Strukturbasiertes Design
potentiell aktiver und selektiver Inhibitoren
der plasmodialen Glykogen Synthase Kindse
unter Verwendung von
Molekuldynamiksimulationen und
FreienBindungsenthalpierechnungen

Fakultat fur Mathematik, Informatik und Naturwissenschaften
Fachbereich Chemie, Institut fir Pharmazie
der Universitat Hamburg

Dissertation

zur Erlangung des akademischen Grades
Doctor rerum naturalium

Dr. rer. nat.
vorgelegt

von Herrn DiplomChemiker
Bernhard Poll
geboren am 18. Marz 1986 in Meppen

Hamburg 2015






1. Gutachter: Prof. Dr. Har3lirgen Duchstein
2. Gutachter: Prof. Dr. Wolfgang Maison

Datum der Disputation: 31.07.2015






ASo ei ne efgenbiahni¢ ferigj nra muld sie fir fertig erklaren, wenn man nach

Zeit und Umst2nden das M°gliche ge:

Johann Wolfgang von Goethe (1749832), deutscher Dichter der Klassik,

Naturwissenschaftler und Staatsmann






Fir Theo






Die vorliegende Arbeit wurde in der Zeit von Dezember 2010 bis Juni 2015 am Institut fur

Pharmazie im Fachbereich Chemie der Universitat Hamimigy der Leitung von
Herrn Professor Dr. Hans-Jirgen Duchstein

dem ich an dieser Stelle fir die freundliche Aufnahme in seinen Arbeitskreis danken mochte,

angefertigt. Mein besonderer Dank gilt
Herrn Dr. Thomas Lemcke

fur die Uberlassung des spannended interessanten Themas, fiir seine sehr engagierte B
treuung und Unterstitzung sowie die zahlreichen wertvollen Anregungen und Diskussionen,

die zum Gelingen dieser Arbeit beigetragen haben.

Danken mochte ich zudem
Herrn Professor Dr. Wolfgang Maison

fiir die Ubernahme des Zweitgutachtens.






Inhaltsverzeichnis

Publikationen und TaguNQSDEItIAQE............uvuiiiiiiiie e eeeer e e e e Vi
ADKUIrZUNGSVEIZEICNNIS .. .uuuiiiiiii i eeeeie e eeeeeeeeveene e e e e e eeeeeeeessessnnnmmmeeee s VT
(€1 (01T 1 PP PPPPPPPPRI Xi
IR 11 1= 0V P 1
1.1.Vektor-Ubertragene Infektionskrankheiten.............coooviiiiieami e 1
2 |V = 1= - VPSSR 2
1.2.1.LebenszyKIus der Malaria.........cccooeeeeiiiiiiieeeis e 3
1.2.2. Empfohlene Strategien der WHO gegen Malaria..............ccceuvvieemninnnnnnnnnn 4
1.2.2.1VeKtOFKONIIOIE.....cceieeeeeee e rrre e e e e e e e e 4
1.2.2.2.CNEMOPIAVENTION. .....uuiiiiiiiiiiiiiii ettt e e e e e 6
1.2.2.3.SChNellteStSYStEME. ... ..o 7
1.2.3.Artemisinin-basierte Kombinationstherapie...........cccccceiiiiieeeiiiiiiiiineeeeen, 10
1.2.3.1Artemisinin UNADEINVALE........cccceiieeeeeeiiiieeiieeee e eeme e 10

1.2.3.2 Wirkstoffkombinationen in der ACT..........ccooiiiiiiiiiimeen e 11

1.2.3.3 Arylaminoalkohole und-4Aminochinoline..............cccovvviiicccreeeeeiiiins 12
1.2.3. 4 ANTTOIALE. ...ttt ——— 14
1.2.4.Weitere Wirkstoffe in der Therapi€........ccceeeeieeiiieeecceeeiiieeei e 15
1.2.4.1 Malariaprophylaxe: Proguanil und Atovaquon..........ccccceeeeeeeevieeeeeennnn. 15

