen Liganden tendenziell als schwach aktiv ein.

Wie aus Abbildung 5.69. hervorgeht, kénnen auch flr den erweiterten Datensatz Ausreiler
gefunden werden. So werden fur den Bereich der aktiven Thieno[2,3-b]pyridine fiinf Verbin-
dungen im Vergleich zu ihrer experimentell bestimmten biologischen Affinitat hinsichtlich
ihrer Freien Bindungsenthalpie falsch-negativ bewertet: Die Klasse 1a Liganden 80088815
(62) und KuBral44 (79), die Klasse 1b Verbindung KuBral83 (83) und KuBra223 (85) sowie
k8910240 (96) als Vertreter der Klasse 2. Falsch-positiv bewertete Liganden kdnnen fur den
gewahlten Ubergang von -30 kcal'mol™ abermals nicht beobachtet werden (vgl. Abbildung
5.69.). Fur die Klasse 1a-Verbindungen l&sst sich diese Beobachtung konsistent zum vorher-
gehenden Kapitel 5.3 erklaren. Folglich kann, wie bereits in Abschnitt 5.3.6. diskutiert,
80088815 (62) anhand der erhdhten Beweglichkeit in der Bindetasche als entropischer Binder
betrachtet werden. Aufgrund der Vernachlassigung der Entropie wird dieser unterbewertet.
Die Indoyl-Variante KuBral44 (79) lasst sich anhand der gleichen Hypothese erklaren, aller-
dings ist die biologische Aktivitat mit 1.6 «M im Vergleich zu den 0.4 M des 80088815 (62)
geringer, so dass das Fehlen des Entropiebeitrags weniger ins Gewicht fallt. Dies lasst sich
daran nachvollziehen, dass der MM/GBSA-Wert fir KuBral44 (79) prinzipiell besser mit der
Korrelation tibereinstimmt als fir 800088815 (62) (vgl. Abbildung 5.69.).

In Abbildung 5.70. sind die rmsd-Verlaufe der Bewegungen der jeweiligen Arylsubstituenten
der ausgewdhlten Modus A-Posen von 80088815 (62), KuBral44 (79) und UGJ (53) gezeigt.
Zwar féllt die Fluktuation des Phenylrings des 80088815 (62) geringer aus als noch in Abbil-

dung 5.63, ist aber immer noch deutlich gréRer als die Indoyl- bzw. 2-Chlor-phenyl-Variante
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des KuBral44 (79) bzw. UGJ (53). Diese Beobachtungen unterstreichen den Erklarungsan-
satz der entropischen Binder fiir 80088815 (62) und KuBral44 (79).

rmsd [;\]
- o
| 1 | 1
—————
—
—

Snapshots

Abbildung 5.70. Rmsd-Verlaufe der Bewegungen des 2-Chlor-phenyl- (UGJ (53), schwarz), Indoyl- (KuBral44
(79). grun) und Phenyl-Substituenten (80088815 (62), rot) wahrend der jeweiligen MD-Simulationen der zuge-
hérigen Modus A-Posen.

KuBral83 (83) wird ebenso in Bezug auf seine biologische Aktivitat im MM/GBSA-Scoring
zu schwach bewertet, aber immer noch in guter Ubereinstimmung mit der Korrelation (vgl.
Abbildung 5.69.). KuBra223 (85) und k8910240 (96) stimmen ebenfalls in guter Naherung
mit der Korrelation Uberein. Darlber hinaus liegen ihre biologischen Aktivitaten mit 3.80
bzw. 3.00 uM im Ubergangsbereich zwischen den aktiven und schwach aktiven Verbindun-
gen, so dass eine Unterscheidung aufgrund der bereits diskutierten statistischen Unsicherheit

der Methode erschwert ist.

Zwar konnte das BestimmtheitsmaR der Gegentberstellung zwischen plCso-Werten und der
MM/GBSA-Energien von R?=0.250 auf R=0.484 stark verbessert werden, sie ist jedoch
nicht zufriedenstellend. Die Vorhersagekraft des gewéhlten Verfahrens kann in der Unter-
scheidung zwischen aktiven, mittelméaRig aktiven und schwach aktiven Substanzen als sehr
gut erachtet werden. Die erhaltenen Ergebnisse bezliglich der verschiedenen AusreiRer zeigen
allerdings deutlich, dass kleine Unterschiede in der chemischen Struktur einen Einfluss auf
die Qualitat der Molekuldynamiksimulationen und daraus folgend fir die Freie Bindungsent-
halpie und letztendlich fiir die Bewertung der Liganden hinsichtlich ihrer biologischen Aktivi-

tat haben kdnnen.

Derartige Beobachtungen konnten auch Hou et al. machen. Sie gewannen interessante Er-
kenntnisse beziiglich der Sensibilitdt der MM-GBSA Methode [282] gegeniiber chemischen
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Strukturen. Sie untersuchten den Bindungsmodus von Macrophage Migration Inhibitory Fac-
tor-Inhibitoren dhnlich zum gewahlten Arbeitsablauf via Docking, MD-Simulationen und
MM/GBSA Berechnungen. Dabei stellten sie ebenfalls die erhaltenen Energien den gemesse-
nen ICso-Werten gegenuber und erhielten dabei schwache Korrelationen. Unterteilten sie den
Datensatz in ihre jeweiligen Untergruppen (&hnlich Klasse 1a, 1b und 2), so erzielten sie deut-

lich hohere Bestimmtheitsmalie.

Daher sollte in der Konsequenz der Einfluss der verschiedenen Klassen der Thieno[2,3-
b]pyridine auf die Korrelation sowie die Sensibilitat der Methode gegentiber der chemischen
Struktur untersucht werden. Abbildung 5.71, Abbildung 5.72 und Abbildung 5.73 zeigen die
Gegeniberstellungen zwischen den gemessenen biologischen Daten und den berechneten
Freien Bindungsenthalpien fir die jeweiligen Unterklassen 1a, 1b und 2. Fir die Klasse 1b
konnte ein BestimmtheitsmaB von R? = 0.651, fiir die Thieno[2,3-b]pyridine der Klasse 2 ein
Bestimmtheitsmaf von R? = 0.768 und fiir die Klasse 2 ein R? von 0.265 erzielt werden. Die-
se Ergebnisse bestétigen grundsatzlich die bisherigen Beobachtungen. Wie aus den Analysen
des Gesamtdatensatzes bereits hervor ging, beruht das geringe Bestimmtheitsmal3 tber alle
Datenpunkte hauptsachlich auf der schlechten Ubereinstimmung zwischen experimentellen

und berechneten Daten der Klasse 1a.
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Abbildung 5.71. Auftragung der berechneten Freien Bindungsenthalpien der 23 Liganden der Klasse 1b im
pfgsk_1j1b-Homologiemodell gegen die zugehdrigen plCso-Werte.
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Innerhalb der Thieno[2,3-b]pyridine der Klasse 1b konnte eine deutlich bessere Ubereinstim-
mung mit den biologischen Daten erzielt werden. Hier konnte fiir die entsprechenden ICso-
Bereiche (aktiv und schwach aktiv) fur die aktiven Substanzen eine korrekte VVorhersage fiir
87 % (13 von 15 Verbindungen, vgl. Abbildung 5.71) und flr den schwach aktiven Bereich
von 100 % der Substanzen erzielt werden (vgl. Abbildung 5.71.). Die Erfolgsrate iber den
gesamten Datensatz der Klasse 1b-Liganden lag bei 91 %. Diese Ergebnisse sind insofern von
zusétzlicher Bedeutung, da die Verbindungen der Klasse 1b Selektivitat an der PfGSK-3 zei-
gen. Folglich konnen durch die Kombination von Molekuldynamiksimulationen und
MM/GBSA-Berechnungen in sehr guter Ubereinstimmung mit den experimentellen Daten
potentiell aktive (und selektive) Thieno[2,3-b]pyridine der Klasse 1b in silico als solche iden-
tifiziert werden konnen.
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Abbildung 5.72. Auftragung der berechneten Freien Bindungsenthalpien der 6 Liganden der Klasse 2 im
pfgsk_1j1b-Homologiemodell gegen die zugehoérigen plCso-Werte.

Das BestimmtheitsmaR fur die Verbindungen der Klasse 2 war mit 0.768 ebenso zufrieden-
stellend, allerdings beinhaltete der Datensatz nur sechs Substanzen dieses Typs. Insgesamt
konnte hier ebenfalls gute VVorhersagen fir die entsprechenden Bereiche erzielt werden, wobei
zu nennen ist, dass fur den Bereich der schwach und mittelméaRig aktiven Substanzen lediglich
ein Représentant vorlag. Der AusreiRer fiir die aktiven Substanzen ist k8910240 (96), das be-

reits diskutiert wurde.
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Abbildung 5.73. Auftragung der berechneten Freien Bindungsenthalpien der 6 Liganden der Klasse la im
pfgsk_1j1b-Homologiemodell gegen die zugehdrigen plCso-Werte.

Fiir die Liganden der Klasse 1a konnte mit R? = 0.265 ein nur geringes BestimmtheitsmaR er-
zielt werden. Als ein Erklarungsansatz ist hier die statistische Unsicherheit zu nennen, da sich
die pICso-Werte sich maximal um 1.0 unterscheiden und die dazugehdrigen Freien Bindungs-
enthalpien um maximal 3.4 kcal-mol™ abweichen. Zuséatzlich bleiben die Klasse 1a-Liganden
hinsichtlich ihrer biologischen Aktivitét in ihrer berechneten Freien Bindungsenthalpie unter-
bewertet, d. h. Liganden mit hodheren ICso-Werten (niedrigeren Affinitaten) werden im
MM/GBSA-Scoring héher bewertet (vgl. Tabelle 13).

Abbildung 5.74. Vergleich der HsGSK-34-Komplexel1J1B (Hellblau) und 3ZDI (blau).

Eine weitere mogliche Begriindung fur die schlechte Korrelation der Klasse 1a stellt das ver-

wendete Homologiemodell dar, welches basierend auf der humanen Kiristallstruktur 1J1B er-
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stellt wurde. Vergleicht man diese Kristallstruktur mit der des 3ZDI, in welchem das Thien-
0[2,3-b]pyridin UGJ (53) kristallisiert ist, so fallt besonders die unterschiedliche Positionie-
rung des Glycin-Rich-Loop auf. Dieser ist - wie in Abbildung 5.74 deutlich zu erkennen - in
3ZDI deutlich nach unten geneigt, so dass die Bindetasche insgesamt deutlich kleiner ausfallt.
Dies lasst die grundsatzliche Hypothese zu, dass es hier eine Anpassung des Proteins an den
Liganden stattfindet (engl.: Induced Fit, induzierte Passform). Die Theorie hinter diesem Phé-
nomen wurde 1958 von KosHLAND [283] postuliert und kann als Erweiterung des Schlussel-
Schloss-Prinzips gesehen werden. Dabei werden Protein und Inhibitor nicht mehr als statisch
angesehen, sondern treten bei der Annaherung in Wechselwirkung und passen letztendlich
ihre Konformationen aneinander an, so dass der entsprechende Protein-Ligand-Komplex zu-
stande kommt.

Demnach ware z. B. ein Ubergang von einer 1J1B zu einer 3ZDI-Proteinstruktur denkbar. In
Analogie ware aufgrund der ahnlichen biologischen Aktivitaten der Klasse la Liganden in
PfGSK-3 und HsGSK-34 eine Anpassung fur das plasmodiale Enzym ebenfalls denkbar. Da-
her wurde ein Induced Fit-Docking mit dem Programm GLIDE des SCHRODINGER Software-
Pakets durchgefiihrt. Der Schwerpunkt lag dabei nicht auf der Optimierung der Korrelation
fiir die Klasse la-Liganden, da diese Substanzklasse wie bereits beschrieben aktiv, allerdings
nicht selektiv ist. Lediglich der Induced Fit-Effekt als moglicher Erklarungsansatz sollte

uberprift werden.
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5.4.3. Induced Fit Docking

5.4.3.1. Durchflihrung
Proteinvorbereitung

Im nachfolgenden Induced Fit-Dockingprozess wurden basierend auf Vergleich der humanen
Kristallstrukturen 3ZDI und 1J1B die entsprechenden Homologiemodelle pfgsk 1j1b und
pfgsk_3zdi verwendet. Analog zum durchgefiihrten FLEXX-Docking wurden zundchst die
Homologiemodelle mit der Kristallstruktur 3ZDI Uberlagert und der Ligand UGJ (53) sowie
die kokristallisierten Wasser ubertragen. AnschlieBend wurden die Proteine im GUI von MA-
ESTRO V9.6 der SCHRODINGER Suite [284] uUber die integrierte Proteinprozessierung
(PREPWIZARD) [285] unter Verwendung der Standardeinstellungen vorbereitet. Wasserstoff-
atome wurden dabei hinzugefugt und anschlieRend die Wasserstoffbriickenbindungen inner-
halb der Proteine optimiert. Abschliefend wurde eine kurze Minimierung der Wasserstoff-
atompositionen mittels des OPLS2005-Kraftfelds durchgefiihrt [286].

Ligandvorbereitung

Fur den Dockingprozess wurden vier Liganden der Klasse 1a ausgewahlt, welche in Tabelle
14 aufgeflhrt sind. Zum Vergleich wurden daneben sechs Liganden der Klasse 1b berticksich-
tigt. Hier sollte zusatzlich Uberpruft werden, ob die Wahl des pfgsk_1j1b-Homologiemodells
fir diese Substanzklasse ,korrekt war bzw. ob hier ebenfalls ein Induced Fit-Effekt zu be-
obachten wére. Die Konstruktion und Vorbereitung der Ligandstrukturen erfolgte tiber LiG-
PREP [284] unter Standardeinstellungen. Protonierungszustande wurden fir pH =7 unter
Verwendung von EPIK [287] berechnet. Anschlieend erfolgte eine kurze Minimierung mit-
tels des OPLS2005-Kraftfelds.

Docking

Das Docking erfolgt tiber das Programm GLIDE [173-174]. Wie in Abschnitt 4.1.2. beschrie-
ben wird flr die Definition des Bindetaschenbereichs ein Gitter (engl.: Grid) bendtigt. Hier
wurde unter Standardeinstellungen tber den Referenzliganden UGJ (53) selbiges erstellt. Der
Induced Fit-Dockingprozess erfolgt in mehreren Schritten. Zunéchst wird ein einfaches Do-
cking in GLIDE durchgefiihrt, wobei die Van-der-Waals-Radien von Ligand und Protein um
die Hélfte reduziert wurden. Die maximale Anzahl an generierten Posen pro Ligand wurde
auf 20 gesetzt. Im néchsten Schritt wurde die Orientierung aller Aminoséure-Seitenketten im
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Bereich von 7 A um den Liganden iiber das Programm PRIME [288] optimiert und abschlie-
Rend der Protein-Ligand-Komplex minimiert, um die entsprechenden Interaktionen zu verfei-
nern. Abschlielend erfolgte ein Redocking der Liganden in die dazugehorige energiedrmste
Konformation des Proteins und die Priorisierung tiber den GLIDESCORE (vgl. hierzu Abschnitt
4.1.2)

Tabelle 14. Ubersicht fir das Induced Fit Docking verwendeten Verbindungen. Die Klassen 1a und 1b sind ent-
sprechend getrennt.

Struktur Verbindung R R? ICs PFGSK-3
[M]
80088815 (62)  Phenyl - 0.40
Ri NH,
NC. UGJ (53) 2-Chlor-phenyl - 0.13
~ | > CN | KuBra119 (77)  2-Brom-phenyl - 0.80
Ho,N” T N” S
KuBral23 (63) 2-Methyl-phenyl - 0.51
KuBra81 (81) 2-Methoxy-phenyl  3-Chlor-benzoyl 8.50
Rq NH, KuBral24 (82) 2-lod-phenyl 3-Chlor-benzoyl 0.91
NC~ N\ O | KuBra216 (68)  2-Chlor-phenyl 3-Chlor-benzoyl 0.48
HoN \N S R, | KuBra220 (84) 2-lod-phenyl 3,4-Dichlor-benzoyl  70.0
KuBra275 (70)  2-Chlor-phenyl 3-Methoxy-benzoyl 1.70
KuBra286 (89) 2-Chlor-phenyl 3-Cyano-benzoyl 0.50
Clustering

Um die optimierten Protein-Ligand-Komplexe der verwendeten zehn Thieno[2,3-b]pyridine
in pfgsk_1j1b bzw. pfgsk_3zdi vergleichen und letztendlich eine représentative Proteinstruktur
fiir die Klasse 1a und 1b Liganden herausstellen zu kénnen, wurde ein Clustering vorgenom-
men. Dazu wurde nach dem Induced fit Docking die Protein-Ligand-Komplexe aller Modus
A-Lésungen herausgeschrieben und hinsichtlich der Klassen 1a und 1b sortiert. Uber das Pro-
gramm FCONV [289] wurden zunéchst alle Wasser sowie die Liganden entfernt und anschlie-
Rend analog zum Verfahren in Abschnitt 5.3.6.1. ein Clustering der Proteinstrukturen durch-
gefiihrt (d.h. es wurden alle Aminoséauren im Bereich 6 A um den Liganden (bzw. die ,.ehe-
malige Ligandenposition® beriicksichtigt) und am Ende eine reprédsentative Struktur jedes

Clusters herausgearbeitet.
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5.4.3.2. Resultate
Klasse 1la

Insgesamt werden 23 Protein-Ligand-Komplexe mit Modus A-Ligandposen fiir die Klasse la
generiert (zehn Losungen in pfgsk 1j1b, 13 Losungen in pfgsk_3zdi). Nach Entfernen der
Wasser-und Ligandmolekiile wurden die Proteinstrukturen hinsichtlich ihrer Ahnlichkeit
geclustert, wobei zwei Cluster erhalten werden konnten. Die représentative Proteinstruktur
des groReren Clusters entsprach dabei der Struktur einer pfgsk 3zdi-Dockinglésung. Der Ver-
treter des zweiten Clusters ging aus dem Induced Fit-Docking in pfgsk_1j1b hervor und ist der
pfgsk_3zdi-Losung ahnlich (vgl. Abbildung 5.75.).

Abbildung 5.75. Vergleich der Homologiemodelle pfgsk_1j1b (blau) und pfgsk_3zdi (hellblau) mit den repra-
sentativen Strukturen der Clusterl (Ldsung basierend auf pfgsk_3zdi, magenta) und Cluster2 (Lésung basierend
auf pfgsk_1j1b (orange)).

Grundsitzlich kann diese Losung als ,,Ubergangsform* zur pfgsk 3zdi verstanden werden.
Daher kann die eingangs beschriebene Vermutung, dass ein Induced Fit-Ubergang der
pfgsk_1j1b zur pfgsk 3zdi erfolgt, bestatigt werden. Folglich scheint das Homologiemodell
pfgsk_1j1b fir die durchgefiihrten Dockingexperimente der Klasse 1a-Verbindungen in Ab-
schnitt 5.4.1 nicht optimal und kann als ein Erklarungsansatz fir die Unterbewertung der
Klasse la-Liganden in Bezug auf ihre biologischen Aktivitaten herangezogen werden. Aller-
dings sind die Liganden der Klasse 1a wie bereits beschrieben aktiv, aber nicht selektiv, so
dass von Molekuldynamiksimulationen und Freien Bindungsenthalpien abgesehen wurde.
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Klasse 1b

Fur die sechs Liganden der Klasse 1b konnten lediglich im Induced Fit-Dockingprozess in das
pfgsk_1j1b-Homologiemodell Modus A-Ldsungen erhalten werden. Grund hierfir ist, dass
die Bindetasche in pfgsk_3zdi flr die grolReren Thieno[2,3-b]pyridine der Klasse 1b zu klein
ist. Ebenso scheint ein Induced Fit Docking unter VergroRerung der Bindetasche (d. h. der
Glycin-Rich-Loop wird nach oben bewegt) in MAESTRO zum Zeitpunkt der Durchfiihrung der
Experimente nicht mdoglich. Insgesamt konnten fir das pfgsk 1j1b-Homologiemodell
21 Modus A-Ldsungen erhalten werden. Diese konnten ebenfalls in zwei Cluster unterteilt
werden, wobei das groRere Cluster 19 der 21 Proteinstrukturen beinhaltete. Die entsprechen-
den représentativen Strukturen zeigen hier im Vergleich zum Docking der Klasse 1a deutlich
geringere Veranderungen im Bereich des Glycin-Rich-Loops gegentiber der Startstruktur (vgl.
Abbildung 5.76.).

Abbildung 5.76. Vergleich der Homologiemodelle pfgsk_1j1b (blau) und pfgsk_3zdi (Hellblau) mit den repra-
sentativen Strukturen des Clusters (Losung basierend auf pfgsk_1j1b, magenta).