1.2.4.2 Behandlung schweré®.vivaxundP.ovaleMalaria......................ccoovveeenn. 17
1.2.5.Impfung gegen Malaria...........cccoeooeeiiiiiiieeeiic e 18
1.2.6.Wirkstoffe in der PIpeliNe............cooiiiiiiiii e 18
1.2.6.1 Weiterentwicklungen bekannter Wirkstoffe..............ccccvvvvviceeieeeeennns 19

1.2.6.2 Wirkstoffe mit neuem WirkmechanisSmus..............ccccvveivieeeveeeeineneennn. 20

2. KeNNINISSTAN........oeiiiiiiiiee ettt rree e e e e e e e e et e e eeeeaeeee i mmmreeeeeeennnees 25
2. L. ProteIrKINASEN......coi ittt e e ettt e e eees ettt e e et e et e e e e e e e e e e e e et e e aaeaaaeas 25
2.1.1.Der Aufbau von ProteinKiNaSen...............eueiiiiiieeeiiiiiiiee e 25
2.1.2.Mechanismus der Phosphatibertragung.............ccoouuviieemiiiieeeeeiviiieeeeeennns 27
2.2.Das humane und das plasmodiale KinOm...........ccccoiiiiiimeniiiieeee 28
2.3.Homologie deHSGSK-3UNAPTIGSK-3........cooiiiiiiiiiiiiiiie e 30
2.3.1.Physiologische Bedeutung dds8GSK-3..........ccoovrmiiiimiiiiiiimeeeeereinne e 30
2.3.1.1Inhibitoren demMHSGSK-3........cooiiiiiieeeeeme e 32



Inhaltsverzeichnis

2.3.2.Physiologische Bedeutung dBIGSK-3...........uuiiuiiiiiiiiieee e 34
2.4.Thieno[2,3b]pyridine als Inhibitoren dePIGSK-3..........ccooiiiiiiiiiiiie s 35
2.5.Die Struktur dePTGSK-3.... . e a s 36
2.6.Bindungsmodus und SeleKtiVItaL.............ooviiiiiiiiieenie e 38
2.7.DOCKING UNA SCOMNG ...ceeeeeiiiieiieeeeee et ee bbb enees 42

A (=] o =T Y ¢ 1= | PP RRRTRTOPY 45
4. Material UNd MEtNOTEN ........uuiiiiiiiiiiiiiii et eenas 47
I B To o3 (] o PP PPPPPPPP a7

N I I I Q) PRSPPI 47

I €1 T [T PPRUPPPRRRRUURRRRY o
4.2.Molekuldynamiksimulationen (MEsimulationen) miAMBERLL.............coeevvviinnns 50

4.2.1.1 Kraftfelder: GAFF UNdAMBER ffO9SB..........uuiiiiiiiiii e, 50
4.2.1.2Velocity-Verlet AIgOrtNMUS...........uueiiiiiiiiiiiiiieee e 51
4.2.1.3 Periodische Randbedingungen (PBC) und Particle Mesh Ewald (PM&2
4.3.LadUNGSMOUEIIE. ....cceiiiieeeee e e 54

4.3.1.Semiempirisches Verfahren (AMBCC).........ueiiiiiiiiiieeeeescceeiiiieeee e 54
4.4.Berechnung der Freien Bindungsenthalpien mittels MM/GBSA und MM/PBSAS5
4.5. TemperaturmMOUelle...........ooooriiiiiii et e e e e e e e e e e aeeee s 57

4.5.1.LangevinDynamik............ccoooiiiiiiiiiieeee s 57
4.6.GeomMetrieOPIMIEIUNGEN......uuuiiee e e e e ee e e eeeeiee e e e e e e e e e e et erne e e e eeaeeeeeeeeeerraaaae 58