Grundsétzlich ist der entsprechende Stellvertreter des Clusters &hnlich der Startgeometrie, so
dass die Wahl des pfgsk_1j1b-Homologiemodells fiir die Dockingexperimente der Klasse 1b

Vertreter als optimal angesehen werden kann.
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5.4.4. Zwischenergebnis: Erweiterung des Datensatzes der
Thieno[2,3-b]pyridine

In Kapitel 5.4. erfolgte aufbauend auf den in Abschnitt 5.3. beschriebenen Ergebnissen die
Erweiterung des Datensatzes der Thieno[2,3-b]pyridine von 16 auf 35 Verbindungen. Dabei
verbesserte sich das Bestimmtheitsmal? der Korrelation ber den gesamten Datensatz von
0.250 auf 0.484. Zusatzlich konnte eine starkere Differenzierung zwischen aktiven und
schwach aktiven Substanzen erreicht und die entsprechenden Liganden mit einer Erfolgsrate
von 86 % den jeweiligen Bereichen zugeordnet werden. Daruber hinaus konnte der Grenzwert
fur die Freien Bindungsenthalpien von -30.0 kcal-mol™ bestatigt werden, der die Unterschei-
dung von potentiell aktiven und potentiell schwach bis inaktiven Verbindungen erlaubt. Der
pICso-Ubergang konnte durch die Erganzungen im pICso-Bereich 4.5-5.5 innerhalb des Da-

tensatzes von 5.5 auf 5.4 verfeinert werden.

Die auftretenden falsch-negativ bewerteten Substanzen 80088815 (62) und KuBral44 (79)
kénnen anhand ihrer Molekildynamiksimulationen unter Beriicksichtigung ihrer chemischen
Struktur als entropische Binder angesehen werden. In der Konsequenz werden diese aufgrund
der Vernachlassigung der Entropie in den MM/GBSA-Berechnungen in Bezug auf ihre biolo-
gische Aktivitdt im MM/GBSA-Scoring zu schlecht bewertet. Die Liganden KuBra223 (85)
und k8910240 (96) befinden sich aufgrund ihrer 1Cso-Werte von 3.8 bzw. 3.0 uM im Uber-
gangsbereich zwischen aktiv und schwach aktiven Substanzen und kénnen daher nicht ein-
deutig zugeordnet werden. Grundsatzlich stimmen ihre Energiewerte - wie auch die des KuB-
ral83 (83) - allerdings gut mit der Korrelation tberein (vgl. Abbildung 5.69.). Falsch-positiv
bewertete Liganden kénnen unter dem gewéhlten Grenzwert von -30 kcal'mol™ nicht beo-

bachtet werden.

Es zeigte sich, dass besonders die schlechte Bewertung des Klasse la-Verbindungen als ak-
tivste Substanzen innerhalb des Datensatzes starken Einfluss auf das Bestimmtheitsmal
nimmt. Daher wurde eine weitere Unterteilung hinsichtlich der Unterklassen der Thieno[2,3-
b]pyridine vorgenommen. Als Resultat konnte bei getrennter Betrachtung der einzelnen Klas-
sen fur die Klasse 1a ein Bestimmtheitsmall von 0.265, fir die Klasse 1b ein Bestimmtheits-
maR von 0.651 und fiir die Klasse 2 ein R? von 0.768 erzielt werden. Grundsatzlich bleibt die
Verteilung der biologischen Daten ein Problem, da im Gesamtdatensatz lediglich eine Aktivi-
tatsspanne von drei Zehnerpotenzen reprasentiert wird [266]. Ein Grund flr die Unterbewer-
tung der Klasse la-Liganden kann auf die Auswahl des pfgsk 1j1b als Proteinstruktur flr die

Dockingexperimente dieser Substanzen zuriickgefihrt werden. In ergdnzenden Induced Fit-
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Dockingexperimenten zeigte sich, dass ein Ubergang von einer pfgsk 1jlb zu einer
pfgsk_3zdi-Struktur denkbar und damit die Wahl des pfgsk_1j1b-Homologiemodells fir die
Klasse 1a nicht optimal ist. Fir die Klasse 1b-Verbindungen bleibt die Wahl dieses Homolo-
giemodells bestehen. Die Differenzierung dieser Liganden hinsichtlich ihrer Aktivitét erfolgte
mit 91 % (iber alle Klasse 1b-Verbindungen des Datensatzes in sehr guter Ubereinstimmung

mit den biologischen Daten.

Als zentrales Ergebnis l&sst sich festhalten, dass die Kombination aus Docking, Molekiildy-
namiksimulationen und Berechnung der Freien Bindungsenthalpien unter den gewahlten Be-
dingungen in der Lage ist, zwischen an der PfGSK-3 stark und schwach aktiven Thieno[2,3-
b]pyridinen mit einer sehr guten VVorhersagequalitat zu unterscheiden. Bei getrennter Betrach-
tung der einzelnen Untergruppen ist sogar eine Priorisierung innerhalb der Gruppe mdglich.
Aufbauend darauf soll der Arbeitsablauf im Folgenden genutzt werden, um neue aktive und
selektive Derivate der Klasse 1b in silico zu erzeugen und zu bewerten. Im Anschluss sollen
die vielversprechendsten Verbindungen synthetisiert und hinsichtlich ihrer Aktivitat an der

PfGSK-3 getestet werden.
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5.5. Insilico Untersuchung neuer Thieno[2,3-b}pyridine als potente und
selektive Inhibitoren der PTGSK-3

Die Ergebnisse aus Kapitel 5.4. zeigen, dass die Methode der Molekildynamiksimulationen
und der Berechnung der Freien Bindungsenthalpie unter den herausgearbeiteten Bedingungen
eine Bewertung der Thieno[2,3-b]pyridine und deren Unterscheidung in aktive, mittelmaRige
und schwach aktive Verbindungen erlaubt. Ausgehend von den Betrachtungen am von FUGEL
synthetisierten Datensatz sollen diese nun fiir die Bewertung neuer in silico generierter Deri-
vate genutzt werden. Anhand der Freien Bindungsenthalpien sollen potentiell aktive Substan-
zen identifiziert, deren molekularen Interaktionen in der plasmodialen GSK-3 verstanden
bzw. erklar werden. Letztendlich sollen die vielversprechendsten gefundenen Vertreter syn-
thetisiert und anschlieRend fir eine biologische Testung an der PIGSK-3 zur Verfugung ge-

stellt werden.

5.5.1. Durchfihrung

Aufgrund der Ergebnisse aus den vorhergehenden Kapiteln 5.3 und 5.4 konnte bezlglich der
Positionierung des Halogens am Aryl-Substituenten bzw. dessen Einfluss auf die Aktivitat der
Verbindungen keine neue Aussage gewonnen werden. Daher wurde hier lediglich eine 2-
Chlor-Substitution eingesetzt, da sich diese im Vergleich zu den weiteren Halogenvarianten in
den bisherigen Testungen als aktivste herausgestellt hatte. Die Einflihrung des Benzoylsubsti-
tuenten flihrte, wie eingangs beschrieben, zur Selektivitat der Thieno[2,3-b]pyridine flr die
plasmodiale GSK-3. Daher wurde ein Schwerpunkt auf Substitutionen an diesem Aromaten
gelegt. Weitere heterozyklische Variationen wie die Verbindungen KuKLO08 (72) bis KuKL16
(jeweils 5-Cyano-thiophen-2-yl-carbonyl-Reste) wurden aufgrund der geringeren Aktivitat im
Vergleich zu den Benzoylvarianten nicht in Betracht gezogen. Um neue Vorschlage fir Sub-
stitutionen am Aromaten zu erhalten, wurde der Bereich der Bindetasche um den Benzoylsub-

stituenten zunéchst genauer analysiert (vgl. Abbildung 5.77.).
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Abbildung 5.77. Bindetaschenbereich der PFGSK-3. Oben: Oberflachen-Darstellung des Proteins. Unten: Aus-
schnitt der Bindetasche. Gezeigt sind die wichtigsten Aminoséuren. Die Farbmarkierungen rot, orange und griin
geben die essentiellen Interaktionen an. Die blau und violett hinterlegten Atome bzw. Seitenketten kdnnen von

neuen Derivaten adressiert werden.
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Eine grundlegende Annahme bei der Generation des Datensatzes war, dass die jeweiligen

Substituenten in diesem Bereich gemaR dem Bindungsmodus A des KuBra216 (68) zum Ta-

schenboden ausgerichtet sein sollten. Dabei sollten weitere, noch ungekléarte Struktur-

Aktivitats-Beziehungen bertcksichtigt werden.

In den Synthesen von FUGEL und KRUGGEL wurden bisher hauptsachlich meta- und para-
Substitutionsmuster eingefthrt. In ortho-Position wurden lediglich zwei Chlor-benzoyl-
Derivate dargestellt (KuBra82 (166) und KuBral09 (199), siehe Anhang), welche in der
biologischen Testung keine Aktivitat zeigten. Um weitere Informationen Uber den Ein-
fluss von ortho-Substituenten auf die Bindungsaffinitat zu erhalten, wurden weitere Varia-
tionen generiert (vgl. Tabelle 15). Ausgehend von den Untersuchungen des Bindetaschen-
bereichs (vgl. Abbildung 5.77.) bietet der Backbone-Carbonyl-Sauerstoffatom des GIn210
(in Abbildung 5.77 blau hinterlegt) eine interessante Mdglichkeit, Uber z-B. ein Amin, ei-
ne weitere Wasserstoffbriickenbindung auszubilden. Alternativ ware eine Halogenbindung
iiber das o-Loch in deren Verlangerung denkbar, so dass weiterhin die 2-Chlor, 2-Brom-
und 2-lod-Derivate berticksichtigt wurden. Allerdings sollte hier nur die grundsétzliche
Positionierung untersucht werden, da —wie bereits geschildert- diese Wechselwirkung im
ff99SB-Kraftfeld von AMBER11 nicht implementiert ist.

Der Einfluss des gewahlten Halogens der 3-Benzoylposition wurde in den bisher durchge-
fiihrten Experimenten nur angedeutet. So zeigte eine 3- Chlor-Substitution (KuBra216
(68)) eine Aktivitat von 0.48 uM, fir die 3-Brom-Variante (KuBra276 (87)) wurde ein
ICso-Wert 0.91 M bestimmt. Die 3-Fluor-Verbindung hingegen war inaktiv. Um diese
Reihe zu vervollstandigen, wurde hier eine lod-Variante berticksichtigt. Dartiber hinaus

wurden hydrophobe Substituenten in 3-Position im Datensatz aufgenommen.

Die Einflihrung eines Substituenten in para-Position fiihrte im Vergleich zu meta-Position
zur Abschwéchung der biologischen Aktivitat. Bestarkt wurde dies durch den Vergleich
verschiedener 3,4-disubstituierter-Varianten (vgl. Tabelle 15). Diese Beobachtungen soll-
ten im Datensatz durch die Halogenreihe bzw. hydrophobe Substituenten (z. B. Me-
thyl/Ethyl) ebenfalls berlicksichtigt und weitergehend bewertet werden.

Funktionalitaten mit Wasserstoffbriickenakzeptor bzw. -donor-Eigenschaften wie Amine,
Alkohole, Carbonsduren und Amide in 3- bzw. 4-Position des Aromaten sind im Daten-
satz bisher nicht vorhanden. Lediglich eine 3-Cyano-Substitution (KuBra286 (89)) ist mit
im Vergleich zum KuBra216 (68) praktisch identischer biologischer Aktivitat getestet
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worden. Diese sind besonders interessant, da in diesem Bereich weitere Wasserstoffbru-
ckenbindungen z. B. mit den Seitenketten Asn211, GIn210, Lys208 und Asp206 denkbar
sind. Sie wurden daher im nachfolgenden Bewertungsprozess berticksichtigt.

Die im Vorfeld anhand der Untersuchung des Bindetaschenbereichs Uberlegten Variationen
wurden zunachst in LIGPREP analog zum Vorgehen in Abschnitt 5.4. erzeugt. Daraus resul-

tierte ein virtueller Datensatz von 39 neuen Derivaten, die in Tabelle 15 gezeigt sind.

Diese wurden im Folgenden Gber ein FLEXX-Docking entsprechend der Durchfiihrung in Ab-
schnitt 5.4. in die Bindetasche des pfgsk_1j1b-Homologiemodells eingepasst. Anschliel3end
erfolgten wiederum analog dazu die Erzeugung der Protein-Ligand-Komplexe der jeweiligen
Modus A-Losungen, 1 ns Molekildynamiksimulationen und MM/GBSA-Berechnungen der
Freien Bindungsenthalpie (vgl. Durchfuhrung Abschnitt 5.4.).

Die Analyse der Trajektorien erfolgte durch rmsd-Plots, Distanzmessungen, Heatmaps sowie
visuelle Inspektion tber VMD (vgl. Abschnitt 5.4.). Anhand dieser Kriterien wurde eine re-
prasentative Modus A-Pose mit einer dazugehoérigen Freien Bindungsenthalpie fiir jeden Lig-
anden ausgewahlt. Im n&chsten Schritt wurden die neue Derivate anhand ihrer Energiewerte
sortiert und unter Berlicksichtigung der Beobachtungen aus den MD-Simulationen miteinan-
der verglichen. Als Referenz wurde das KuBra216 (68) als bisher aktivste und selektivste
Klasse 1b-Verbindung mit einbezogen. Die Ergebnisse dieser Untersuchungen erlaubten
Rickschlisse auf weitere Struktur-Aktivitats-Beziehungen. Daraus resultierende Synthese-

vorschlage der besten Verbindungen sollten letztendlich umgesetzt werden.
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5.5.2. Priorisierung neuer Thieno[2,3-b]pyridine-Derivate

In Tabelle 16 sind die berechneten Freien Bindungsenthalpien der jeweiligen neuen Thien-
0[2,3-b]pyridine-Derivate aufgelistet und absteigend sortiert. Zum Vergleich ist die Freie
Bindungsenthalpie des KuBra216 (68) ebenfalls mit aufgefiihrt (rot markiert). Fir die Ver-
bindungen 99, 101, 105, 108, 118, 125, 128, 130 und 133 konnten entgegen der Hypothese
nur Modus A-Loésungen mit der Ausrichtung des Substituenten zum Glycin-Rich-Loop erhal-
ten werden und sie wurden deshalb verworfen. Fur LePo006 (103), LeP0o010 (107) und
LeP0026 (121) konnten keine Modus A-Posen im Dockingprozess erzeugt werden. Im Fall
des LePo007 (104) konnte zwar eine Modus A-L6sung generiert werden, allerding war diese
wéhrend der MD-Simulation nicht stabil und wurde daher ebenfalls aus der Betrachtung her-
aus gelassen. In der Konsequenz reduzierte sich der Datensatz auf 26 Verbindungen.

Tabelle 16. Berechnete Freie Bindungsenthalpien der Modus A-Dockingldsungen der 39 Thieno[2,3-b]pyridine
im PfGSK-3 Homologiemodell pfgsk_1j1b. Die Verbindungen sind anhand der generierten MM/GBSA-Energien
aufsteigend sortiert. Die Substituenten am Benzoylkérper (R?) sind daneben genannt. Die Hintergrundfarben

entsprechen den in Kapitel 5.4 definierten Bereichen der aktiven (griin) und schwach aktiven (rot) Verbindun-
gen.

Ligand R’ MM/GBSA [kcal-mol™]
LePo041 (156) 3-Carboxy-benzoyl -41.08
LeP0o039 (155) 3-Carbamoyl-benzoyl -37.46
LeP0034 (129) 4-Nitro-benzoyl -35.06
LeP0013 (109) 4-Brom-benzoyl -33.52
LeP0014 (110) 2-Amino-benzoyl -32.90
KuBra216 (68) 3-Chlor-benzoyl -31.40
LePo009 (106) 4-Chlor-benzoyl -31.29
LePo033 (157) 3-Nitro-benzoyl -31.26
LePo031 (127) 4-Ethyl-benzoyl -31.10
LePo005 (102) 3-lod-benzoyl -30.95
LeP0025 (120) 4-Sulfanyl-benzoyl -30.73
LeP0016 (112) 4-Amino-benzoyl -30.23
LePo040 (134) 4-Carbamoyl-benzoyl -30.04

Fortsetzung auf der ndchsten Seite...
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Ligand R? MM/GBSA [kcal-mol™]
LeP0o030 (126) 3-Ethyl-benzoyl -29.99
LePo036 (131) 3-Dimethylamino-benzyol -29.83
LeP0020 (116) 3,4-Dihydroxy-benzoyl -29.19
LePo015 (111) 3-Amino-benzoyl -29.15
LeP0021 (117) 2,3,4-Trihydroxy-benzoyl -28.90
LeP0019 (115) 4-Hydroxy-benzoyl -28.88
LePo003 (100) 3,4-Dimethyl-benzoyl -28.83
LePo037 (132) 4-Dimethylamino-benzoyl -28.76
LePo017 (113) 2-Hydroxy-benzoyl -27.92
LePo001 (98) 3-Methyl-benzoyl -27.68
LeP0027 (123) 3-Ethoxy-benzoyl -27.60
LeP0028 (124) 4-Ethoxy-benzoyl -27.37
LeP0018 (114) 3-Hydroxy-benzoyl -26.57
LeP0o024 (119) 3-Sulfanyl-benzoyl -25.42

Nachfolgend sollen die erhaltenen Freien Bindungsenthalpien in Zusammenhang mit den je-
weiligen Substitutionsmustern analysiert werden, um anhand dieser die bisherigen und neuen
Struktur-Aktivitats-Beziehungen verstehen bzw. die eingangs gestellten Fragestellungen be-
antworten zu kénnen. Hierbei sollte ein zusatzlicher Schwerpunkt auf alle Derivate mit einer
berechneten Freien Bindungsenthalpie unter -30.0 kcal-mol™ gelegt werden, welche ausge-
hend von den Ergebnissen aus den vorgehenden Kapitel als potentiell aktiv angenommen
werden kodnnen. Ebenso gelten Liganden mit -30.0 kcal-mol™ und héheren Werten als potenti-

ell schwach aktiv bis inaktiv (vgl. farbliche Hintergriinde in Tabelle 16).

5.5.2.1. Variationen in der ortho-Position

Interessanterweise konnten lediglich fir die 2-Amino- und 2-Hydroxyl-Derivate LeP0o014
(110) bzw. LeP0o017 (113) im FLExX-Docking Modus A-Posen erhalten werden, in denen der
Substituent wie angenommen zum Boden der Bindetasche zeigt. Anhand der Dockinglésung
scheint fir die Amin-Variante eine Wechselwirkung zum Carbonyl-Sauerstoffatom der
Asn211-Seitenkette denkbar, allerdings richtet sich der Benzoyl-Kdrper derart aus, dass sich
uber die gesamte Molekildynamiksimulation eine stabile Interaktion zum Backbone-
Carbonyl-Sauerstoffatom des GIn210 beobachten lasst. (vgl. Abbildung 5.77 und Abbildung
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5.78). Aufgrund dieser zusatzlichen Interaktion wird dieses Derivat besser als KuBra216 (68)

bewertet und kann flr weitere Synthesen in Betracht gezogen werden.
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Abbildung 5.78. Modus A-Dockingpose des LeP0014 (110) in pfgsk_1j1b. Die Distanzmessung rechts zeigt den
Abstandsverlauf zwischen dem Backbone-Carbonyl-Sauerstoffatom des Asn211 und dem Amin-Stickstoffatom
des Liganden wéhrend der MD-Simulation.
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Abbildung 5.79. Modus A-Dockingpose des LePo017 (113) in pfgsk_1j1b. Die Distanzmessung rechts zeigt den
Abstandsverlauf zwischen dem Backbone-Carbonyl-Sauerstoffatom des GIn210 und dem Hydroxyl-
Sauerstoffatom des Liganden wahrend der MD-Simulation.

LePo017 (113) wird von FLEXX vergleichbar zum LePo014 (110) im Dockingprozess plat-
ziert (vgl. Abbildung 5.79). So kdnnen &hnliche Abstande zur Asn211-Seitenkette sowie dem
Backbone-Carbonyl-Sauerstoffatom des GIn210 gefunden werden. Wéahrend der Molekdildy-
namik kommt es ebenso zur analogen Wechselwirkung zu letzterem, allerdings wird diese In-
teraktion wahrend der MD-Simulation immer wieder unterbrochen. In der Konsequenz fallt
der positive Einfluss auf die Freie Bindungsenthalpie durch die zusétzliche Wechselwirkung
geringer aus und der Ligand wird schlechter bewertet.
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Diese Beobachtung l&sst sich zum einen anhand der Abstande der an der Interaktion beteilig-
ten schweren Atome (vgl. Abbildung 5.78. und Abbildung 5.79.) und zum anderen ein Ver-
gleich der Energiebeitrage der betrachteten Wasserstoffbriickenbindung zur Freien Bindungs-
enthalpie, welche in Tabelle 17 aufgefihrt ist, nachvollziehen. Gezeigt sind hier die einzelnen
Terme, die zur Gesamtenergie beitragen sowie der Einfluss der Seitenkette und des Backbone
des GIn210.

Tabelle 17. Beitrag der Interaktion zwischen LeP0014 (110) bzw. LeP0017 (113) zum Backbone-Carbonyl-
Sauerstoffatom des GIn210 zur Freien Bindungsenthalpie. Alle Energien sind in kcal-mol*angegeben.

Verbindung AGygw AGeee AGgp AGonpolar ~ AGrotal
LePo014 (110)  Seitenkette  -0.564  0.291 -0.274  -0.001 -0.548
Backbone -0.293 -2.540 0.728 -0.001 -2.107
Total -0.857  -2.250 0.454  -0.002 -2.654
LePo017 (113)  Seitenkette  -0.681  -0.004 -0.056 -0.001 -0.742
Backbone -0.331 -1.523 1.006  -0.001 -0.849
Total -1.012  -1.527 0.950  -0.002 -1.591

Es l&sst sich erkennen, dass in beiden Derivaten die polaren Interaktionen, d. h. der elektrosta-
tische Anteil der Freien Bindungsenthalpie (AGelec) und der polare Teil der Solvatationsener-
gie (AGgg) zwischen Ligand und Backbone, sowie Van-der-Waals-Wechselwirkungen
(AGvgw) den groBten Anteil zur Gesamtenergie liefern. Nach Vergleich der Komponenten
beider Verbindungen besteht der gréRRte Unterschied bei den polaren Anteilen. So betrégt die
Differenz AAGyolar der polaren Beitrdge zwischen dem 2-Amino- bzw. 2-Hydroxyl-Derivat
anhand der Formel (5.4) 1.295 kcal-mol™. Ursache hierfiir ist die unterschiedliche Qualitét der

Wasserstoffbriickenbindung, die anhand der Distanzmessungen gezeigt wurde.

AAGpolar = (AGelec(LeP0014) + AGGB (LeP0014))

(5.4)
— (4G 1p.(LeP0017) + AG ;5 (LeP0017))

Dariiber hinaus konnten fir die Verbindungen 99, 101, 105, 108, 118, 125, 128, 130 und 133
entgegen der Hypothese nur Modus A-Ldsungen mit der Ausrichtung des Substituenten zum
Glycin-Rich-Loop erhalten werden. Fiur LeP0o026 (121) hingegen konnte keine Modus A-
Losung generiert werden. Diese Ergebnisse zeigen auf, dass nur bedingt Substitutionen in die-
sem Bereich toleriert werden und lediglich eine Amino- und gegebenenfalls eine Hydroxyl-
Variante interessant waren. Diese Beobachtungen lassen sich anhand der Inaktivitat der be-
reits getesteten 2-Chlor-Varianten ((KuBra82 (166) und KuBral09 (199) siehe Anhang) un-

termauern.
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5.5.2.2.  Variationen in der meta-Position

Im Bereich der meta-Substitution wurden bisher die meisten Variationen untersucht. Dem-
nach sind hier viele Struktur-Aktivitats-Informationen erfasst worden, welche im Rahmen
dieser Arbeit erweitert werden sollten. Zum einen wurden sterisch anspruchsvollere bzw. hyd-
rophobere Substitutionen berticksichtigt. So zeigte ein bereits synthetisiertes Methoxy-Derivat
(KuBra275 (70)) im Vergleich zum KuBra216 (68) verringerte Aktivitat. Ergdnzend dazu
wurden ein Ethoxy- (LeP0o027 (123)), ein Ethyl- (LePo030 (126)), und ein Methyl-Derivat
(LePo001 (98)) im Datensatz berticksichtigt. Ersteres wurde aufgrund der erhéhten sterischen
Hinderung schlecht bewertet, allerdings lassen sich die Beobachtungen beziiglich der Methyl-
bzw. Ethyl-Varianten nicht erklaren, da hier besonders das Ethyl-Derivat eine deutlich bessere
Freie Bindungsenthalpie aufwies. Allerdings wurden alle unpolaren Substitutionen aber er-
wartungsgeman schlechter bewertet als KuBra216 (68).

Wie bereits erwahnt, wurden Wasserstoffbriickenakzeptoren bzw. Wasserstoffbriickendono-
ren mit Ausnahme der 3-Cyano-Substitution (KuBra286 (89)) in den bisherigen Synthesen
nicht berticksichtigt. Interessanterweise zeigte diese Verbindung eine ahnliche Aktivitat wie
das 3-Chlor-Derivat (KuBra216 (68)). Es lasst die Annahme zu, dass polare Funktionalitaten
in diesem Bereich prinzipiell sehr gut toleriert werden kdnnen und zu vergleichbaren bzw.
héheren Aktivitdten gegentiber der PIGSK-3 fiihren konnen. Daher wurden im Datensatz
Carboxyl- (LePo041 (156)), Carbamoyl- (LeP0o039 (155)), Nitro- (LeP0o033 (157)), Amino-
(LePo015 (111)), Dimethylamino- (LePo036 (131)), Sulfanyl- LeP0024 (119)) und Hydroxyl-
Varianten (LePo018 (114)) in meta- und para-Position aufgenommen (siehe Abschnitt
5.5.2.3). Wurden diese Substituenten in 2-Position wenig toleriert, konnten fir die 3- und 4-
Position interessante Ergebnisse erhalten werden. In meta-Position wurden LePo041 (156),
LeP0o039 (155) und LePo033 (157) als aktiv bewertet, besonders fiir die ersten beiden konnten
deutlich bessere Freie Bindungsenthalpien im Vergleich zum KuBra216 (68) erhalten werden
(vgl. Abbildung 5.80.). Grund hierfur ist, dass diese Funktionalitaten weitere Wasserstoffbri-
ckenbindungen zur PfGSK-3 ausbilden kdnnen. Wie erwartet interagiert das Carboxylat im
LePo041 (156) uber eine Salzbriicke zum protonierten Stickstoffatom der Lys208-Seitenkette
(Abbildung 5.80.). Weiterhin ist eine Wasserstoffbriickenbindung zum Proton am Amid-
Stickstoffatom der Asn211-Seitenkette denkbar. Die beschriebenen Wechselwirkungen kon-
nen in dieser Form anhand der Distanzmessungen zwischen den beteiligten schweren Atomen

in der MD-Simulation wiedergefunden werden (vgl. Abbildung 5.80.).
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Die Salzbriicke zum Lys208 kann als stabil angesehen werden, die Wasserstoffbriickenbin-
dung zum Asn211 zeigt hingegen gréRere Fluktuationen. Die zusatzlichen Interaktionen fuh-
ren in der Konsequenz dazu, dass LePo041 (156) besser bewertet wird als das KuBra216 (68).
Ebenso l&sst sich eine vergleichbare Interaktion zwischen dem Carbonyl-Sauerstoffatom des
Amids in LePo039 (155) und dem Lys208 finden (vgl. Abbildung 5.81.). Zusatzlich treten in
der Dockingpose die benachbarten Seitenketten des Asp225 und Asp206 mit dem Amid-
Stickstoffatom Uber eine Wasserstoffbrickenbindung in Wechselwirkung. Die ausgehend von
der FLEXX-L6sung beschriebenen Interaktionen kénnen so auch wéhrend der MD-Simulation
anhand der dazugehdrigen Abstandsplots wiedergefunden werden und liefern so eine Erkla-
rung fir die im Vergleich zum KuBra216 (68) deutlich bessere Freie Bindungsenthalpie (vgl.
Abbildung 5.81.).
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Abbildung 5.81. Modus A-Pose des LeP0o039 (155) in pfgsk_1jlb. Die Distanzmessung oben rechts zeigt den
Abstandsverlauf zwischen dem Carboxylat-Sauerstoffatom des Asp225 und dem Amid-Stickstoffatom des Lig-
anden (ber die MD-Simulation. Unten rechts ist die Distanzmessung zwischen dem e-Stickstoffatom der
Lys208-Seitenkette und dem Carbonyl-Sauerstoffatom des Amidsubstituenten des LePo039 (155). Unten links
zeigt die Distanzmessung zwischen dem Carbonyl-Sauerstoffatom der GIn210-Seitenkette und dem Amid-
Stickstoffatom des Liganden tber die MD-Simulation.

186



5. Ergebnisse und Diskussion

Das Nitro-Derivat LePo033 (157) konnte ebenfalls als potentiell aktiv klassifiziert werden.
Anhand der Modus A-Ldsung aus dem FLExX-Docking lasst sich zum einen eine Interaktion
zum Asn211-Seitenketten-Amid-Proton und zum anderen wie beim Carbamoyl- 155 bzw.
Carboxyl-Analogon 156 eine Wasserstoffbriickenbindung zum Lys208 vermuten. Allerdings

sind die Abstande in der gezeigten Dockingldsung nicht optimal (vgl. Abbildung 5.82.).
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Abbildung 5.82. Modus A-Dockingpose des LePo033 (157) in pfgsk_1j1b. Die Distanzmessung rechts zeigt den
Abstandsverlauf zwischen dem e-Stickstoffatom der Lys208-Seitenkette und dem Nitro-Sauerstoffatom des Lig-
anden wéhrend der MD-Simulation. Links ist die Distanzmessung zwischen dem Amid-Stickstoffatom der
Ans211-Seitenkette und dem Nitro-Sauerstoffatom des Liganden wahrend der MD-Simulation.

In den dazugehorigen Abstandsplots der beteiligten schweren Atome zeigt sich wéhrend der
Molekuldynamiksimulation, dass diese Interaktionen im Vergleich zu den genannten Analoga
schwaécher ausfallen, so dass in der Konsequenz die Ligandpose weniger stabilisiert und somit
im MM/GBSA-Scoring schlechter bewertet wird. Grundsatzlich ist die Qualitat der Interakti-
onen der Nitro-Verbindung zu den jeweiligen Seitenketten des Lys208 bzw. Asn211 ver-
gleichbar zu den in Abschnitt 5.1. diskutierten Beobachtungen des Alsterpaullon (49) in der
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5. Ergebnisse und Diskussion

humanen Kristallstruktur 1Q3W. Vermutlich werden hier ebenfalls die Partialladungen der

Sauerstoffatome der Nitrogruppe einen Einfluss auf die genannten Wechselwirkungen haben

Zusétzlich lassen sich die dargestellten Ergebnisse auch hier anhand der Energiebeitréage zur
Freien Bindungsenthalpie der Interaktionen der Liganden zu den genannten Aminosduren
nachvollziehen, die in Tabelle 18 aufgefiihrt sind.

Tabelle 18.. Beitrag der Interaktion zwischen LeP0033 (157), LeP039 (155) bzw. LePo041 (156) und Backbone-

Carbonyl-Sauerstoffatom des GIn210 sowie den Seitenketten von Lys208 bzw. Asnll zur Freien Bindungsent-
halpie. Alle Energien sind in kcal-mol™ angegeben.

Verbindung Aminosaure AGygw AGgec AGgs  AGuonpolar  AGrotal
LeP0033 (157) Lys208 Seitenkette  -0.458  -0.619  -0.119 -0.001 -1.197
Backbone -0.047 0.066 -0.079 0.000 -0.059
Total -0.505 -0.553 -0.198 -0.001 -1.256
Asn211 Seitenkette  -0.835 0.331 -0.203 -0.001 -0.708
Backbone -0.535 -0.038 0.040 -0.001 -0.533
Total -1.370 0.293 -0.163 -0.002 -1.242
LeP0039 (155) Lys208 Seitenkette  -0.186  -5.5311 3.498 -0.002 -2.222
Backbone  -0.054  -0.068 0.042 0.000 -0.000
Total -0.241  -5.599 3.540 -0.002 -2.302
Asp206 Seitenkette  0.096 -2.462 -1.172 -0.001 3.540
Backbone -0.069 -0.206 0.087 -0.000 -0.189
Total 0.026 -2.668 -1.085 -0.001 -3.728
Asp225 Seitenkette  -1.047 0.456 -1.160 -0.003 -1.755
Backbone  -0.370  -0.340 0.412 -0.000 -0.297
Total -1.417 0.116 -0.748 -0.003 -2.052
LeP0041 (156) Lys208 Seitenkette  -0.359  -50.113 38.441  -0.002  -11.335
Backbone  -0.049 1.109 -1.123 0.000 -0.063
Total 0.311  -49.024 37.318 -0.002 -11.397
Asn211 Seitenkette  -0.643 -0.157 -1.183 -0.002 -1.985
Backbone -0.471 -0.522 0.544 0.000 -0.449
Total -1.114 -0.679 -0.639 -0.002 -2.435

Fur alle drei Liganden kann man einen erwarteten positiven Beitrag der zusatzlichen Wasser-
stoffbriickenbindung des jeweiligen Liganden und der Lys208-Seitenkette zur Gesamtenergie
wiederfinden, der abhdngig vom Substituenten variiert. Daher wird der polare Anteil der
Freien Bindungsenthalpie (AGeiec + AGgg) im Fall des LePo041 (156) aufgrund der Salzbri-
cken erwartungsgemaR mit -11.71 kcal-mol™ am stérksten bewertet, fiir LeP0039 (155) kann
ein Beitrag von -2.06 kcal'mol™ erhalten werden. Die Wechselwirkung des LeP0033 (157)

zum Lys208 kann anhand des Abstandsplots als schwach angesehen werden, so dass hier
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AGpolar mit -0.751 keal-mol™ entsprechend gering ausfallt. Der Anteil der Interaktionen zum

Backbone der Aminosdure kann hier vernachlassigt werden.

LeP0o033 (157) und LePo41 (156) lassen sich ebenfalls hinsichtlich ihrer Interaktion zur Sei-
tenkette des Asn211 vergleichen. Diese Wechselwirkung kann fur letztere anhand der zugeho-
rigen Distanzmessung der beteiligten schweren Atome als stabiler angesehen werden. Dies
zeigt sich ebenfalls besonders anhand der polaren Anteile zur Freien Gesamtenthalpie, AGvgw
kann als vergleichbar angesehen werden. Ausgehend von Formel (5.4) kann hier eine Diffe-
renz AAGpolar (Asn211) von -1.45 keal'mol™ zugunsten des LePo041 (156) erhalten werden.
Unter Berucksichtigung der Interaktion zum Lys208 lasst sich anhand dieser Energien die
deutlich bessere Bewertung der Carboxyl-Substitution im Vergleich zum 3-Nitro-benzoyl-
Derivat verstehen. Anhand der Interaktionsenergien zwischen LePo041 (156) bzw. LePo039
(155) und dem plasmodialen Enzym l&sst sich nachvollziehen, dass zwar die Differenz der
Freien Bindungsenthalpie-Beitrage zum Lys208 zwischen beiden Varianten -9.65 kcal-mol ™,
allerdings die Differenz der Freien Gesamtbindungsenthalpie nur ca. 3.50 kcal'mol™ betragt.
Grund hierfir sind die beiden zusétzlichen Wechselwirkungen zur Asp225 bzw. Asp206-
Seitenkette. Anhand der jeweiligen Abstandsplots der schweren Atome kann letztere als sehr
stabil erachtet werden, der Abstand zum Asp225 fluktuiert deutlich starker, so dass der deut-
lich geringer ausfallende polare Anteil der Interaktionsenergie zwischen Ligand und Amino-
séure nachvollzogen werden kann. Interessanterweise wird hier hingegen der Van-der-Waals-
Anteil bevorzugt bewertet. Dabei ordnet sich die Carboxyl-Seitenkette so an, dass in Analogie
zu Ergebnissen von PHILIP et al. ein Anion-n-stacking zum Aromaten denkbar ware, welches
die Autoren fur Phenylalanin und Glutamat bzw. Aspartat in Proteinen dokumentieren konn-
ten [290]. Beglnstigt wird dies durch die —M-Effekte des Amid-Substituenten sowie der De-
lokalisierung Uber den benzoylischen Carbonyl-Sauerstoffatom zum Thieno[2,3-b]pyridin-
Grundkorper. In der Konsequenz kompensieren die Interaktionen zu beiden Aspartaten im
LePo039-Protein-Komplex (155) teilweise die schwachere Interaktion des Amid-
Sauerstoffatoms zum Lys208. Daher kénnten Verbindung 155, 156 und 157 durch ihre zu-
sétzlichen Interaktionen zum Protein aktiver als KuBra216 (68) sein.

Kleinere polare Funktionalitdten wie Amin (LePo015 (111)), Alkohol (LeP0o018 (114)) und
Sulfanyl (LeP0024 (119)) wurden ebenfalls in meta-Position berlicksichtigt, da vergleichbar
zur ortho-Variante hier ebenfalls eine Interaktion zum Backbone-Carbonyl-Sauerstoffatom
des GIn210 denkbar ware. Allerdings konnten diese in den erzeugten FLEXX-LOsungen nicht

gefunden werden. Entsprechende Distanzmessungen wéhrend der Molekildynamiken zeigten
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5. Ergebnisse und Diskussion

lediglich fir die Verbindung 111 eine stabile Interaktion, fur 114 trat diese nur kurzzeitig auf,
im Falle des Sulfanyls 119 gar nicht (vgl. Abbildung 5.83). Basierend auf diesen Ergebnissen
kann die deutlich schlechtere Freie Bindungsenthalpie erklart werden. Die relativ gute Bewer-
tung des Dimethylamin-Derivats 131 ist nicht nachvollziehbar, da aufgrund der Methylgrup-

pen die Eigenschaft als Wasserstoffbriickendonor verloren geht.
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Abbildung 5.83. Distanzmessungen zwischen dem Backbone-Sauerstoffatom des GIn210 sowie den jeweils in-
teragierenden schweren Atome der meta-Benzoyl-Substituenten des LePo015 (111, schwarz), LePo018 (114,
rot) und LePo024 (119, griin) wahrend der MD-Simulation.

Basierend auf den Distanzmessungen der Liganden zum GIn210 lasst sich der Trend Amin >
Hydroxyl > Sulfanyl beobachten. Dieser wird lediglich anhand der elektrostatischen Kompo-
nente der Interaktion zum Backbone des GIn210 unterstitzt (vgl. Tabelle 19). .

Tabelle 19. Beitrag der Interaktion zwischen LePo015 (111), LeP0o018 (114) bzw. LeP0024 (119) und Backbo-

ne-Carbonyl-Sauerstoffatom des GIn210 zur Freien Bindungsenthalpie. Alle Energien sind in kecal'mol™ angege-
ben.

Verbindung Aminosaure AGyogw  AGeee AGos  AGnonpolar  AGrotal
LePo018 (114) GIn210 Seitenkette  -0.831  0.251  -0.615 -0.002 -1.196
Backbone  -0.616 -0.540 0.171 -0.001 -0.985

Total -1.446  -0.289  -0.443 -0.003 -2.181

LePo015 (111) GIn210 Seitenkette  -1.106  -0.762  -0.124 -0.003 -1.995
Backbone -0.425 -1.442  0.567 -0.001 -1.302

Total -1.531  -2.204 0.442 -0.003 -3.296

LePo024 (119) GIn210 Seitenkette  -0.804 -3.795  2.644 -0.002 -1.958
Backbone -0.274 0994  -1.509 0.000 -0.789

Total -1.079  -2.801 1.135 -0.002 -2.747
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Der deutliche Gewinn durch eine Interaktion zur Seitenkette des GIn210 ist nicht nachvoll-
ziehbar, da z. B. eine Wasserstoffbriickenbindung anhand der Abstandsplots nicht wahr-
scheinlich erscheint

Variationen in der para-Position

Weiterhin sollten Substitutionen in para-Position untersucht werden, da anhand der bisheri-
gen Synthesen bzw. biologischen Testungen keine klaren Struktur-Aktivitats-Beziehungen flr
diesen Bereich gefunden werden konnten. Grundsatzlich zeigten die para-substituierten Deri-
vate allerdings eine geringere Aktivitét als die analogen meta-Varianten bzw. waren génzlich
inaktiv. Zusatzlich fuhrte die Addition eines weiteren Restes in para-Position zum 3-Benzoyl-
Derivat (z. B. 3,4-Dichlor in KuBra221 (69) bzw. 223) zu einer Verminderung der biologi-
schen Aktivitat. In Analogie dazu wurden die 3,4- Dibrom- (LeP0010, (107)) und 3,4-Diiod-
benzoyl-Derivate (LeP0o006, (103)) in silico generiert und bewertet. Dabei konnte der anhand
der Dichlor-Verbindungen 69 gewonnene Trend bestétigt werden, da hier keine Modus A-
Dockinglosungen von FLEXX erzeugt werden konnten und diese Substanzen mutmaRlich in-
aktiv sein sollten. Hingegen wurden die 4-Chlor- (LeP0009, (106)) und 4-Brom-Verbindung
(LeP0013, (109)) als aktiv bewertet. Die Beitrdge zur Freien Bindungsenthalpien der Amino-
séuren in diesem Bereich lassen dartiber hinaus keine stérkeren Interaktionen erkennen. Die
jeweiligen Wechselwirkungen des Halogens zur Lys208-Seitenketten-Stickstoffatom basieren
auf der negativen Partialladung des Halogens. Fir die Dockinglésung des 4-lod-Derivats 104

konnte keine stabile Trajektorie erhalten werden.