4.6.1.Steepest descent und Conjugat@dient............ccoeeeeieeieeiiiiceeiiiiee e 58

5. Ergebnisse und DiSKUSSION............uuuiiuiiiiiiiiieeeiiiiiiiiiieeeeee e e e e e e e s smsmr e e e e e e e e e e e e e e e e 59

5.1.Generierung und Optimierung eines MD/MM/G(P)B3#beits-ablaufs anhand von

ProteinLigandKomplexen deHSGSK-3D...........oooiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeee e 59
5.1.1.DUrChflRrUNG.......cooiiii e e e aeeee s 60
5.1.1.1 Auswahlder KristallStruKtUren.............ooooioiiiiiiiimnen e eeeaes 60
5.1.1.2Bindungsmodi der humanen GS&-Inhibitoren...............cccccceeeiiiiiieenns 61
5.1.1.3.Ligand und ProteinparametriSierung.................uvveiccceeeeevvrenennnineeenns 63
5.0.1.AMINIMIEIUNG....cotttiieeieeiie e e et eeme et e e e e et e e e e e eaeeseesa e e e e eesaaa e eeean 64
5.1.1.5Molekildynamiksimulation.................cooiiiiiieeern e 64
5.1.1.6.Berechnung der Freien Bindungsenthalpien mittels MM/PBSAv.
MM/GBSA-VErfanreN........coouiiiiiiii e 65
5.1.2.Auswertung der MESIMUIAtIONEN...........couuuiiiiiiiiiiieee e mmmeens 65
5.1.2.1.Genereller Arbeitsablauf................ouuiiiiee s 65



Inhaltsverzeichnis

5.1.2.2.Stabilitat des GesSamiSYSIEMS........uuuuuiiiiiiii et eeeeee s 67
5.1.2.3 ProteinLigand-Interaktionen...............cccuuiiiiiiimmmniiiiiiie e 70
5.1.3.MM/GBSA- und MM/PBSABerechnungen der Freien Bindungsenthalpie®4
5.1.3.1Einfluss der Simulationslange/Schrittweite...............cccevvviieeeiivivinenne. 98
5.1.3.2Variation der interneielektrizitatskonstante und des Ladungsmoddi3l
5.1.4.Ubersicht:MD/MM/G(P)BSA-Arbeitsablauf............c..cccccoveevecmeeeeeereennee 102
5.2.Bewertung von Docking Posen des Thienof@d)i@yridin UGJ in 3ZDiL................... 105
5.2.1.DUIChfURNIUNG.....coi it e 105
5.2.1.1.Generierung des DatENSALZES...........ccuvvrrrimmimmeiiiiiiiieieee e 105
5.2.1.2Vorbereitung der Proteihigand-Komplexe............ccccovvvvviiiiivieenneennneee. 105
5.2.1.3Molekildynamiksimulationen und Berechnung der Freien
Bindungsenthalpien...........oo i 106
5.2.2.Ergebnisse desS RESCOIMNGS. ......uuuuuiiiiiiiiiiiieeeieiirieieee et e e e e e e s a e 107
5.3.MD/MM/GBSA-Studien zum Bindungsndas der Thieno[2;B]pyridine in der
g {15 G TP PPPPRRPPPPPRPPN 113
5.3.1.Mogliche Bindungsmodi neben Modus A............ccooiiiiiimmmnniiieeeeee 113
TR T 0 1Y/ o T [N 1S3 TP 114
5.3.1.2MOUUS Bi...ciie ettt 115
5.3.1.3MOAUS C UNA D.....iiiiiiiiiiieie ettt aa e e e e e e e e e 115
5.3.14AMOUUS Bttt 116
5.3.1.5M0OAUS F UNA G .o eee ettt e e e e e e e e e e 117
5.3.1.6MOTUS H..oooiee et 118
5.3.2.Reduktion der Ausgangsdatensatze................oevvvvvieemeeiiieeeeeeeii e 119
5.3.3.V0rdefinition deS WaSSEIS........uuuuiiiiiiiiiiiiiieeeiiiiiiiieieeeeeeee e e e e e e s eereeeaaaaae e 121
5.3.4.Bewertung der verschiedenen Bindungsmadi..............cccovvvveeeiiieeeeeeene, 122
5.3 4. LKIASSE 1@.....cciii i ittt ee ettt aaaaa e e e e e e 122
5.3.4.2KIASSE 1D ..ottt e et e e e e e e e 128
5.3.4.3KIASSE 2.ttt ———— 136
5.3.5.Zwischenergebnis: Rescoring d@oReCCoMDockingposen...................... 139
5.3.6.MM/GBSA-Berechnungen der Freien Bindungsenthalpien...................... 142
5.3.6.1Hierarchisches Clustering: Averagienkage Verfahren....................... 142
5.3.6.2MINIMIEIUNG.....eetiiiiiiieie e 144