Weiterhin sind auch in diesem Bereich polare Interaktionen interessant, da die Seitenkette des
Lys208 in Analogie zu den jeweiligen meta-Substituenten ebenfalls adressiert werden kann.
Hierbei konnten ausgehend von ihrer Freien Bindungsenthalpie die 4-Nitro- (LePo034,
(129)), 4-Sulfanyl- (LeP0025, (120)), 4-Amino- (LePo016, (112)) und 4-Carbamoyl-Variante
(LeP0o040, (134)) als potentiell aktiv vorausgesagt werden, wobei lediglich fiir erstere eine
deutliche Verbesserung im Vergleich zum KuBra216 (68) erhalten werden konnte.
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Abbildung 5.84. Modus A-Pose des LeP0034 (129) in pfgsk_1jlb. Die Distanzmessung rechts zeigt den Ab-
standsverlauf zwischen dem e-Stickstoffatom der Lys208-Seitenkette und den Sauerstoffatomen der Nitrogruppe

des Liganden Uber die MD-Simulation.

Die dazugehorige Dockingldsung weist dabei abermals eine zusétzliche Wasserstoffbriicken-
bindung zum Stickstoffatom der Lys208-Seitenkette auf (vgl. Abbildung 5.84.). Wurde der

amidische Substituent in meta-Position noch deutlich besser als die Referenz KuBra216 (68)

bewertet, so fallt die Freie Bindungsenthalpie hier deutlich schwécher aus. Dies lasst sich da-

mit erkldren, dass die Protonen des Amid-Stickstoffatoms anders als in meta-Stellung hier

nicht durch weitere Wasserstoffbriickenbindungen adressiert werden kénnen (vgl. Abbildung

5.85.).
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Abbildung 5.85. Modus A-Pose des LeP0040 (134) in pfgsk_1jlb. Die Distanzmessung rechts zeigt den Ab-
standsverlauf zwischen dem e-Stickstoffatom der Lys208-Seitenkette und dem Amid-Sauerstoffatom des Ligan-

den Uber die MD-Simulation.
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Abbildung 5.86. Modus A-Pose des LePo016 (112) in pfgsk_1jlb. Die Distanzmessung rechts zeigt den Ab-
standsverlauf zwischen dem e-Stickstoffatom der Lys208-Seitenkette und dem Amin-Stickstoffatom des Ligan-
den Uber die MD-Simulation.

Hingegen werden kleinere polare Funktionalitdten hier im Vergleich zu den meta-Varianten in
para-Position besser bewertet. Diese Beobachtung ist z. B. fiir die Amino-Variante LePo016
(112) widersprichlich, da dieses mit der benachbarten Lys208-Seitenkette aufgrund der sehr
schwachen Wasserstoffbriickenakzeptor-Eigenschaft nicht in Wechselwirkung tritt. Daher
kann fir Verbindung 112 zumeist ein Abstand von 3.5 A oder gréBer zum e-Lysin-
Stickstoffatom beobachtet werden. Ebenso wird die Wechselwirkung zum Stickstoffatom der

Lys208-Seitenkette eher negativ bewertet, wie sich anhand der in Tabelle 20 gezeigten

Tabelle 20. Beitrag der Interaktion zwischen LeP0034 (129), LeP0025 (120), LePo016 (112) bzw. LeP0o040
(134) und dem Lys208 zur Freien Bindungsenthalpie. Alle Energien sind in kcal-mol™ angegeben.

Verbindung Aminosaure AGvaw  AGeec AGgg AGponpolar  AGrotal
LePo034 (129)  Lys208 Seitenkette  -0.709  -3.647 2.126 -0.001 -2.232
Backbone -0.066  0.071 -0.074  -0.001 -0.069
Total -0.775  -3.576 2.052 -0.002 -2.301
LeP0025 (120)  Lys208 Seitenkette  -0.127  -21.546 20.626  0.000 -1.047
Backhone -0.023  0.636 -0.651  0.000 -0.039
Total -0.150  -20.911  19.974  0.000 -1.086
LePo016 (112)  Lys208 Seitenkette  -0.372  4.804 -3.724  -0.001 0.707
Backhone -0.045  -0.193 0.155 0.000 -0.083
Total -0.417  4.611 -3.569  -0.001 0.624
LePo040 (134)  Lys208 Seitenkette  -0.455  -4.084 1.759 -0.002 -2.782
Backbone -0.046  0.040 -0.082  0.000 -0.088
Total -0.501  -4.044 1.677 -0.002 -2.870
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Beitrége der Interaktion zum Lys208 zur Freien Bindungsenthalpie nachvollziehen l&sst. Auf
der anderen Seite scheint das Sulfanyl-Derivat LeP0o025 (120) hinsichtlich seiner Freien Bin-
dungsenthalpie unterbewertet.
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Abbildung 5.87. Modus A-Pose des LeP0025 (120) in pfgsk_1jlb. Die Distanzmessung rechts zeigt den Ab-
standsverlauf zwischen dem e¢-Stickstoffatom der Lys208-Seitenkette und dem Sulfanyl-Schwefelatom des Lig-
anden Uber die MD-Simulation.

So kann die Wasserstoffbriickenbindung des Schwefels zur Seitenkette des Lys208 erst ab
Snapshot 424 beobachtet werden. Nutzt man nun den Bereich von Snapshot 424 bis 500 fur
die Berechnung der Freien Bindungsenthalpie, wird ein Wert von -35.14 kcal-mol™ erreicht
(zum Vergleich: iiber 500 Snapshots -30.73 kcal-mol™). Entsprechend erhéht sich der Beitrag
der Freien Bindungsenthalpie der Interaktion zum Lys208 zur Freien Gesamtenthalpie von ca.
-1.1 keal'mol™ auf -4.7 kcal-mol™.

Tabelle 21. Beitrag der Interaktion zwischen LeP0025 (120) und dem Lys208 zur Freien Bindungsenthalpie
zwischen Snapshot 424 und 500. Alle Energien sind in kcal-mol ‘angegeben.

Verbindung Aminosaure AGyagw  AGeec AGgp AGronpolar ~ AGrotal
LePo025 (120)  Lys208 Seitenkette  -0.253 -33.816  29.519 -0.001 -4.552
Backbone -0.046 0.905 -0.966 0.000 -0.107
Total -0.300 -32.911 28.553  -0.001 -4.659

Ebenso wird der para-substituierte Alkohol besser bewertet als die dazugehorige meta- bzw.
ortho-Variation. Interessanterweise werden das 3,4-Dihydroxyl- und das 2,3,4-Trihydroxyl-
Derivat 116 und 117 fast dazu identisch bewertet. Dies lasst sich anhand der in Tabelle 22 zu-
sammengefassten Hydroxyl-Derivate und den Beitrdgen der Interaktionen zur Freien Bin-
dungsenthalpie sowie der Distanzmessungen der jeweiligen interagierenden schweren Atome

in Abbildung 5.88. nachvollziehen.
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Tabelle 22. Beitrag der Interaktion zwischen LeP0o017 (113), LePo018 (114). LePo019 (115), LePo020 (116)
bzw. LeP0021 (117) und Backbone-Carbonyl-Sauerstoffatom des GIn210 sowie den Seitenketten von Lys208
bzw. Asnl1 zur Freien Bindungsenthalpie. Alle Energien sind in kcal-mol “angegeben

Verbindung Aminosaure AGygw AGgee AGgp AGonpolar ~ AGotal
LeP0017 (113) GIn210 Seitenkette  -0.681 -0.004 -0.056 -0.001 -0.742
Backbone -0.331  -1.523 1.006  -0.001 -0.849

Total -1.012  -1527 0950  -0.002 -1.591

LeP0018 (114)  GIn210 Seitenkette  -0.831  0.251  -0.615  -0.002 -1.196
Backbone -0.616  -0.540 0.171  -0.001 -0.985

Total -1.446 -0.289  -0.443 -0.003 -2.181

Asn211 Seitenkette  0.203 -0.313 0.241 0.000 -0.276

Backbone -0.279 0.116 -0.150  0.000 -0.314

Total -0.482 -0.197  0.090 0.000 -0.589

LePo019 (115)  Lys208 Seitenkette  -0.349 1.763 -3.084 -0.001 -1.671
Backbone -0.040 -0.048 0.043  0.000 -0.046

Total -0.390 1.715 -3.041  -0.001 -1.717

LeP0020 (116)  Lys208 Seitenkette  -0.355  3.615 -5.004  -0.001 -1.744
Backbone -0.052  -0.063 0.045  0.000 -0.070

Total -0.407 3.552 -4.952  -0.001 -1.815

GIn210 Seitenkette  -0.355 3.615 -5.004 -0.001 -1.744

Backbone -0.052 -0.063  0.045 0.000 -0.070

Total -2.021 -0.423  -0.619 -0.004 -3.066

Asn211 Seitenkette  -0.600  -2.137  1.027 -0.002 -1.712

Backbone -0.502 0.066  -0.143  0.000 -0.579

Total -1.102 -2.071  0.884 -0.002 -2.290

LeP0021 (117)  Lys208 Seitenkette  -0.347  3.797 -5.869  -0.001 -2.420
Backbone -0.064  -0.152 0.149  0.000 -0.066

Total -0.411 3.646 -5.720  -0.001 -2.486

GIn210 Seitenkette  -1.024  -0.113  0.083 -0.002 -1.055

Backbone -0.669 -1.777  0.468 -0.001 -1.979

Total -1.693  -1.890 0.552  -0.003 -3.034

Asn211 Seitenkette  -0.680  -2.559 1435  -0.002 -1.806

Backbone -0.664 0.293  -0.429 -0.001 -0.801

Total -1.344  -2.266 1.006  -0.003 -2.606

Scheinbar bewirkt die Einfihrung des Alkohols in para-Position in LeP0o018 (114) hin zum
LeP0020 (117) eine deutliche Verbesserung der Wechselwirkung des meta-Hydroxyls zum
Carbonyl-Sauerstoffatom der Asn211-Seitenkette. Aufgrund der im Vergleich zum KuBra216
(68) deutlich schlechteren Freien Bindungsenthalpie bleiben alle (berlegten Hydroxyl-
Derivate fur die Synthese und biologische Testung uninteressant. Aus synthetischer Sicht
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spielt weiterhin die Oxidationslabilitat dieser Catechol-ahnlichen Derivate im basischen Me-

dium fir diese Einschétzung eine Rolle (vgl. hierzu 5.6.3.).
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Abbildung 5.88. A) Modus A-Pose des LePo018 (114) in pfgsk_1j1b. Die Distanzmessung daneben zeigt den
Abstandsverlauf zwischen dem Amid-Stickstoffatom der Asn211-Seitenkette sowie dem Backbone-Carbonyl-
Sauerstoffatom und dem Hydroxyl-Sauerstoffatom des Liganden tber die MD-Simulation. B) Modus A-Pose des
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LePo020 (117) in pfgsk_1jlb. Die Distanzmessung daneben zeigt den Abstandsverlauf zwischen dem Amid-
Stickstoffatom der Asn211-Seitenkette, dem -Stickstoffatom der Lys208-Seitenkette sowie dem Backbone-
Carbonyl-Sauerstoffatom und den Hydroxyl-Sauerstoffatomen des Liganden lber die MD-Simulation. C) Modus
A-Pose des LePo019 (116) in pfgsk_1jlb. Die Distanzmessung daneben zeigt den Abstandsverlauf zwischen
dem &-Stickstoffatom der Lys208-Seitenkette und dem Hydroxyl-Sauerstoffatom des Liganden tber die MD-
Simulation

5.5.2.3. Insilico Struktur-Aktivitats-Beziehungen

Anhand der in diesem Kapitel fur diesen Bereich dargestellten Ergebnisse lassen sich neue in
silico Struktur-Aktivitats-Beziehungen postulieren, welche in Abbildung 5.89. zusammenge-

fasst sind.

- Kleinere polare Gruppen (Amin, Alkohol) toleriert
- Andere Funktionalitaten inaktiv

- Polare Funktionalitaten toleriert
- Nitro, Carbamoyl, Amin und Sulfanyl
vielversprechend

- Halogenreihe Cl > Br > |

- Methyl/Ethyl bzw. Methoxy/Ethoxy wenig toleriert
- GroRere Polare Reste sehr gut bewertet

- Amin ebenfalls interessant

Abbildung 5.89. Ubersicht der anhand der MD-Simulationen und Berechnungen der Freien Bindungsenthalpien
erweiterten Struktur-Aktivitéts-Beziehungen der ortho-, meta und para-Benzoyl-Substitutionen.

In meta-Position gelangen die vielversprechendsten Erweiterungen der Struktur-Aktivitats-
Beziehungen. Der Trend der Halogenreihe (Cl > Br > |) hinsichtlich ihrer Aktivitat konnte
anhand der berechneten Freien Bindungsenthalpie grundsétzlich angedeutet werden. Dies
scheint vor allem sterischen Griinde zu haben, da groRere unpolare Substituenten ebenfalls
weniger toleriert werden. Wasserstoffbriickenakzeptoren bzw. -donoren werden in diesem Be-
reich sehr gut toleriert. So fuhren Carboxyl-, Amid- und Nitro-Substituenten neue Wasser-
stoffbriickenbindungen zum Stickstoffatom der Lys208-Seitenkette in der PfGSK-3 ein, die
fiir die beiden erstgenannten im Vergleich zum KuBra216 (68) zu einer deutlichen Verbesse-
rung der Freien Bindungsenthalpie fiihren und demnach eine hoéhere biologische Aktivitét er-
warten lassen (vgl. Tabelle 16). Hingegen werden mit Ausnahme eines Amino-Substituenten,
welcher mit dem Backbone-Carbonyl-Sauerstoffatom des GIn210 in Wechselwirkung tritt,
kleinere Reste aufgrund der schwacheren Interaktion als potentiell inaktiv bewertet. Aller-
dings ist die berechnete Freie Bindungsenthalpie vergleichbar zum KuBra216 (68). Dieses

kann ebenso vom Amin in ortho-Position adressiert werden. Daneben wird zwar prinzipiell
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5. Ergebnisse und Diskussion

ein Alkohol in diesem Bereich toleriert, anhand der Freien Bindungsenthalpie als inaktiv ein-
gestuft. Weitere Substituenten in ortho-Position ergaben wahrend des Dockingprozesses keine
Losungen mit einer Ausrichtung des Substituenten zum Bindetaschenboden, so dass diese
Beobachtungen die biologischen Daten hinsichtlich der Inaktivitat der 2-Chlor-Derivate un-

termauern.

Fur die para-Position kann weiterhin keine einheitliche Aussage getroffen werden. Grund-
satzlich kann fur die Halogene der Trend bestatigt werden, dass die Addition eines Substi-
tuenten in 4-Position die Aktivitat herabsetzt, da flr die 3,4-Dibrom- bzw. 3,4-Diiod-Derivate
keine Modus A-Posen im FLExX-Docking erhalten werden konnten. Funktionalitaten mit
Wasserstoffbriickendonor- bzw. —akzeptor-Eigenschaft wie z. B. die 4-Nitro, 4-Amid- und 4-
Sulfanyl-Verbindungen fiihren zu potentiell aktiven Substanzen, werden allerdings bis auf
erstere schlechter bewertet als KuBra216 (68).

Aufgrund der oben beschriebenen Ergebnisse wurden nachfolgend das 3-Carboxy und das 3-
Carbamoyl-Derivat 155 und 156 zur Synthese ausgewéhlt, da diese Verbindungen im Ver-
gleich zur bisher aktivsten Klasse 1b-Verbindung KuBra216 (68) im MM/GBSA-Scoring
deutlich besser abschnitten und somit potentiell sehr aktive Inhibitoren der PfGSK-3 sein
kénnen. Zum Vergleich zu diesen Verbindungen sollte ebenfalls die 3-Nitro-Variante 157
synthetisiert werden, fir welche eine zum KuBra216 (68) fast identische Freie Bindungsent-

halpie erhalten werden konnte.
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5.6. Synthesen der Thieno[2,3-b]pyridine

Die Synthese der im vorhergehenden Abschnitt 5.5. ausgewahlten Thieno[2,3-b]pyridine 155,
156 und 157 sollte analog zu Arbeiten von FUGEL [168] und KRUGGEL [169] wie Schema 1 in
gezeigt erfolgen.

Q H
H,N_ _N._ _S.- H,N_ _N__S
N 7
® P 9
—>| Nc CN —> NcC CN 4 Br
cl R cl

R

155 R = CONH, - 150' R=CONH, 147 150 R = CONH,

156 R = COOH 152" R = COOH 152 R = COOH

157 R = NO, 154' R = NO, 154 R = NO,

Schema 1. Retrosynthese der Thieno[2,3-b]pyridine.

Den zentralen Schritt stellt eine THORPE-ZIEGLER-Cyclisierung des erhaltenen Intermediats
150¢(bzw. 152¢ oder 154¢) dar [291-292]. Dieses kann in situ in einer Alkylierungsreaktion
aus dem Thioxopyridin 147 und dem a-Halogen-acetophenon-Derivat 150 (bzw. 152 oder
154) generiert werden. Die Verbindungen 150 und 152 sollen (iber Hydrolyse und anschlie-
Render a-Bromierung von 3-Acetylbenzonitril 148 startend dargestellt werden. Das Nitro-

Derivat 154 ist hingegen kommerziell erhéltlich.

5.6.1. Darstellung des Thioxopyridin 147

SHARANIN et al. beschrieben die bereits kurz erwahnte Eintopf-Synthese von Thioxopyridinen
ausgehend von einem Aldehyd, Cyanothioacetamid 138 und Malonodinitril 139 in Ethanol
unter Zusatz von N-Methylmorpholin und anschlieBender Behandlung mit Sdure. ZHUANG et
al. [293] postulierten einen moglichen Reaktionsmechanismus, welcher in Schema 2 gezeigt
ist. Im ersten Schritt kommt es Uber KNOEVENAGEL-Kondensation des Aldehyds mit Ma-
lonodinitril 139 bzw. 2-Cyanothioacetamid 138 zu den Aryliden-Derivaten 140 und 142. Die-
se Zwischenprodukte konnen wiederum durch eine MICHAEL-Addition von 2-
Cyanothioacetamid bzw. Malonodinitril mit anschlieBender Cyclisierung zum Pipyridin 144
reagieren, welches nach Oxidation und S&urezugabe das Thioxopyridin 147 ergibt.
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5. Ergebnisse und Diskussion

[ KnoevenageLKondensaﬁon] [hMchaeLAddMOn]

S

NCQ&NHz ol

x> CN
-H,0 Cl
H2N S NC CN
G 140
(N
HN” N s
cl 139 | +BH_ H
-B° 142

H™ ~O CN
137
\i, NCo ’/\LCN |

-H,0 ¢
H,NT S cl
(NN_*> NC CN

141 138 |
HoN N S
H

0 H

[: :] N 143
oder
v
|
-BH|+B

Cl - Cl
&L en - o Lo
| )

H,N" NS H,N N S H,N" N s”
H H

147 146 Nc CN NC. _CN 144

Cl Cl
145 141

Schema 2. Reaktionsmechanismus der Thioxopyridin-Darstellung nach ZHUANG et al. [293].

Entsprechend der Durchfiihrung von FUGEL wurden die drei bereits erwahnten Komponenten
137, 138, 139 sowie katalytische Mengen Piperidin in Ethanol drei Stunden zum Sieden er-
hitzt. Nach Entfernen des Ldésemittels in vacuo konnte das Produkt nach Behandlung mit

Wasser und Essigsaure durch Zugabe von Dichlormethan gefallt werden (Schema 3).
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5. Ergebnisse und Diskussion

H
EtOH H,N.__N__S
CN kat. Piperidin |
reflux, 3h
NC\)J\ . ~ NCTYTeN
NH2 H O 50 % Cl
138 139 137
147

Schema 3. Synthese des Thioxopyridin 147.

Die moderate Ausbeute von 50 % lasst sich anhand des Oxidationsschrittes des intermediar
gebildeten Diyhydropyridins zu dem Pyridinthiolat erklaren (vgl. Schema 2). So postulierten
EvDOKINOV et al. [294-295] und ZHu et al. [296] zur Oxidation von Dihydropyridinen durch
Benzylidenmalonodinitril, dass diese durch das KNOEVENAGEL-Zwischenprodukt 141 mittels
basenkataylisierten Hydrid-Transfer und anschlieBendem Protonen-Transfer erfolgt. Das so-
mit entstandene 2-Chlorbenzylmalonodinitril 145 steht dadurch nicht mehr fir die MICHAEL-

Addition zum Thioxopyridin zur Verfugung.

5.6.2. Darstellung der substituierten a-Phenacylbromide 150 und 152

Die eingesetzten substituierten a-Phenacylbromide 150 und 152 wurden ausgehend aus 3-
Acetylbenzonitril ber zwei Stufen zur 3-(2-Bromacetyl)-benzamid 150 bzw. 3-(2-
Bromacetyl)-benzoesaure umgesetzt. Die Hydrolyse des Nitrils 148 zum Benzamid 149 ge-
lang nach einer Vorschrift von WATSON et al. [297] Uber Wasserstoffperoxid im basischen
Medium und das Produkt konnte in guten Ausbeuten isoliert werden. AnschlieBend erfolgte
die a-Bromierung des 3-Acetylbenzamids 149 Gber Brom in Essigsdure. Nach Kristallisation

aus Acetonitril konnte 3-(2-Bromacetyl)-benzamid 150 in 47 % erhalten werden.

Br
1. EtOH, NaOH o
(@] 2. H202/H20 ACOH Br2

50°C. 75 min 60°C, 3h

0]
86 % 47 %

CN NH,

148 149 150

Schema 4. Synthese des 3-(2-Bromacetyl)-benzamid 150.

Die Umsetzung des Nitrils 148 zur 3-Acetylbenzoesaure 151 wurde nach einer VVorschrift von
FLECK [298] in waéssriger Salzsdure durchgefuhrt. Allerdings konnte zundchst kein Umsatz
beobachtet werden. Variation der Anzahl der Aquivalente sowie Reaktionszeit und Tempera-
tur fuhrten lediglich zum dibromierten Produkt 153 (vgl. Schema 5). In einer Bromierungsre-
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5. Ergebnisse und Diskussion

aktion nach KING et al. [299] tber Kupfer(I1)-bromid in einem Gemisch aus Essigsaureethyl-
ester und Chloroform konnte 3-(2-Bromacetyl)-benzoeséure 152 als Rohprodukt erhalten
werden. Daneben konnte ebenfalls das dibromierte Produkt 153 NMR-spektroskopisch nach-
gewiesen werden, welches von Verbindung 152 nicht saulenchromatografisch getrennt wer-
den konnte. Daher wurde das erhaltene Gemisch ohne weitere Aufreinigung in der nachfol-

genden Synthese eingesetzt.

. Br Br
o 0] 2.7 Aq. CuBr, o o
HCI/H,0O (8:1) EtOAC/CHCI; (2:1) Br
reflux, 18h reflux, 4h
—_— —_— +
CN 87 % COOH
COOH COOH
148 151 152 153
85 % 15 %

Schema 5. Synthese des 3-(2-Bromacetyl)-benzoesédure 152.

5.6.3. Darstellung der Thieno[2,3-b]pyridine 155, 156 und 157

Die dargestellten a-Brom-acetophenon-Derivate 150 und 152 sowie das kommerziell erwor-
bene 2-Brom-3’-nitro-acetophenon 154 wurden mit dem Thioxopyridin 147 unter basischen
Bedingungen nach FUGEL zu den Thieno[2,3-b]pyridinen 155, 156 und 157 umgesetzt. Im
ersten Schritt kommt es zu einer nucleophilen Substitution des Thioketon-Schwefelatoms am
a-Kohlenstoffatom des jeweiligen a-Brom-acetophenon-Derivats unter Ausbildung des sub-
stituierten Thioethers und Re-Aromatisierung des Pyridin-Rings. Diese Zwischenstufen wur-
den nicht isoliert, sondern durch Zugabe eines weiteren Aquivalents Kaliumhydroxid in einer

THORPE-ZIEGLER Reaktion cyclisiert [291-292].

H
H.N. _N__S Br DMF H,N__N o
2 | o 2 Ag. KOH 2 S S
_ RT, 4h _

/
NC CN + _ NC
cl cl NH2
. G
147 150 R = CONH, 155 R = CONH; 22 %
152 R = COCOH 156 R=COOH 22 %

\

Schema 6. Synthese der Thieno[2,3-b]pyridine 155 und 156.

Dabei wird aufgrund der elektronenziehenden Effekte der benachbarten Schwefel- bzw. Car-
bonylfunktionalitaten ein Proton am a-Kohlenstoffatom abstrahiert. AnschlieBend kommt es

zum nucleophilen Angriff des generierten Carbanions bzw. Enolats auf das Kohlenstoffatom
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5. Ergebnisse und Diskussion

des Nitrils unter Ausbildung des Imins, welches zum Enamin tautomerisiert. Die Ausbildung
des aromatischen Thieno[2,3-b]pyridins ist dabei die Triebkraft der Reaktion [291].

Die gewtinschten Thieno[2,3-b]pyridine 155 und 156 konnten nach Kristallisation aus Ethanol
in jeweils 22 % Ausbeute erhalten werden (vgl. Schema 6). Fur die Reaktion des 2-Brom-3'-
nitro-acetophenon 154 mit Thioxopyridin 147 konnte das Thieno[2,3-b]pyridin-Derivat mit
dem Nitro-Substituenten 157 nicht isoliert werden. Die geringe Loslichkeit des gebildeten
Rohprodukts in einer Vielzahl organischer Losungsmittel erschwerte die eindeutige Identifi-
zierung der gebildeten Verbindung mittels NMR-Spektroskopie und Massenspektrometrie.
Besonders die geringe Loslichkeit in Dimethylsulfoxid und Wasser kénnte zudem ein Prob-
lem fur die nachfolgenden biologischen Testungen darstellen, so dass von weiteren Synthese-

versuchen der Verbindung 157 abgesehen wurde.

156

Schema 7. Strukturen der synthetisierten Thieno[2,3-b]pyridine 155 und 156.

Unter Verwendung analytischer HPLC-Methoden konnten fiir die synthetisierten Verbindun-
gen 155 und 156 Reinheiten von 98 % bestimmt werden. Im Weiteren sollen diese Derivate in
einem Kinase-Assay in Bezug auf ihre Aktivitdt und Selektivitdt gegenuber der PfGSK-3
bzw. HsGSK-3p getestet werden.
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6. Zusammenfassung

Die zentrale Aufgabenstellung der vorliegenden Dissertation bildete das struktur-basierte De-
sign neuer Thieno[2,3-b]pyridine als aktive und selektive Inhibitoren der Glykogen Synthase
Kinase-3 von Plasmodium falciparum (PfGSK-3). Ein methodischer Schwerpunkt lag auf der
Durchfiihrung von MD-Simulationen und der Berechnung der Freien Bindungsenthalpie mit-
tels MM/GBSA- bzw. MM/PBSA-Methode.

Im ersten Teil der Arbeit wurde anhand von zwolf literaturbekannten humanen GSK-34-
Protein-Ligand-Komplexen (HsGSK-34) mit diskreten biologischen Daten (ICso-Werten) ein
MD/MM/G(P)BSA-Arbeitsablauf zur Bestimmung von Freien Bindungsenthalpien entwickelt
und optimiert. Dazu wurden 2 ns MD-Simulationen durchgefiihrt und unter Verwendung von
MM/GBSA- und MM/PBSA-Berechnungen anschlieBend die Freien Bindungsenthalpien der
kokristallisierten Liganden berechnet und mit ihren plCso-Werten korreliert. Die Qualitat und
Vergleichbarkeit der biologischen Daten ist fiir die korrekte VVorhersage entscheidend. Wur-
den lediglich Affinitaten beriicksichtigt, die bei gleicher ATP-Konzentration gemessen wur-
den, verbesserten sich die zun4chst erhaltenen Korrelationen von RA(MM/GBSA) = 0.385 und
R?%(MM/PBSA) = 0.079 auf R? (MM/GBSA) = 0.670 bzw. R? (MM/PBSA) = 0.407. Weiter-
gehende Optimierung beziiglich der Simulationslange, des Simulationsintervalls sowie der
Schrittweite der berlcksichtigten Snapshots flr die Energieberechnungen verbesserten das
BestimmtheitsmaR zusétzlich (R? (MM/GBSA) = 0.727 und R? (MM/PBSA) = 0.559). Varia-
tion der Dielektrizitatskonstante sowie des Ladungsmodells brachten hingegen keine Verbes-
serung. Als optimale Bedingungen konnten 1 ns MD-Simulationen mit 500 generierten

Snapshots herausgearbeitet werden.

Nachfolgend wurde der optimierte Arbeitsablauf auf von KRUGGEL durch Dockingexperimen-
te erzeugte Protein-Ligand-Komplexe von 16 Thieno[2,3-b]pyridinen im Homologiemodell
der plasmodialen GSK-3 angewendet. Dabei konnte fir alle Substanzklassen der Thieno[2,3-
b]pyridine der Modus A als gemeinsamer Bindungsmodus - und damit ein entscheidendes
Resultat der Arbeit von KRUGGEL - bestétigt werden. Weitere, vorher in Frage kommende
Bindungsmodi, konnten ausgeschlossen werden. Die Gegeniiberstellung von berechneter
Freier Bindungsenthalpie und experimentell bestimmten plCso-Werten ermdglichte die Diffe-
renzierung zwischen aktiven und schwachen aktiven Inhibitoren. Als Schwellenwert konnte
eine MM/GBSA-Energie von-30 keal-mol ™ definiert werden.
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6. Zusammenfassung

Aufgrund der anfanglichen geringen GroRe des Datensatzes und der Verteilung der biologi-
schen Daten wurde dieser auf 35 Verbindungen erweitert. Dabei konnte im Weiteren ein Be-
stimmtheitsmaR der Korrelation von R? = 0.484 erhalten werden. Zusétzlich konnte eine bes-
sere Differenzierung zwischen aktiven und mittelmaRig sowie schwach aktiven Substanzen
erreicht werden. Bei getrennter Betrachtung der einzelnen Ligand-Untergruppen (1a, 1b und
2) ist eine Priorisierung innerhalb der Gruppe maglich, so dass sich fiir die Klasse 1b und 2
gute Korrelationen ergaben (R*(Klasse 1b) = 0.651 und R*(Klasse 2) = 0.768).

Diese Ergebnisse zeigen deutlich, dass kleine Unterschiede in der chemischen Struktur einen
Einfluss auf die Qualitat der Moleklldynamiksimulationen und daraus folgend fir die Freie
Bindungsenthalpie und letztendlich fur die Bewertung der Liganden hinsichtlich ihrer biologi-

schen Aktivitat haben kdnnen.

Der Arbeitsablauf wurde anschlieRend genutzt, um in silico erzeugte Vorschlage fiir neue ak-
tive und selektive Derivate der Klasse 1b beziiglich ihrer potentiellen inhibitorischen Aktivitat
zu bewerten. Der Schwerpunkt wurde dabei auf Variationen im Bereich des Benzoylsubsti-
tuenten gelegt. Die neuen Thieno[2,3-b]pyridine wurden in Bezug auf ihre Bindung analysiert
und mittels MD/MM/GBSA-Berechnungen deren Freie Bindungsenthalpie vorhergesagt. Da-
bei schnitten das 3-Carboxyl- und das 3-Carbamoyl-Derivat 155 und 156, deren Modus A-
Dockingposen in Abbildung 6.1. gezeigt sind, im Vergleich zur bisher aktivsten Klasse 1b-
Verbindung KuBra216 (68) im MM/GBSA-Scoring deutlich besser ab. Durch erfolgreiche
Synthese konnten diese Derivate als potentielle neue Inhibitoren der plasmodialen GSK-3 fir

weitere pharmakologische Prufungen zur Verfugung gestellt werden

Abbildung 6.1. Postulierter Modus A-Bindungsmodus der synthetisierten Thieno[2,3-b]pyridine 155 (links,
griin) und 156 (rechts, grin) in der PfGSK-3.
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/. Summary

The aim of this thesis was the structure-based design of new thieno[2,3-b]pyridines as active
and selective inhibitors of glycogen synthase kinase-3 of Plasmodium falciparum (PfGSK-3)
by using molecular modelling methods. The main focus was on the implementation of molec-
ular dynamics (MD) simulations and binding free energy of calculations via MM/GBSA- or
MM/PBSA-approach.

The first part of this work was to generate and optimize an MD/MM/G(P)BSA-workflow for
the determination of binding free energies by using twelve human GSK-34 protein-ligand-
complexes with known ICsp-values. 2 ns MD-simulations were carried out and subsequently
the free energy of binding of the ligands were calculated using the MM/GBSA- and
MM/PBSA-method. These energies were correlated to their corresponding plCsg values. The
quality and comparability of biological data are essential for a correct prediction.

Considering only affinities, which were measured at equal ATP-concentration, improved the
coefficient of determination from R (MM/GBSA) = 0.385 and R*(MM/PBSA) = 0.079 up to
R%(MM/GBSA) = 0.670 or R* (MM/PBSA) = 0.407, respectively. Program settings were op-
timized by changing different simulation (e.g. MD simulation time, step size, charge model
and snapshot range) and MM-PBSA/GBSA parameters (solute dielectric constant) to receive
higher R%-values. Variation of charge model and solute dielectric constant did not improve the
correlations. Finally 1 ns productive MD simulation time with a step size of 500 snapshots
resulted in the best correlation between binding free energy and plCsy for GSK-3 protein-
ligand complexes (R? (MM/GBSA) = 0.727 und R? (MM/PBSA) = 0.559).

Subsequently the optimized MD/MM/GBSA-workflow was executed on 16 protein-ligand-
complexes of thieno[2,3-b]pyridines in a PfGSK-3 homology model, generated by KRUGGEL
using docking experiments, in order to differentiate possible binding modes. As a result the
binding mode A which was proposed by Kruggel could be confirmed. The obtained correla-
tion allowed to distinguish between active and weak active inhibitors. A threshold of-
30 keal-mol ™ could be defined.

Due to the insufficient size and distribution of the biological data, the dataset was significant-
ly extended to 35 compounds. A correlation of determination of R? = 0.484 could be received
for the complete data set. A stronger differentiation between active and weak active binders
could be further achieved as an outcome. When the three ligand-subclasses 1a, 1b and 2 were

considered independently, a prioritization within the subgroups is possible. This resulted in
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7. Summary

good correlation coefficients for the class 1b and 2 inhibitors (R?(class 1b) = 0.651 und
R?(class 2) = 0.768).

These findings indicate that small differences in chemical structures can have an impact on
the quality of the molecular dynamics simulations, the calculated free energy of binding and

the evaluation of ligands with regard to their biological activity in the end.

The MD/MM/GBSA-workflow was then used to guide further structure based design modifi-
cations with a focus on the aroyl substitution. The new thieno[2,3-b]pyridines were generated
in silico and evaluated by binding site/mode analysis as well as MD-simulations and free en-
ergy calculations to predict their potential inhibitory activity. As a result the 3-Carboxy- 155
and 3-Carbamoyl-derivative 156 (shown in figure 7.1.) delivered better free energies of bind-
ing compared to KuBra216 (68), which has been the most active class 1b compound so far,

and these compounds were finally successfully synthesized.

~_

Figure 7.1. Proposed mode A bindingpose of the synthesized thieno[2,3-b]pyridines 155 (left, green) und 156
(right, green) in PfGSK-3 homology model.
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8. Ausblick

Aufbauend auf den Ergebnissen dieser Arbeit ergeben sich einerseits Ansétze zur Optimie-
rung des eingesetzten Arbeitsablaufs, andererseits entwickelten sich aus den Ergebnissen der

Untersuchungen neue Fragen, die sich als Gegenstand von Folgearbeiten anbieten.
Optimierung der eingesetzten Verfahren

Anhand der eingesetzten Verfahren konnte ein zentrales Ergebnis seiner Arbeit - der Modus A
als moglicher nativer Bindungsmodus der Thieno[2,3-b]pyridine - weiter bestatigt werden.
Die dabei aufgestellten Hypothesen zur Selektivitat der Klasse 1b konnten zumindest hin-
sichtlich der Tendenzen der Methionin-Gatekeepers in der plasmodialen GSK-3 zur Van-der-
Waals-Interaktion mit dem S1-Schwefelatoms des Liganden wéhrend der MD-Simulationen
nachvollzogen werden. Die Frage der Adressierung des Halogenfeldes am Boden der Binde-
tasche durch entsprechende Ausrichtung des des substituierten Arylrests konnte nicht ab-
schlieend beantwortet werden. Hier konnte die Implementierung des Halogenbindungsprin-
zips in das Kraftfeld von AMBER11 ahnlich den Arbeiten von IBRAHIM [272] weitere Auf-
schliisse bieten. Dies kdnnte moglicherweise auch die Gegenuberstellung von biologischen
Daten und berechneten Freien Bindungsenthalpien verbessern bzw. eine genauere Differen-
zierung zwischen verschiedenen Aktivitatsbereichen erlauben und somit die VVorhersageprazi-
sion erhohen. Fur die Berechnungen der Freien Bindungsenthalpien wére die Berlicksichti-
gung der Entropie mittels normal mode analysis (nmode) von gréRerem Interesse. So deuteten
die in Abschnitt 5.4. dargestellten Ergebnisse in Bezug auf potentielle entropische Binder im
Datensatz der Thieno[2,3-b]pyridine an, dass die Berlcksichtigung der Entropie eine weitere

Verbesserung in der VVorhersage liefern konnte.
Umsetzung weiterer Synthesevorschlage

Am Ende dieser Arbeit konnten anhand der berechneten Freien Bindungsenthalphien ver-
schiedene neue Struktur-Aktivitats-Beziehungen sowie darauf aufbauend Synthesevorschlage
fir neue potentiell aktive und selektive Thieno[2,3-b]pyridine aufgestellt werden. Letztere
konnten nur teilweise verwirklicht werden, da der Schwerpunkt dieser Arbeit nicht auf den
praparativen Arbeiten lag. Somit gdbe es hier weitere Mdoglichkeiten zur synthetischen Um-
setzung, wobei besonders die para-substituierten Varianten von Interesse wéren (vgl. Ab-
schnitt 5.5.). Im néchsten Schritt soll hier die Testung der Verbindungen 155 und 156 gegen-
uber der PIGSK-3 sowie der HsGSK-3/ erfolgen. Anhand dieser Ergebnisse kdnnten die pos-

tulierten Struktur-Aktivitats-Beziehungen weiter untersucht werden.
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8. Ausblick

Kristallstruktur der PfGSK-3

Daneben waére die Aufklarung der dreidimensionalen Struktur der PfGSK-3, in welcher ein
Thieno[2,3-b]pyridin kokristallisiert ist, fir den weiteren struktur-basierten Designprozess
hilfreich, um tber dieses experimentelle Ergebnis die Fragestellung nach dem Bindungsmo-
dus der Thieno[2,3-b]pyridine abschlieRend zu klaren und darlber hinaus neue Informationen

fiir den weiteren Optimierungsprozess dieser Substanzklasse zu geben.
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Die im Rahmen der Synthesen eingesetzten Chemikalien wurden von den Firmen ALDRICH,
FLUKA, SIGMA, und MERck kommerziell erworben. Die Qualitét entsprach entweder zur Syn-

these oder per analysis. Es erfolgte daher keine weitere Reinigung dieser Chemikalien.

9.1. Arbeitstechniken

Schmelzpunkte

Die Schmelzpunkte wurden in einem Schmelzpunkt Messgerat der Firma A. KRUSS OPTRO-

NIC, Germany, bestimmt und sind unkorrigiert.
NMR-Spektroskopie

Die NMR-Spektren wurden an einem AVANCE II 200 MHz ,,Microbay* (AV 200) und einem
Avance | 400 MHz (AV 400) und einem DRX 500 MHz (AV 500) und einem AVANCE Il
HD 600 MHz (AV 600) der Firma BRUKER Bl1osPIN GmbH, Rheinstetten bei Raumtemperatur
aufgenommen. Zur vollstdndigen Charakterisierung einiger Substanzen wurden zweidimensi-
onale NMR-Messungen vorgenommen (*H-'H-COSY, HMBC, HMQC, APT und NOESY).
Die chemischen Verschiebungen sind als dimensionslose ¢ in ppm angegeben. Fir die Sig-
nalmultiplizititen wurden die Abklrzungen s =Singulett, d=Dublett, t= Triplett,
g = Quartett, dd = Dublett von Dublett, dt= Dublett vom Triplett, m = Multiplett und
br = breites Signal verwendet. Die Kalibrierung erfolgte Gber Losungsmittelsignale, wobei flr
die Verschiebungen Literaturwerte benutzt wurden.[300] Die Zuordnung der Signale erfolgte
auf Basis von 2D-NMR-Experimenten (HH-COSY, HMBC und HSQC). Die NMR Numme-
rierung der Produkte kann von der IUPAC Nomenklatur abweichen.

Massenspektrometrie

Die Massenspektren sind mit einem micrOTOF-Q der Firma BRUKER DALTONICS aufgenom-
men worden. Die Kalibrierung der Hochauflésung wurde durch einen Natriumformiat Stan-
dard vorgenommen. Fur LC-MS Messungen wurde das Massenspektrometer an eine VWR
HITACHI LACHROM ELITE der Firma VWR INTERNATIONAL GMBH, Darmstadt, gekoppelt
(Pumpensystem (L-2130), Diode Array Detektor (L-2455), Autosampler (L-2200)). Dabei
wurden analytische Saulen der Firma MACHEREY und NAGEL GmbH & Co. KG, Diren, ver-
wendet: RP-18 (Nucleodur, EC 150x2 mm ID, PartikelgroRe 5 um), RP-8 (Nucleodur, EC
150x2 mm ID, PartikelgroBe 5 um).
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9. Experimenteller Teil

Dunnschichtchromatografie

Zur dinnschichtchromatographischen Reaktionskontrolle wurden DC-Kieselgel-Aluminium-
folien (Polygram®Sil G/UV254, 40 x 80 mm) der Firma MACHEREY-NAGEL verwendet. Ne-
ben der UV-Detektion der Wellenldnge 254 nm diente eine Cersulfat-Losung (59
(NH4)4Ce(S0O4)4, 30 g M07(NH4)6-4H20, 30 mL konz. H,SO4 und 600 mL H,0), Ninhydrin-
Losung (0.2 % Ninhydrin in EtOH) und Molybdatophosphorsaure-Lésung (5 g Molybdato-
phosphorsdure, 100 mL EtOH) als Anférbereagenz.