5.3.6.3Korrelation zwischen biologischen Daten und der berechnegen~
Bindungsenthalphi€..........ooo e 145



Inhaltsverzeichnis

5.4.MD-Simulationen und MM/GBSMAerechnungen als Scoringfunktionen zur

Differenzierung der Thieno[3-b]pyridine in derPfGSK-3..............ovviviiiiiiiiiiceciininnns 155
5.4.1.DUrChflNIUNG......cooiiiee e e e e e e e e een s 155
9. 4.1.1D€r DAtENSALZ. .......ceeieieeii e 155
5.4.1. 2 FIEXX-DOCKING ......ctttiiiiiuiiiiiiiis s it e e e e e e e e eennsnas e e e e e e e e e e eaaes 158
5.4.2.MM/GBSA- Berechnungen der Freien Bindungsenthalpien..................... 159
5.4.3.INdUcCed Fit DOCKING......uuuuuuiiiiieiee e rene e e e e e e e eeeeeeeeaennes 169
5.4.3.1DUIChfURNIUNG ... ..uuiiiiiiiiiiii e 169
5.4.32.RESUIALE........cceiiiiieieeeeiiieteeee et e e e e e e ennee 171
5.4.4.Zwischenergebnis Erweiterung des Datensatzes............ccceevvveeeevvvvnnnee. 173
5.5.In silico Untersuchung neuer Thieno[2)®oyridine als potente und selektive
INNIDItOren dePTGSK-3 ... e e 175
5.5.1.DUIChfUNIUNG ... e e 175
5.5.2.Priorisierung neuer Thieno[2B]pyridine-Derivate...............cccccvvvvvviieennnnnes 180
5.5.2.1. Variationen in d@rtho-POSItioN.........ccoeeieeiiiiiiiieeeee e 181
5.5.2.2Variationen in demetaPosSition..............ooovviiiiiiiiicccieeeeee e 184
5.5.2.3Variationen in depara-POSItiON............ccoviiiiiiiiiiiecce 191
5.5.2.4.1n silico StrukturAktivitats-Beziehungen..............cceevvvviivivieeee e, 197
5.6.Synthesen der Thieno[2[BpYridine..........oooviviiiiiiiii e 199
5.6.1.Darstellung des ThioXopyridin 147...........oovvuuuiiiiiceeeeeeeeeee e e 199
5.6.2.Darstellung der substituiertéhPhenacylbromide 150 und 152.................. 201
5.6.3.Darstellung der Thieno[2;B]pyridine 155, 156 und 157..............ccceeeennnen. 202
6.  ZUSAMMENTASSUNG ....ciiiiiiiiiiiii i ciee et eee bbb e e e e e e e eeereeees 205
T SUIMIMABIY ettt eeee e et e oo e e et e ettt e e nmee e e e e e ee et eteeeeesnesb s mmme e e e e e e e ennnnnnnnes 207
8. AUSDIICK ... e arnn e e e e e 209
9. Experimenteller Teil ... 211
9. 1. ArbeItSIECNNIKENL... ..o e e e ennn s 211
9.2, ArbeItSVOISCRIITIEN. .. ..ot e e e e e e e eneens 213
9.2.1.Herstellung des pHaUNd pHBPUSErsR..........coovviiiiiiiiiiiiee e, 213
9.2.2.Synthese del-Phenacylbromide 150 und 152........ccccoeeueeeeeeeeeeeeees 213
9.2.3.Synthese des ThioXopyridin L14Z........coouiiiiiiiiiiice e nmmeeeaes 215
9.2.4.Synthese der Thieno[2[dpyridine 155 und 156..........ccccvvvieiiiiiiiiemceeiinnnn. 216
N ] 0= g o [PPSR 218