Analytische Hochleistungs-Flussigchromatografie (HPLC)

Die analytische Chromatographie erfolgte an einer VWR HITACHI LACHROM ELITE Anlage
der Firma VWR INTERNATIONAL GMBH, Darmstadt (UV-Detektor (L-2400), einem Pumpen-
system (L-2130) und einem Teledyne ISCO Foxy R1 Probensammler). Es wurde eine S&ule
der Firma MACHEREY und NAGEL GmbH & Co. KG, Diren, verwendet (RP-18 (Nucleodur
C18 Gravity, VP 250 x 10 mm ID, PartikelgréRe 5 um)). Es wurde Acetonitril der Firma
VWR CHEMICALS verwendet. Der Reinheitsgrad entsprach fiir HPLC (99.8 %). Deminerali-
siertes Wasser wurde durch eine Millipore Mili-Q Filteranlage gereinigt.

IR-Spektren

Die Aufnahme der IR-Spektren erfolgte mit einem IF S25 der Firma BRUKER OPTICS, Ettlin-
gen (Messbereich: 7000-400 cm™, max. Auflésung: 2 cm™).
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9.2. Arbeitsvorschriften

9.2.1. Herstellung des pH5- und pH8-Puffers R

Fur die abschlieRende Reinheitspriifung der synthetisierten Verbindungen 155 und 156 mittels
analytischen HPLC-Methoden war die Herstellung verschiedener Pufferldsungen notwendig.
So wurde nach Vorschriften des Europdischen Arzneibuchs [301] fir 155 eine pH5-
Pufferlésung R und fiir 156 eine pH8-Pufferlosung R hergestellt, um im Fall des 155 eine
vollstandige Protonierung bzw. bei 156 eine vollstdndige Deprotonierung der Verbindung zu

gewahrleisten.
pH5-Pufferlésung R

Es wurden 2.82 g (20.74 mmol) Kaliumdihydrogenhphosphat in 800 mL bidest. Wasser ge-
16st. Der pH-Wert wurde mit Kaliumhydroxidlésung (1 mol/L) auf 5.0 eingestellt und die L6-
sung zu 1000 mL mit bidest. Wasser verdunnt.

pH8-Pufferlésung R

Es wurden 136.1 g (1 mol) Kaliumdihydrogenphosphat in bidest.Wasser gelost. Der pH-Wert
wurde mit Natriumhydroxidlésung (1 mol/L) auf 8.0 eingestellt und die Lsung mit bidest.

Woasser zu 1000 mL verdinnt.

9.2.2. Synthese der a-Phenacylbromide 150 und 152

3-Acetyl-benzamid 149 [297]

@)
NH,

Es wurden 207.0 mg (1.36 mmol, 1 Aqg.) 3-Acetylbenzonitril 148 in 15 mL Ethanol vorgelegt
und mit 14.0 mg (0.34 mmol, 0.25 Aq.) festem NaOH versetzt. Uber einen Zeitraum von
30 Minuten wurden 0.55 mL Wasserstoffperoxid (30 %, 4.84 mmol, 3.6 Aqg.) hinzugefiigt und
die Reaktionsldsung anschlieRend tropfenweise mit 0.8 mL Wasser versetzt. Die Reaktionslo-
sung wurde 75 Minuten bei 50 °C gerihrt. Anschlieend wurde ggf. mit 10 %iger Schwefel-
sdure neutralisiert, das Losungsmittel im Vakuum entfernt, der Riickstand in 10 mL Methyl-

enchlorid aufgenommen, ber Magnesiumsulfat getrocknet und das Ldsungsmittel wiederum
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im Vakuum entfernt. Es wurden 189.0 mg (Ausbeute: 86 %) eines weillen Feststoffs isoliert.

Die analytischen Daten stimmen mit der Literatur Gberein [297].

3-Acetyl-benzoesaure 151 [302]

0]
OH

Es wurden 2.0 g (13.80 mmol) 3-Acetylbenzonitril 148 in einem Gemisch aus 13 mL konz.
Salzsdure und 100 mL dest. Wasser geldst und fir 12h zum Rickfluss erhitzt. Das Produkt
kristallisierte beim Abkuhlen in Form weiller Nadeln aus. Der erhaltene Feststoff wurde fil-
triert und nach Trocknen 1.967 g (Ausbeute: 87 %) der 3-Acetylbenzoesdure 151 erhalten.

Die analytischen Daten stimmen mit der Literatur tberein [302].

3-(2-Bromacetyl)-benzamid 150 [297]

Br

O
NH,

Es wurden 600.0 mg (3.68 mmol, 1 Aqg.) 3-Acetylbenzamid in 90 mL konz. Essigsaure vorge-
legt und auf 60 °C erhitzt. 0.2 mL Brom (3.91 mmol, 1.1 Aq.) wurden tropfenweise hinzuge-
fligt und die Reaktionslosung 3 Stunden bei 60 °C geriihrt. Das Losungsmittel wurde im Va-
kuum entfernt, der Rickstand mit 10 mL Toluol evaporiert und das Rohprodukt aus Aceto-
nitril umkristallisiert. Es wurden 418.0 mg (Ausbeute: 47 %) eines weien Feststoffs isoliert.

Die analytischen Daten stimmen mit der Literatur tiberein [297].
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3-(2-Bromacetyl)-benzoesaure 152 [303]

Br
O

)
OH

Es wurden 3.63 g (16.46 mmol, 2.7 Aq.) Kupfer(ll)-bromid in 15 mL Essigsaurethylester
vorgelegt und zum Ruickfluss erhitzt. AnschlieRend wurden 1.0 g (6.10 mmol, 1 Aq.) 3-
Acetylbenzoesédure 151, in 20 mL Trichlormethan suspendiert, hinzugefiigt und das Reakti-
onsgemisch fiir 150 Minuten weiter zum Rickfluss erhitzt. Das entstandene Kupfer(l)-bromid
wurde Uber Celite filtriert, die organische Phase mit Wasser gewaschen, iber Magnesiumsul-
fat getrocknet und das Losungsmittel im Vakuum entfernt. Es wurden 1.45 g (Rohausbeute:
85 %) eines beigen Feststoffs mit stechendem Geruch erhalten, welcher ohne weitere Aufar-
beitung umgesetzt wurde. Die analytischen Daten stimmen mit der Literatur tiberein [303].

9.2.3. Synthese des Thioxopyridin 147

6-Amino-4-(2-chlorophenyl)-2-thioxo-1,2-dihypyridin-3,5-dicarbonitril 147 [167]

cl

NCl\CN

HN" NS
H

Es wurden 702.9 mg (5.00 mmol, 1 Aq.) 2-Chlorbenzaldehyd 137, 500.7 mg (5.00 mmol,
1 Ag.) 2-Cyanothioacetamid 138 und 330.0 mg (5.00 mmol, 1 Ag.) Malonodinitril 139 in 20
mL Ethanol vorgelegt und 0.25 mL Piperidin zugegeben. Die Reaktionsldsung wurde 3 Stun-
den refluxiert. AnschlieBend wurde das Losungsmittel im Vakuum entfernt und der Rick-
stand mit einigen Tropfen konz. Essigséure, 10 mL Wasser und 2 mL Dichlormethan versetzt
und 16 Stunden bei 0-7 °C gelagert. Der entstandene Niederschlag wurde filtriert und 723 mg
(Ausbeute: 50 %) eines gelben Feststoffs erhalten, der ohne weitere Aufreinigung weiter um-

gesetzt wurde. Die analytischen Daten stimmen mit der Literatur Gberein [167].
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9.2.4. Synthese der Thieno[2,3-b]pyridine 155 und 156

3-{[3,6-Diamino-4-(2-chlorphenyl)-5-cyan-thieno[2,3-b]pyridin-2-yl]carbonyl}benzamid
155

Es wurden 274.0mg (0.958 mmol, 1Ag.) 6-Amino-4-(2-chlorophenyl)-6-thioxo-1,2-
dihydropyridin-3,5-dicarbonitril 147 in 5 mL DMF gel6st und mit 0.54 mL (0.958 mmol,
1 Ag.) 10 %iger KOH-Losung versetzt. Nach einer Minute werden 231.0 mg (0.958 mmol,
1 Ag.) 3-(2-Bromacetyl)benzamid 150 hinzugefiigt und die Reaktionslésung bei Raumtempe-
ratur geriihrt. Nach 30 min wurden weitere 0.54 mL (0.958 mmol, 1 Ag.) 10 %iger Kalium-
hydroxid-Losung hinzugefligt und der Reaktionsansatz 4 Stunden bei Raumtemperatur ge-
rihrt. Anschlieend wurde die Reaktionslosung auf Wasser gegeben, der Niederschlag fil-
triert, mit wenig Wasser, Petrolether und Ethanol gewaschen und aus Ethanol umkristallisiert.

Es konnten 94.0 mg (Ausbeute: 22 %) eines gelben Feststoffs isoliert werden.

Schmp.: 293.5-301.0 °C (Zersetzung).

IR (KBI): Timax (cm™) = 3471, 3396, 3373, 3314 und 3169 (NH), 2926 und 2854 (C-H), 2233
(C=N), 1683 (C=0), 1611, 1595 und 1558 (NH deform.), 1329 und 1271 (C-N-Valenz).
'H-NMR (DMSO-ds, 600 MHz): ¢ (ppm) = 8.17 (s, 1 H, H6), 8.10 (s, 1 H, CONH,), 8.03 (d,
1H,33=8.0Hz, H2), 7.85 (d, 1 H, 3J = 8.0 Hz, H4), 7.79 (d, 1 H, J = 8.0 Hz, H19), 7.76 (s,
2 H, C13-NH,), 7.72 — 7.68 (m, 1 H, H18) 7.68 — 7.63 (m, 2 H, H17, H16), 7.59 (dd, 1 H,
) =8.0 Hz, H3), 7.48 (5,1 H, CONH,) 6.6 (br s, 2 H , C9-NH,).

B¥C-NMR (DMSO-ds, 150 MHz): 6 (ppm) = 187.2 (C7), 167.1 (C22), 166.3 (C13), 159.2
(C14), 150.9 (C11), 150.7 (C15), 140.8 (C5), 134.4 (C1), 132.4 (C18), 131.8 (C9), 131.1
(C20), 130.4 (C19), 130.0 (C17), 129.7 (C2), 129.6 (C4), 128.6 (C3), 128.5 (C16), 126.2
(C6), 114.8 (C21 oder C8) 112.5 (C21 oder C8), 99.9 (C10), 90.8 (C12).

MS (EI): m/z (%) = 447.0 [M*] (100).

HRMS (ESI): m/z [M+H]" ber. 448.0629, gef. 448.0633.

HPLC: 97.9 % Reinheit bei 254 nm und 99.8 % Reinheit bei 329 nm, ty = 8.3 min, tyy = 1.40
min (ACN/pH5-Puffer; 40:60), Amax: 329 nm.

216



9. Experimenteller Teil

3-{[3,6-Diamino-4-(2-chlorphenyl)-5-cyan-thieno[2,3-b]pyridin-2-yl]carbonyl}benzoe-
saure 156

Es wurden 200.0mg (0.699 mmol, 1Ag.) 6-Amino-4-(2-chlorophenyl)-6-thioxo-1,2-
dihydropyridin-3,5-dicarbonitril 148 in 5 mL DMF gel6st und mit 0.91 mL (1.608 mmol,
2.3 Aq.) 10 %iger KOH-Lésung versetzt. Nach einer Minute wurden 194.5 mg (0.804 mmol,
1.2 Ag.) 3-(2-Bromacetyl)benzoesaure hinzugefiigt 152 und die Reaktionslosung bei Raum-
temperatur geriihrt. Nach 30 min wurden weitere 0.45 mL (0.804 mmol, 1.2 Aqg.) 10 %iger
KOH-L6sung hinzugefugt und der Reaktionsansatz 4 Stunden bei Raumtemperatur gerihrt.
Anschlielend wurde die Reaktionsldsung auf Wasser gegeben und mit zwei Tropfen konz.
Salzsdure versetzt, der Niederschlag filtriert, mit wenig Wasser, Petrolether und Ethanol ge-
waschen und aus Ethanol umkristallisiert. Es wurden 70.2 mg (Ausbeute: 22 %) eines gelben

Feststoffs erhalten.

Schmp.: 311.0-320.0 °C (Zersetzung).

IR (KBr): $max (cm™) = 3489, 3321 und 3205 (NH), 3069, 3022 und 2974 (OH) 2968 und
2924 (C-H), 2220 (C=N), 1690 (C=0), 1595 und 1572 (NH Deform.), 1296 und 1273 (C-N-
Valenz).

'H-NMR (DMSO-ds, 600 MHz): 6 (ppm) = 13.21 (s, 1 H, COOH), 8.22 (s, 1 H, H6), 8.10
(d, 1 H,%=8.0 Hz, H2), 7.94 (d, 1 H, %1 = 8.0 Hz, H4), 7.82 — 7.75 (m, 3 H, H19, C13-NH,),
7.72-7.68 (m, 1 H, H18), 7.68-7.62 (m, 3 H, H17, H16, H3), 6.65 (brs, 2 H , C9-NH,).
3C-NMR (DMSO-dg, 100.6 MHz): 6 (ppm) = 186.6 (C7), 166.6 (C22), 166.3 (C13), 159.3
(C14), 151.1 (C11), 150.7 (C15), 141.0 (C5), 132.4 (C18), 131.8 (C9), 131.5 (C1), 131.3 (C2)
131.1 (C20), 131.0 (C4) 130.4 (C19), 130.0 (C17), 129.1 (C3), 128.5 (C16), 127.8 (C6),
114.8 (C21 oder C8), 112.4 (C21 oder C8), 99.6 (C10), 90.9 (C12).

HRMS (ESI): m/z [M+H]" ber. 449.0469, gef. 449.0477.

HPLC: 98.3 % Reinheit bei 254 nm und 99.3 % Reinheit bei 329 nm, ty = 10.3 min,
tm = 1.02 min (ACN/pH8-Puffer; 30:70), Amax: 329 nm.
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3-{[3,6-Diamino-4-(2-chlorphenyl)-5-cyan-thieno[2,3-b]pyridin-2-yl]carbonyl}benzoe-

saure 156
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B. Tabellen

Aus Griinden der Ubersicht wurde ein GroRteil der Tabellen nicht im FlieRtext der Arbeit in-

tegriert, sondern sollen hier aufgefiihrt werden.
a. Bisher synthetisierte und getestete Thieno[2,3-b]pyridine der Klassen 1a, 1b und 2

Tabelle 23 gibt einen vollstandigen Uberblick tber alle Thienopyridine der Klassen 1a, 1b
und 2 und deren biologische Daten, welche aus dem Screening, bei dem die Verbindung KuB-
ral6l (67) als Hitstruktur identifiziert werden konnte, sowie den Synthesen von KRUGGEL
und FUGEL hervorgingen [167-169]. Fur einige Verbindungen wurden die biologischen Tes-
tungen wiederholt (die gemessenen Werte sind in Klammern genannt). Allerdings handelt es
sich dabei um Einzelmessungen, so dass sich die erhaltenen 1Cso-Werte schlecht einordnen
lassen und fur die durchgefiihrten Gegeniiberstellungen zu den berechneten Freien Bindungs-
enthalpien nicht berticksichtigt wurden.
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b. Ubersicht der berechneten Freien Bindungsenthalpien der von KRUGGEL im Rah-

men des DoReCCoM-Workflows erzeugten Dockingldsungen

Nachfolgend sind hier alle Ubersichtstabellen des Rescoringprozesses der von KRUGGEL im
Rahmen des DoReCCoM-Workflows priorisierten Dockinglosungen gezeigt. Fir eine genaue-
re Erklarung sei auf die Uberschriften der Tabellen verwiesen. Die Dockinglésungen sind
nach ihrer Freien Bindungsenthalpie (MM/GBSA) sortiert. Der Name der Pose ergibt sich an-
hand des Namens des Liganden, dem Dockingprogramm mit dem diese LOsung erzeugt wurde
sowie einer laufenden Nummer, die vor dem in DoReCCoM der Lésung zugeordnet wurde.
(ad4: AutoDock4; fred: FRED, flexx: FlexX.) Der Zusatz tri und sis bei den FlexX-L&ésungen
benennt den Algorithmus (tri: triangle hashing technique based; sis: single interaction scan).
Die blau eingeféarbten Bereiche markieren die Modus A-Posen innerhalb des Datensatzes.

Tabelle 24. Ubersicht der 12 ausgewahlten Posen des 80088815 (62) in pfgsk_1j1b und ihre Priorisierung durch
DrugScoreX (DSX) und MM/GBSA-Berechnung..

Ligand DSX-Rang Pose MM/GBSA [keal'mol]] Rang Pose
80088815_ad4_49 1 C -30.44 1 C
80088815 fred_ 90 10 B -29.36 2 B
80088815 fred 33 4 G -29.25 3 G
80088815_004_sis 6 D -28.82 4 D
80088815 fred 28 | 3 A -28.36 5 A
80088815 fred_77 8 C -28.14 6 C
80088815 _fred 80 [ 7 A -27.80 7 A
80088815_070_sis | 11 A -27.48 8 A
80088815_076_sis 9 B -26.99 9 B
80088815 _fred 55 2 - -26.94 10 -
80088815_066_sis 12 F -26.54 11 F
80088815 fred_ 30 5 D -22.10 12 D
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Tabelle 25. Ubersicht der 29 ausgewahlten Posen des KuBral23 in pfgsk_1jib und ihre Priorisierung durch
DrugScoreX (DSX) und MM/GBSA-Berechnung..

Ligand DSX-Rang  Modus MM/GBSA [keal-mol™] Rang  Modus
KuBral23_010_sis 5 A -32.74 1 A
KuBral23_001_tri 14 D -32.51 2 D
KuBral23 036 sis 21 D -31.94 3 D
KuBral23_fred_94 22 A -31.54 4 A
KuBral23_ad4_53 7 - -30.78 5 A
KuBral23_fred_95 16 A -29.24 6 A
KuBral23_fred_62 18 A -28.70 7 A
KuBral23_097_sis 23 - -28.42 8 A
KuBral23_fred_83 12 B -28.26 9 B
KuBral23_fred_80 8 Cc -28.15 10 Cc
KuBral23_fred_70 19 - -27.98 11 -
KuBral23_045_sis 26 F -27.87 12 B
KuBral23_066_sis 17 B -27.29 13 B
KuBral23_078_sis 13 B -27.05 14 B
KuBral23 003 tri 1 - -26.94 15 A
KuBral23 034 sis 15 G -26.64 16 G
KuBral23_064_sis 10 - -25.89 17 F
KuBral23_ad4 162 6 Cc -25.24 18 -
KuBral23_ad4_11 11 D -24.76 19 D
KuBral23_099_sis 24 - -24.45 20 F
KuBral23_060_sis 9 - -23.17 21 G
KuBral23_020_sis 27 - -23.08 22 A
KuBral23_ad4 156 2 - -21.81 23 -
KuBral23_088_sis 18 - -21.68 24 -
KuBral23 079 sis 25 - -21.24 25 -
KuBral23_023_sis 3 G -19.67 26 -
KuBral23 068 sis 20 - -18.78 27 A
KuBral23 029 sis 28 - -13.58 28 -
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Tabelle 26. Ubersicht der 24 ausgewahlten Posen des UGJ (53) in pfgsk_1jlb und ihre Priorisierung durch
DrugScoreX (DSX) und MM/GBSA-Berechnung.

Ligand DSX-Rang Modus MM/GBSA [keal'mol’] Rang Modus
UGJ 028 sis 13 C -35.59 1

UGJ 005 tri 1 Xb -34.08 2 A
UGJ_002_sis 19 D -32.09 3 D
UGJ ad4 162 10 C -32.04 4 C
UGJ ad4 26 9 D -31.77 5 D
UGJ_008_sis |5 A -31.67 6 A
UGJ fred 68 4 D -30.92 7 D
UGJ_052_sis | 22 A -30.29 8 A
UGJ_004_sis 14 D -29.80 9 D
UGJ fred_84 3 Xb -29.66 10 A
UGJ_fred_19 6 Xb -29.50 11 A
UGJ_097_sis 15 F -29.33 12 F
UGJ_010_sis 2 G -29.23 13 A
UGJ_072_sis 8 Xb -29.17 14 A
UGJ_051_sis 24 G -2894 15 G
UGJ 025 sis 20 - -27.23 16 -
UGJ fred 88 11 - -27.23 17 -
UGJ_071_sis 18 - -26.37 18 A
UGJ 062_sis 12 F -26.37 19

UGJ 083 sis 7 - -25.94 20 -
UGJ_118 sis | 23 A -24.87 21 A
UGJ fred 91 16 C -24.45 22 C
UGJ_119 sis 21 F -22.55 23 F
UGJ_059 sis 17 C -20.51 24 C
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Tabelle 27. Ubersicht der 13 ausgewahlten Posen des KuBra76 (64) in pfgsk_1j1b und ihre Priorisierung durch
DrugScoreX (DSX) und MM/GBSA-Berechnung.

Ligand DSX-Rang Pose = MM/GBSA [kcal'mol”] Rang  Pose
KuBra76_001_lu - A -38.02 1 A
KuBra76_002_sis 2 D -37.13 2 D
KuBra76_002_lo - A -35.75 3 A
KuBra76_001_sis 7 D¢ -35.50 4 D¢
KuBra76_fred_48 4 C -31.70 5 Ce
KuBra76_026_sis 11 - -30.81 6 -
KuBra76_012_sis 10 A -30.65 7 A
KuBra76_ad4_115 1 D¢ -30.04 8 D¢
KuBra76_fred_51 6 - -29.85 9 -
KuBra76_010_sis 5 D¢ -28.80 10 D¢
KuBra76_fred_76 8 A -28.41 11 A
KuBra76_fred_21 3 A -24.10 12 A
KuBra76_ad4 124 9 - -21.88 13 -

Tabelle 28. Ubersicht der 15 ausgewahlten Posen des KuBra87 (65) in pfgsk_1j1b und ihre Priorisierung durch
DrugScoreX (DSX) und MM/GBSA-Berechnung..

Ligand DSX-Rang Pose  MM/GBSA [keal'mol’] Rang  Pose
KuBra87_026_sis 12 D -35.77 1 D
KuBra87_001_Iu |- A -35.21 2 A
KuBra87_002_lo = A -34.78 3 A
KuBra87 010 sis 4 D* -34.63 4 D*
KuBra87 fred 43 3 c -32.52 5 c
KuBra87 009 tri 9 - -30.22 6 -
KuBra87 004 tri 7 D* -29.72 7 D*
KuBra87_fred_13 | 5 A -29.13 8 A
KuBra87_fred_ 89 2 De -27.81 9 D¢
KuBra87_017_sis 11 A -27.33 10 Al
KuBra87_fred 59 6 C -26.05 11 Cc
KuBra87_030_sis 10 C -25.00 12 C
KuBra87_ad4 10 8 - -24.74 13 -
KuBra87_051_sis 13 - -23.74 14 -
KuBra87 fred 98 1 A° -21.30 15 A°
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Tabelle 29. Ubersicht der 29 ausgewihlten Posen des KuBra98 (66) in pfgsk_1j1b und ihre Priorisierung durch
DrugScoreX (DSX) und MM/GBSA-Berechnung.

Ligand DSX-Rang Pose MM/GBSA [keal'mol’] Rang Pose
KuBra98_010_sis 12 D -37.08 1 D
KuBra98_fred 97 [ 27 A -33.63 2 A
KuBra98_fred 62 20 - -33.54 3 -
KuBra98 002_lo = A -33.32 4 A
KuBra98_033_tri 26 A° -33.16 5 A
KuBra98_fred_35 4 - -32.25 6 -
KuBra98 001 lu - A -32.12 7 A
KuBra98_011_sis 7 D¢ -31.38 8 D¢
KuBra98_ad4 62 11 Af -31.28 9 A¢
KuBra98_008_tri 21 - -30.85 10 -
KuBra98_fred 53 8 - -30.29 11 c
KuBra98_fred 16 5 c -29.85 12 c
KuBra98_fred 19 9 c -28.30 13 c
KuBra98_fred_6 16 A -28.26 14 A
KuBra98_ad4 16 1 - -28.07 15 -
KuBra98 032 tri 24 - -27.99 16 -
KuBra98_ad4 94 3 A -27.21 17 A¢
KuBra98_fred_56 14 - -26.97 18 -
KuBra98_022_sis 23 A -26.96 19 A°
KuBra98 ad4 153 2 - -26.86 20 -
KuBra98_fred_60 19 Cc -26.53 21 C
KuBra98_007_tri 13 B -25.87 22 B
KuBra98_fred_47 6 - -25.26 23 -
KuBra98_fred_5 15 - -24.19 24 -
KuBra98 ad4 101 17 - -24.08 25 -
KuBra98 fred 93 10 Al -23.76 26 A
KuBra98_032_sis 22 Cc -23.12 27 C
KuBra98_065_sis 25 - -22.64 28 A
KuBra98_fred 33 18 - -20.67 29 -
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Tabelle 30. Ubersicht der 16 ausgewahlten Posen des KuBral61 in pfgsk_1jib und ihre Priorisierung durch
DrugScoreX (DSX) und MM/GBSA-Berechnung.

Ligand DSX-Rang Pose  MM/GBSA [keal'mol’l] Rang Pose
KuBral61_010_sis 9 D -38.50 1 D
KuBral6l_fred_12 8 A -36.21 2 A
KuBral6l_011_sis 3 D¢ -35.34 3 D*
KuBral6l 004 tri 6 D* -33.40 4 D*
KuBral6l 033 sis 11 C -31.47 5 C
KuBral6l fred 13 [5 A -31.44 6 A
KuBral61_010_tri 10 A¢ -31.33 7 A*
KuBral6l _ad4 152 13 - -30.76 8 -
KuBral6l_011_tri 12 A -30.70 9 A°
KuBral61_fred_45 4 A -30.38 10 A
KuBral61_fred_92 - -29.65 11 -
KuBral61_009_tri 2 B -28.65 12 B
KuBral61_fred_60 14 - -26.38 13 Cc
KuBral6l ad4 148 7 - -25.94 14 -
KuBral6l_fred_99 16 - -24.63 15 -
KuBral6l 052 sis 15 - -24.06 16 A

Tabelle 31. Ubersicht der 14 ausgewéhlten Posen des KuKLO7 (71) in pfgsk_1j1b und ihre Priorisierung durch
DrugScoreX (DSX) und MM/GBSA-Berechnung.
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Ligand DSX-Rang Pose MM/GBSA [keal'mol]] Rang Pose
KuKLO07_010_sis 6 D -36.82 1 D
KuKL07 013 sis 5 D* -35.31 2 D
KuKLO07_003_sis 8 D -33.09 3 D¢
KuKLO7 028 sis 13 A -32.31 4 A
KuKLO07 008 tri 3 D¢ -31.47 5 D*
KuKLO07_fred_0 4 A -30.03 6 A
KuKLO07_fred_19 A -27.58 7 A
KuKLO7 fred 41 9 c -26.56 8 c
KuKLO07_fred_85 11 B -26.50 9 B
KuKLO07_fred_59 10 C -24.65 10 Ce
KuKLO07 fred 55 2 c -23.52 11 c
KuKLO07_029_sis 14 A -22.30 12 A
KuKLO7 fred 43 12 - -19.10 13 -
KuKLO7 ad4 193 7 B -18.88 14 B
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Tabelle 32. Ubersicht der 30 ausgewéhlten Posen des KuBra216 (68) in pfgsk_1j1b und ihre Priorisierung durch
DrugScoreX (DSX) und MM/GBSA-Berechnung..

Ligand DSX-Rang Pose  MM/GBSA [keal'mol’l] Rang Pose
KuBra216_014 _tri 12 D¢ -38.79 1 D¢
KuBra216_ad4 152 17 D -37.10 2 D¢
KuBra216_ad4_168 9 D -36.22 3 D¢
KuBra216_002_clo | - A -35.75 4 A
KuBra216_128 sis 19 C -35.52 5 C
KuBra216_ad4 132 5 D -35.49 6 D¢
KuBra216_001_sis 14 D¢ -34.19 7 D"
KuBra216_095_sis 21 A -33.07 8 A’
KuBra216_fred_27 6 Cc -33.06 9 Cc
KuBra216_fred_22 4 C -32.61 10 Cc
KuBra216_039_tri 15 A° -32.00 11 A*
KuBra216_013_sis 13 D -31.95 12 D
KuBra216_048 sis 1 c -31.72 13 c
KuBra216_001_clu = A -31.18 14 A
KuBra216_fred_2 7 A -30.90 15 A
KuBra216_124_sis 22 C -29.82 16 Cc
KuBra216_ad4 150 3 D¢ -29.46 17 D¢
KuBra216_fred_3 2 A -29.25 18 A
KuBra216_152_sis 28 C -28.74 19 -
KuBra216_fred_79 20 C -28.49 20 Cc
KuBra216_ad4 105 8 C -28.17 21 C
KuBra216 037 tri 25 - -27.78 22 -
KuBra216_196 sis 24 - -27.49 23 A
KuBra216_037 sis 11 D¢ -27.36 24 -
KuBra216_103_sis 23 A* -26.90 25 Af
KuBra216_055_sis 10 C -26.49 26 C
KuBra216_047_tri 16 D -25.97 27 D¢
KuBra216_169_sis 26 - -23.70 28 A
KuBra216_067_tri 18 D -22.03 29 D
KuBra216_069_tri 27 D¢ -20.23 30 D¢
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Tabelle 33. Ubersicht der 25 ausgewdahlten Posen des KuBra221 (69) in pfgsk_1j1b und ihre Priorisierung durch
DrugScoreX (DSX) und MM/GBSA-Berechnung.

Ligand DSX-Rang Pose  MM/GBSA [keal'mol’l] Rang Pose
KuBra221_098_sis 17 A -40.28 1 A
KuBra221 fred_10 1 C -39.81 2 Ce
KuBra221_fred_ 93 13 C -37.65 3 Ce
KuBra221 fred_74 15 A -37.53 4 A
KuBra221_011_sis 6 D* -36.47 5 D¢
KuBra221_001_sis 14 D -36.18 6 D*
KuBra221_036_tri 7 A -36.14 7 A
KuBra221_043_sis 4 D¢ -35.72 8 D¢
KuBra221_008_tri 10 D¢ -3562 9 D¢
KuBra221 002 _Clo | - A -35.60 10 A
KuBra221_167_sis 20 A -34.58 11 A
KuBra221 001 Clu | - A -33.75 12 A
KuBra221_075_sis 5 C -33.58 13 Cc
KuBra221_010_sis 11 D -31.56 14 D
KuBra221_081_sis 18 - -31.35 15 Af
KuBra221_061_sis 9 - -30.50 16 -
KuBra221_ad4_91 2 D¢ -30,077 17 D¢
KuBra221_fred_37 | 12 A -29.89 18 A
KuBra221_114 sis 19 C -28.38 19 C
KuBra221_ad4_199 8 D¢ -27.77 20 D¢
KuBra221_150_sis 21 A -23.91 21 A
KuBra221_063_tri 22 D¢ -22.47 22 D¢
KuBra221_ad4 122 16 - -21.16 23 -
KuBra221_ad4 129 3 - -20.87 24 -
KuBra221_143_sis 23 Cc -17.81 25 Cce
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Tabelle 34. Ubersicht der 20 ausgewéhlten Posen des KuKLO08 (72) in pfgsk_1jib und ihre Priorisierung durch
DrugScoreX (DSX) und MM/GBSA-Berechnung.

Ligand DSX-Rang Pose  MM/GBSA [kecal-mol™] Rang Pose
KuKLO08_fred_6 2 A -41.22 1 A
KuKL08_021 sis 14 A -37.59 2 A
KuKL08_037_sis 20 C -37.57 3 Ce
KuKLO08 015 sis 8 D¢ -37.50 4 D¢
KuKLO08_002_sis 5 D -35.45 5 D
KuKLO08 fred_74 1 D¢ -33.68 6 D¢
KuKL08_013 sis 12 - -33.59 7 -
KuKLO08_fred_9 6 A -32.43 8
KuKL08_035_sis 11 B -32.11 9 B
KuKLO08 fred 59 7 C -32.03 10 Ce
KuKLO08_009 _sis 10 D¢ -28.97 11 D¢
KuKL08_111 sis 17 - -28.49 12 -
KuKLO08_ 005 sis 9 D¢ -28.33 13 D¢
KuKLO08_069 sis 19 - -28.15 14 -
KuKLO08_096_sis 13 - -27.35 15 -
KuKLO08 fred_55 |4 A -26.90 16 A
KuKLO08_125 sis 18 - -24.71 17 -
KuKLO08 fred_78 3 - -22.54 18 -
KuKL08_044 sis 15 - -21.30 19 -
KuKLO08_016_sis 16 - -18.62 20 -
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Tabelle 35. Ubersicht der 15 ausgewahlten Posen des k8910031 (73) in pfgsk_1jib und ihre Priorisierung durch
DrugScoreX (DSX) und MM/GBSA-Berechnung.

Ligand DSX-Rang Pose  MM/GBSA [keal'moll] Rang Pose
k8910031_ad4 123 6 - -33.37 1 -
k8910031 fred 41 5 D¢ -33.27 2 D¢
k8910031_ad4 75 15 Ce -32.83 3 C
k8910031 _ad4 62 7 C -32.58 4 C
k8910031 _fred_67 10 - -32.21 5 -
k8910031_002_sis 14 B -31.21 6 Xa
k8910031_ad4 95 12 - -29.86 7 -
k8910031 _fred_70 |9 A -28.95 8 A
k8910031_ad4 76 2 Ce -27.54 9 C
k8910031 _fred 51 4 - -27.53 10 -
k8910031 fred 50 3 Ce -27.34 11 Ce
k8910031 ad4 185 1 Ce -22.93 12 Ce
k8910031_ad4 39 13 - -22.73 13 -
k8910031 fred 48 8 C -22.69 14 Ce
k8910031 _ad4 173 11 - -21.71 15 -

Tabelle 36. Ubersicht der 13 ausgewihlten Posen des k4020769 (75) in pfgsk_1j1b und ihre Priorisierung durch
DrugScoreX (DSX) und MM/GBSA-Berechnung.

Ligand DSX-Rang Pose MM/GBSA [keal'mol]] Rang Pose
k4020769 _ad4_157 13 - -32.28 1 A
k4020769 fred_2 5 C -30.46 2 Ce
k4020769 _ad4_125 9 C -30.32 3 C
k4020769 fred 92 6 - -29.85 4 D"
k4020769 fred 5 4 C -29.53 5 Cc
k4020769 ad4 200 |11 A -29.45 6 A
k4020769 _002_tri 7 - -29.43 7 -
k4020769 _fred_6 3 - -28.95 8 -
k4020769 fred_53 8 A -28.91 9 A
k4020769 _ad4_89 12 B¢ -28.50 10 B¢
k4020769 fred_26 2 - -25.97 11 -
k4020769 fred_30 1 C -25.77 12 C
k4020769 _ad4 124 10 D -25.65 13 D
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Tabelle 37. Ubersicht der 19 ausgewahlten Posen des k8910360 (74) in pfgsk_1j1b und ihre Priorisierung durch
DrugScoreX (DSX) und MM/GBSA-Berechnung.

Ligand DSX-Rang Pose  MM/GBSA [keal'moll] Rang Pose
k8910360_fred_70 2 -36.83 1 F
k8910360 fred 54 3 H -35.35 2 H
k8910360 _ad4 144 9 F -35.33 3 F
k8910360 fred_42 12 H -34.73 4 H
k8910360_fred_91 1 - -34.24 5 H
k8910360_fred_90 16 G -30.75 6 G
k8910360 fred_77 5 - -30.35 7 -
k8910360_ad4 50 6 Xb -30.29 8 G
k8910360_ad4 46 11 - -30.18 9
k8910360 _ad4 158 19 - -28.82 10 G
k8910360 _ad4 128 17 - -28.73 11 -
k8910360_ad4_55 14 A -28.66 12 A
k8910360_fred_30 10 F -27.83 13 F
k8910360 fred 47 7 F -27.37 14 F
k8910360_ad4 88 15 - -25.77 15 Ce
k8910360 _ad4 134 13 - -25.57 16 A
k8910360 fred 82 4 - -22.87 17 F
k8910360_ad4 57 8 - -22.67 18 -
k8910360_ad4 33 18 - -16.21 19 -

235



10. Anhang

Tabelle 38. Ubersicht der 20 ausgewéhlten Posen des KuBra275 (70) in pfgsk_1j1b und ihre Priorisierung durch
DrugScoreX (DSX) und MM/GBSA-Berechnung.

Ligand DSX-Rang Pose  MM/GBSA [keal'mol’l] Rang Pose
KuBra275_fred_28 2 Cc -36.57 1 Cc
KuBra275_ad4 178 8 D¢ -35.98 2 D¢
KuBra275_017_sis 15 D -35.71 3 D
KuBra275_004 _Clo | - A -35.45 4 A
KuBra275_fred_74 4 Cc -34.34 5 Ce
KuBra275_003_sis 9 D* -34.24 6 D¢
KuBra275_ad4_169 12 D -33.26 7 D¢
KuBra275_ad4 168 16 D¢ -32.93 8 D¢
KuBra275_003_Clu | - A -32.60 9 A
KuBra275_022_sis 1 C -32.54 10 Cc
KuBra275_fred_16 5 -31.79 11
KuBra275_ad4 197 3 B -30.40 12 B
KuBra275_050_sis 6 - -30.22 13 -
KuBra275_039 sis 14 C -30.20 14 C
KuBra275_002_Clo | - A -29.68 15 A
KuBra275_001_Clu | - A -29.14 16 A
KuBra275_fred_1 7 A -28.50 17 A
KuBra275_047_sis 10 C -28.29 18 Cc
KuBra275_ad4_165 11 C -27.62 19 Cc
KuBra275_032_tri 13 - -20.45 20 -
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Tabelle 39. Ubersicht der 15 ausgewihlten Posen des k4020808 (76) in pfgsk_1jib und ihre Priorisierung durch
DrugScoreX (DSX) und MM/GBSA-Berechnung.

Ligand DSX-Rang Pose  MM/GBSA [keal'moll] Rang Pose
k4020808 _fred_61 13 A -34.25 1 A
k4020808_ad4_155 | 10 A -34.24 2 A
k4020808_fred_97 2 C -32.99 3 C
k4020808_ad4_16 6 A -32.76 4 A
k4020808 _ad4 116 | 14 A -31.61 5 A
k4020808 _fred_30 |5 A -31.36 6 A
k4020808 _ad4 27 11 G -29.47 7 G
k4020808_ad4 151 4 - -29.33 8 -
k4020808_088_sis 15 G -27.72 9 G
k4020808 _fred_12 7 B -27.06 10 B
k4020808_ad4_45 3 F -27.05 11 F
k4020808_ad4_142 2 - -26.46 12 -
k4020808_ad4_180 1 Xb -25.53 13 Xb
k4020808_fred_17 8 - -23.79 14 -
k4020808_fred_8 9 C -22.56 15 C
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Tabelle 40. Ubersicht iiber die Anzahl der Cluster der jeweiligen Modus A-Dockinglésungen aus dem Do-
ReCCoM-Workflow der 16 untersuchten Thieno[2,3-b]pyridine in pfgsk_1j1lb. Die Dockinglésungen sind inner-
halb ihres Datensatzes nach Namen sortiert. Daneben sind die Anzahl der Cluster der 500 Snapshot nach dem
Clustering- und Minimierungsprozess sowie visuellem Vergleich. Die rechte Spalte gibt die GroRe (d. h. Menge
an Snapshots) im kleinsten (links) und gréBten Cluster) (Angabe: GréRe des kleinsten Cluster-Grofe des grofiten
Cluster). Die ausgewéhlten MD-Simulationen bzw. Freien Bindungsenthalpien sind farblich blau hinterlegt.

Ligand MM/GBSA  Anzahl der Cluster GrofRe der
[keal'mol™]  nach Minimierung Cluster
UGJ_005_tri -34.08 2 187-313
UGJ_008_sis -31.67 8 7-240
UGJ_010_sis -29.23 6 43-186
UGJ_052_sis -30.29 8 15-295
UGJ_071_sis -26.37 8 5-334
UGJ_072_sis -29.17 2 52-448
UGJ_118_sis -24.87 8 9-289
UGJ_fred_19 -29.50 15 4-252
UGJ_fred_84 -29.66 2 30-470
KuBral23 010_sis -32.74 2 167-333
KuBral23 020_sis -23.08 8 8-282
KuBral23_068_sis -18.78 12 4-128
KuBral23_097_sis -28.42 2 236-264
KuBral23_ad4 53 -30.78 5 18-209
KuBral23_fred_62 -28.70 6 17-336
KuBra123 fred 94  -31.54 4 51-304
KuBra123 fred 95  -29.24 14 5-127
80088815_070_sis -27.48 5 23-391
80088815_fred_28 -28.36 6 8-383
80088815_fred_80 -27.80 8 4-214
KuBra76_fred_21 -24.10 10 12-226
KuBra76_fred_76 -28.41 14 5-216
KuBra76_002_lo -35.75 4 28-251
KuBra76_001_lu -38.02 5 1-367
KuBra87_fred_13 -29.13 11 8-165
KuBra87_002_lo -34.78 7 1-223
KuBra87_001_Iu -35.21 3 23-332
KuBra98_065_sis -22.64 10 1-111
KuBra98_fred_6 -28.26 12 13-204
KuBra98_fred_97 -33.63 11 8-205
KuBra98 002_lo -33.32 6 18-227
KuBra98 001 Iu -32.12 3 4-460
KuBral61_052_sis -24.06 7 16-318

Fortsetzung auf der ndchsten Seite...
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Ligand MM/GBSA  Anzahl der Cluster Grofe der
[keal'mol™]  nach Minimierung Cluster
KuBral6l fred 12 -36.21 3 16-422
KuBral6l_fred_45 -30.38 15 3-213
KuBra216_169_sis -23.70 2 26-254
KuBra216_196_sis -27.49 3 1-475
KuBra216_fred_2 -30.90 13 6-159
KuBra216_fred_3 -29.25 8 14-340
KuBra216 002 clo  -35.75 5 26-225
KuBra216_002_clu  -31.18 11 1-125
KuBra221_150_sis -23.91 8 4-310
KuBra221_167_sis -34.58 6 17-310
KuBra221_fred_37 -29.89 9 7-170
KuBra221_fred_74 -37.53 7 24-172
KuBra221 002_Clo -35.60 5 27-237
KuBra221_001_Clu -33.75 10 1-237
KuBra275_fred_1 -28.50 12 7-220
KuBra275_fred_16 -31.79 5 3-417
KuBra275_001_Clu  -29.14 9 6-256
KuBra275 002 Clo  -29.68 6 6-214
KuBra275_003 Clu -32.60 4 13-404
KuBra275 004 Clo -35.45 5 20-256
KuKLO07_029_sis -22.30 13 6-137
KuKLO07_fred_0 -30.03 4 1-206
KuKLO07_fred_19 -27.58 2 167-336
KuKLO08_fred_55 -26.90 7 10-170
KUuKLO8 fred 9 -32.43 9 7-319
k8910031_fred_70 -28.95 6 22-193
k8910360_ad4_55 -28.66 9 5-282
k8910360_ad4_134 -25.57 3 26-265
k4020769 _ad4 157 -32.28 5 7-233
k4020769 ad4 200  -29.45 15 15-108
k4020769_fred_53 -28.91 13 9-186
k4020808_ad4_116 -31.61 10 12-164
k4020808 _ad4_155 -34.24 13 9-127
k4020808_ad4_16 -32.76 15 6-90
k4020808 fred_30 -31.36 18 9-81
k4020808 fred_61 -34.25 12 11-219
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C. Skripte

Fur die Bearbeitung der Aufgabenstellungen im Rahmen dieser Arbeit wurden zumeist grof3e-
re Datensatze verwendet, so dass von einer manuellen Bearbeitung abgesehen wurde. Daher
wurden die notwendigen Rechenexperimente uber Skripte automatisiert, welche im Folgen-
den vorgestellt und erklart werden sollen. Das Grundprinzip hinter allen Skripten war dabei
die Erstellung einer for-Schleife, wobei die Menge an Durchléufen lber Textdateien, welche

z. B. die Namen der Liganden beinhalteten, definiert wurde.

Ligand- und Proteinvorbereitung sowie Erstellung der Topologien in tleap

#!/bin/bash
comp="cat liganden.txt

for ¢ in $comp; do

#Unnamed in LIG umbenennen, Atomnummerierungen und Atomtypen anpassen

sed -i s/'lig/LIG/g $c\.mol2

sed -i sS/"CN'/L1G/g $c\.mol2

sed -i s/'N.2 '/N.pl3/g $c\.mol2

sed -i s/'CI32'/'CI3 /g $c\.mol2

#Komplex erzeugen

antechamber -i $c\.mol2 -fi mol2 -o ligand.pdb -fo pdb

grep ATOM pfgsk 1j1b.pdb > pfgsk 1j1b_$c\.pdb

grep ATOM ligand.pdb >> pfgsk_1j1b_$c\.pdb

grep ATOM water_vorlage.txt >> pfgsk_1jib_$c\.pdb

#antechamber, Berechnung der Partialladungen

antechamber -i $c\.mol2 -fi mol2 -o ligand.mol2 -fo mol2 -c bcc -s 2 -ek "gm_theory="AM1’,
grms_tol=0.0002, itrmax=10000, tight_p_conv=1, scfconv=1d-8, gmcharge=0,"

#parmchk, Ligandenparameter erstellen

parmchk -i ligand.mol2 -f mol2 -o ligand.frcmod

#Topologieerzeung in tleap

echo source leaprc.ff99SB >> tleap.in

echo source leaprc.gaff >> tleap.in

echo LIG = loadmol2 ligand.mol2 >> tleap.in

echo loadamberparams ligand.frcmod >> tleap.in

echo saveoff LIG ligand.lib >> tleap.in

echo saveamberparm LIG ligand.prmtop ligand.inpcrd >> tleap.in

echo loadoff ligand.lib >> tleap.in

echo com = loadpdb pfgsk_1j1b_$c\.pdb >> tleap.in

echo saveamberparm com pfgsk_1j1b_$c\_out.prmtop pfgsk_1jib_$c\ out.inpcrd >> tleap.in

echo savepdb com pfgsk_1j1b_$c\ out.pdb >> tleap.in

#Neutralisation des Gesamtsystems durch Hinzufligen von Chlorid-lonen

echo addions com Cl- 0 >> tleap.in

#Erstellen der Wasserbox

echo solvatebox com TIP3PBOX 8.0 >> tleap.in

echo saveamberparm com pfgsk_1j1b_$c\_solvated.prmtop pfgsk_1j1b_$c\ solvated.inpcrd
>> tleap.in

echo savepdb com pfgsk_1j1b_$c\ solvated.pdb >> tleap.in

echo quit >> tleap.in

240



10. Anhang

tleap -f tleap.in
done

MD-Simulationen mit AMBER11 (CPU)
#!/bin/bash

comp="cat liganden.txt

for ¢ in $comp; do

#1.Minimierung

mpirun -np 4 /opt/amberl1/exe/sander.MPI -O -i min.in -0 min.out -p
pfgsk_1j1b_$c\_solvated.prmtop -c pfgsk_1j1b_$c\ solvated.inpcrd -r min.rst \

-ref pfgsk_1j1b_$c\ solvated.inpcrd

echo Heize $c

#2.Heizen

mpirun -np 4 /opt/amberl1/exe/pmemd.MPI -O -i heat.in -0 heat.out -p
pfgsk_1j1b_$c\_solvated.prmtop -c min.rst \

-r heat.rst -x heat.mdcrd -ref min.rst

echo Dichte-Equilibrierung von $c

#3.Dichte-Equilibrierung

mpirun -np 4 /opt/amber11/exe/pmemd.MPI -O -i density.in -0 density.out -p
pfgsk_1j1b_$c\_solvated.prmtop -c heat.rst \

-r density.rst -x density.mdcrd -ref heat.rst

echo Equilibriere $c

#4.500ps Equilibrieren

mpirun -np 4 /opt/amberl1/exe/pmemd.MPI -O -i equil.in -0 equil.out -p
pfgsk_1j1b_$c\_solvated.prmtop -c density.rst \

-r pfgsk_1j1b_$c\_md0.rst -x equil.mdcrd

#5.MD

mpirun -np 4 /opt/amber11/exe/pmemd.MPI -O -i prod.in -o pfgsk_1j1b_$c\_md.out -p

pfgsk 1j1b $c\ solvated.prmtop -c pfgsk 1j1b_$c\ _mdO.rst \
-r pfgsk_1j1b_$c\ md.rst -x pfgsk_1jib_$c\ md.mdcrd
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MD-Simulationen mit AMBER11 (GPU-Forschungscluster des RRZ der Universitat
Hamburg)

#1/bin/bash

#PBS -V

#PBS -l nodes=1:ppn=12

##PBS -m abe

##PBS -M poll@chemie.uni-hamburg.de
#PBS -1 walltime=72:00:00

#PBS -o stdout.txt

#PBS -e stderror.txt

source /ddn/env/intel/compiler/12.0
source /ddn/env/openmpi/intel/1.4.4
source /ddn/env/mvaphich2/1.8alpl/gnu+cuda

export AMBERHOME=/ddn/sw/amber/11/multigpu/gnu+cuda+mvaphichl.8alpl/amberll
cd /ddn/home/fcra007/bernhard/MDs_wiederholt_pfgsk3_flexx/
comp="cat ligands5.txt"

for ¢ in $comp; do

cd $c

# Start,in Verzeichnis gehen

echo Starte $c

#Vorbereitung

echo Minimiere $c

#1.Minimierung

ISAMBERHOME/exe/sander -O -i min.in -o min.out -p pfgsk_1j1b_${c} solvated.prmtop -c
pfgsk_1j1b_${c} solvated.inpcrd -r min.rst -ref pfgsk_1j1b_${c} solvated.inpcrd

echo Heize $c

#2.Heizen

mpirun -np 3 SAMBERHOME/exe/pmemd.cuda_SPDP.MPI -O -i heat.in -inf heat.info -0 he-
at.out -p pfgsk_1j1b_${c} solvated.prmtop -c min.rst -r heat.rst -x heat.mdcrd -ref min.rst

echo Dichte-Equilibrierung von $c

#3.Dichte-Equilibrierung

mpirun -np 3 SAMBERHOME/exe/pmemd.cuda_SPDP.MPI -O -i density.in -inf density.info
-0 density.out -p pfgsk_1j1b_${c} solvated.prmtop -c heat.rst -r density.rst -x density.mdcrd -ref he-
at.rst

#4.500ps Equilibrieren

mpirun -np 3 SAMBERHOME/exe/pmemd.cuda_SPDP.MPI -O -i equil.in -inf quil.info -0
equil.out -p pfgsk_1j1b_${c} solvated.prmtop -c density.rst -r pfgsk_1j1b_${c} mdo0.rst -x
equil.mdcrd

#5.MD

mpirun -np 3 SAMBERHOME/exe/pmemd.cuda_SPDP.MPI -O -i prod.in -inf md.info -0
pfgsk_1j1b_${c} md.out -p pfgsk_1j1b_${c}_solvated.prmtop -c pfgsk_1j1b_${c} mdO.rst -r
pfgsk_1jib_${c} md.rst -x pfgsk_1j1b_${c} md.mdcrd
done
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MM/GBSA und MM/PBSA-Berechnungen
#!/bin/bash
comp="cat new_ligands2.txt"

for ¢ in $comp; do

# Start,in Verzeichnis gehen

echo Starte $c

cd $c

#MMPBSA .py --clean

cp ../decomp.in .

cp ../*mdin .

cp ../pfgsk_1j1b.prmtop .

#MM/GBSA- bzw. MM/PBSA-Berechnungen lber python-Skript MMPBSA.py

mpirun -np 4 MMPBSA.MPI -O -i decomp.in -o MMGBSA_pfgsk_$c\_ModusA.dat -do
PRD_pfgsk_$c\_ModusA.dat -sp pfgsk_1jlb_$c\ solvated.prmtop \

-cp pfgsk_1j1b_$c\ com.prmtop -rp pfgsk_1j1lb.prmtop -lp ligand.prmtop -y
pfgsk_1j1b_$c\_md.mdcrd -use-mdins

MMPBSA.MPI --clean

cd ..
done

Clustering
#!/bin/bash

comp="cat ligand.txt’

for ¢ in $comp; do
#In Ordner gehen
cd $c
#Ordner erstellen
mkdir cluster_thresh0.9
#Ordner vorbereiten
cd cluster_thresh0.9
echo Starte $c
cp ../../rep_clust_min.in .
cp ../pfgsk_1j1b_$c\ md.mdcrd .
cp ../pfgsk_1j1b_$c\_solvated.prmtop .
#i ] Clusterns#Ht
echo Clusternl $c
#Clustern mit pdb-Output des ReprAgasentanten
echo trajin pfgsk_1j1b_$c\_md.mdcrd > cluster_1.ptraj
echo ‘cluster out' $c 'representative pdb \' >> cluster_1.ptraj
echo "average pdb averagelinkage epsilon 0.9 mass '(:357|:27-36|:49-52|:100-109|:151-
157|:165-170)" >> cluster_1.ptraj

ptraj pfgsk_1j1b_$c\ solvated.prmtop < cluster_1.ptraj
#File-Nomenklatur anpassen .rep.c*-->.pdb

Is $c\.rep.* > liste.txt

list="cat liste.txt"

for i in $list; do

mv $i $i\.pdb

done
#File-Nomenklatur anpassen .avg.c*-->.pdb

Is $c\.avg.* > liste2.txt
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list2="cat liste2.txt’
for g in $list2; do
mv $g $g\.pdb
done
#File-Nomenklatur anpassen .c*-->.mdcrd
Is $c\.c* > liste3.txt
list3="cat liste3.txt
for h in $list3; do
mv $h $h\.mdcrd
done
#rmsd-Berechnung
#Snapshot-Nummer extrahieren und Snapshot entsprechend rausschreiben
for i in $list; do
echo trajin pfgsk_1j1b_$c\_md.mdcrd > rmsd.ptraj
echo reference $i\.pdb >> rmsd.ptraj
echo rms reference out $i\.rmsd @CA,C,N >> rmsd.ptraj
ptraj pfgsk_1j1b_$c\ solvated.prmtop < rmsd.ptraj
sort -k 2 $i\.rmsd | awk ‘{print $1}' | head -n1 > nummer.txt
num="cat nummer.txt’
for n in $num; do
echo trajin pfgsk_1j1b_$c\_md.mdcrd $n $n 1 > snap-
shot2.ptraj
echo average 3$i\.rst rest >> snapshot2.ptraj
ptraj pfgsk_1j1b_$c\ solvated.prmtop < snapshot2.ptraj
mv $i\.rst.-1 $i\.rst
done
rm nummer.txt
done
HHHHA#H#2. Minimierung + Ergebnis in PDB umwandeln######
# for i in $list; do
# mpirun -np 4 /opt/amber11/exe/sander.MPI -O -i rep_clust_min.in -0
$i\_min.out -p pfgsk_1j1b_$c\ solvated.prmtop -c $i\.rst -r $i\_min.rst
# ambpdb -p pfgsk_1j1b_$c\ solvated.prmtop < $i\_min.rst > $i\_min.pdb
# done
rm pfgsk_1j1b_$c\_md.mdcrd
cd.././
done

Minimierung

#1/bin/bash

#PBS -V

#PBS -l nodes=1:ppn=12

##PBS -m abe

##PBS -M poll@chemie.uni-hamburg.de
##PBS -1 walltime=24:00:00

#PBS -o stdout.txt

#PBS -e stderror.txt

source /ddn/env/intel/compiler/12.0
source /ddn/env/openmpi/intel/1.4.4
source /ddn/env/mvaphich2/1.8alpl/gnu+cuda
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export AMBERHOME=/ddn/sw/amber/11/multigpu/gnu+cuda+mvaphichl.8alpl/amberll
cd /ddn/home/fcra007/KuBral23_ModusA/
comp="cat ligand.txt’

for ¢ in $comp; do
cd $c
cp ./*in.
list="cat min.txt"
for i in $list; do
#Protonen
mpirun -np 12 /SAMBERHOME/exe/sander.MPI -O -i
staged_hydrogens_only.in -0 ${i}_staged_hydrogens.out -p pfgsk_1j1b_${c} solvated.prmtop -c
${i}.rst -r ${i} _hydrogens.rst -ref ${i}.rst
#Sidechains
mpirun -np 12 /SAMBERHOME/exe/sander.MPI -O -i staged_sidechains.in -0
${i}_staged_sidechains.out -p pfgsk_1j1b_${c}_solvated.prmtop -c ${i} _hydrogens.rst -r
${i}_sidechains.rst -ref ${i} _hydrogens.rst
#Alles
mpirun -np 12 /SAMBERHOME/exe/sander.MPI -O -i rep_clust_min.in -0
${i}_staged_all.out -p pfgsk_1j1b_${c} solvated.prmtop -c ${i}_sidechains.rst -r ${i}_all.rst
ambpdb -p pfgsk_1j1b_${c} solvated.prmtop < ${i}_all.rst >
${i}_min_all.pdb
done
cd ..

done
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D. Input-Files
Molekuldynamiksimulationen mit AMBER11
Minimierung

minimise kubra
&centrl
ig=-1,imin=1,maxcyc=1000,ncyc=500,
cut=8.0,nth=1,
ntc=2,ntf=2,
ntpr=100,
ntr=1,

/

BIAH

2.0

RES 1 357

END

END

Aufheizen mit Langevin-Thermostat

heat 13w

&centrl
ig=-1,imin=0,irest=0,ntx=1,
nstlim=25000,dt=0.002,
ntc=2,ntf=2,
cut=8.0, ntb=1,
ntpr=500, ntwx=500,
ntt=3, gamma_In=2.0,
tempi=0.0, temp0=300.0,
ntr=1,

/

&wt TYPE="TEMPOQ', istep1=0, istep2=25000,
valuel=0.1, value2=300.0, /
&wt TYPE='END'/

BIAH

2.0

RES 1 357

END

END

Dichte-Equilibrierung

heat 13w

&centrl
ig=-1,imin=0,irest=1,ntx=5,
nstlim=25000,dt=0.002,
ntc=2,ntf=2,

cut=8.0, ntb=2, ntp=1, taup=1.0,
ntpr=500, ntwx=500,
ntt=3, gamma_In=2.0,
temp0=300.0,
ntr=1,
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/

BIAH

2.0

RES 1 357
END
END

Equilibrierung

heat 193w

&centrl
ig=-1,imin=0,irest=1,ntx=5,
nstlim=250000,dt=0.002,
ntc=2,ntf=2,

cut=8.0, ntb=2, ntp=1, taup=2.0,
ntpr=1000, ntwx=1000,
ntt=3, gamma_In=2.0,
temp0=300.0,

/

Produktivrun

heat drg_rescore

&centrl
ig=-1,imin=0,irest=1,ntx=5,
nstlim=500000,dt=0.002,
ntc=2,ntf=2,

cut=8.0, ntb=2, ntp=1, taup=2.0,
ntpr=1000, ntwx=1000,
ntt=3, gamma_In=2.0,
temp0=300.0,

/

Energieberechnung

Input file for running PB and GB
&general
endframe=250, verbose=1,
# entropy=1,
/
&gb
igh=2, saltcon=0.100
/
&pb
istrng=0.100,
/
Mdins flr —use-mdins-flag

MM/GBSA
igh=2
ghsa=1
extdiel = 78.300000
saltcon = 0.100000
surften = 0.007200
rgbmax = 25.0
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MM/PBSA
inp=1

smoothopt =0
radiopt =0

npbopt =0

solvopt = 1

maxitn = 1000
nfocus = 2

bcopt =5

eneopt = 2

fscale =8

epsin = 1.000000
epsout = 80.000000
istrng = 0.100000
dprob = 1.400000
iprob = 2.0

accept = 0.001
fillratio = 4.000000
space = 0.500000
cutnb =0

sprob = 1.400000
cavity_surften = 0.005420
cavity_offset = -1.008000
dbfopt =1

arcres = 0.125

Stufenweise Minimierung

Alle Wasserstoffe
&centrl
imin=1,maxcyc=51000,ncyc=1000,
cut=8.0,nth=1,
ntpr=100,
ntr=1,
drms=0.01,
restraint_wt=10.0,
restraintmask="1@H=",
/
Alle Seitenketten
&centrl
imin=1,maxcyc=51000,ncyc=1000,
cut=8.0,nth=1,
ntpr=100,
ntr=1,
drms=0.01,
restraint_wt=10.0,
restraintmask="@CA,C,N,O’,
/
Alles
minimise kubra
&centrl
imin=1,maxcyc=50500,ncyc=500,
cut=8.0,ntb=1,
ntpr=100,
ntr=0, drms=0.001,
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E. Verwendete Gefahrstoffe und KMR-Substanzen

Gefahrstoff GHS Kenn- H-Satze P-Satze

zeichnung
Aceton Gefahr 02, 07 225-319-336 210-261-305+351+338
Acetonitril Gefahr 02, 07 225-302+312+319-332 210-280-305+351+338

3-Acetylbenzonitril

Brom

Brombenzol

Celite

Cer(IV)sulfat

2-Chlorbenzaldehyd

Chloroform

2-Cyanothioacetamid

Dichlormethan

Essigsaure

Ethanol

Ethylacetat

Kaliumcarbonat

Kaliumdihydrogenhphos-
phat

Achtung 07
Gefahr 05, 06,
09

Warnung 02, 07,

09

Achtung 07

Gefahr 07

Gefahr 02, 05

Achtung 06, 08

Achtung 07, 08

Achtung 07, 08

Gefahr 02, 05

Gefahr 02

Gefahr 02, 07

Achtung 07

Gefahr 05, 07

302,312,315,319,332,33

5

314-330-400

226-315-411

319-335

315-319-335

314

302-315-319-331-336-

351-361d-372

302+312+315+319+332
+335

315-319-335-336-351-

373

226-314

225

225-319-336

302-315-319-335

314

261,280,305+351+338

260-273-280-284-

305+351+338-310

273

261-305+351+338

261-305+351+338

303+361+353+305+351+

338+310+405+501

261-281-305+351+338-
311

280+302+352+261+301+
312+304+340+305+351+
338
261-281-305+351+338

280-305+351+338-310

210

210-261-305+351+338
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301+310-331
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