Inhaltsverzeichnis

AL SPEKIIEIN....cceeeeeee et 218
T =1 0 =11 =] o DU OO 220
(GRS (] o1 (PSP PPPPPPPPON 240
D INPUEFIIES. ..o eeene bbb e e 240
E.Verwendete Gefahrstoffe und KMBUDSIANZEN.........c.ovveiviiii e, 249
LIt EIatUIVEIZEICINIS ..o e e eaee e 251
7= 1] SES7= T [ 1T RS PPSPRRN 275
(Y o [T A 13 F= 10 | TP 277
EidesstattliCheErKIArUNG ..........coooiiiiiiieeee e e e e e e e e e enes 278



Publi kati onen und Tagungsbeitrage

Teile der vorliegenden Arbeit wurden bereits vorab in Form von Tagungsbeitrdgen und Art

keln an folgender Stelle veroffentlicht:

2014 Fleck, C; Memmel, E.; Foélsing, M.; Poll, B.; Hackl, T.; Seibel, J.; Maison, W.
Synthesisind Evaluation of Neoglycoconjugates Based on Adamantid Sca
folds. Eur. J. Org. ChenOl: 10.1002/ejoc.201403517

2014 Poll, B.; Lemcke, T.
Structurebased Design of new thieno[2)Bpyridines as selective PfGSKin-
hibitors using Molecular Dynamics Sifations and MM/GBSA Calculations.
EFMC-ISMC 2014, Lisbon, Portugal.

2012 Poll, B.; Kruggel, S.; Kunick, C.; Brandt, W.; Meijer, L.; Lemcke, T.
Molecular Dynamics Simulations and MM/GBS&aAlculations of Docking
Poses to predict the native Binding Mode aéilo[2,3-b]pyridines in PfGSK
3. DPhGJahrestagung, Greifswald, Germany.

2012 Poll, B.; Kruggel, S.; Kunick, C.; Brandt, W.; Meijer, L.; Lemcke, T.
Prioritization of Docking Poses via MCsimulations and MM/GBS@alcula
tions to predict the native Bindidode of thieno[2,ad]pyridines in plasro-
dial Glycogen Synthase Kina8ePfGSk3), EuroQSAR, Vienna, Austria.

2011 Poll, B.; Kruggel, S.; Lemcke, T.
MM/PBSA and MM/GBSA Calculations for Estimating the Free Energy of
Binding of Glycogen Synthase Kingdénhibitors. Joint Meeting of the Ge
man and Austrian pharmaceutical societies, Innsbruck, Austria.

Vi



Abkirzungsverzeichnis

AAV
ACN
Ala
anel.
Aq
Aryl
Arg
Asn
Asp
ATP
BDNF
bzw.
cu
CAMK
CDK
CK1
CsD
CLK
CMGC
Cys

d
DHA
DHFR
DHPS
DMF
DMSO
DTG
(e)br
EGFR
EMA
ERK
engl.
ePK

Allgemeine Arbeitsvorschrift

Acetonitril

Alanin

Anelliert

Aquivalent

aromatisch

Arginin

Asparagin

Aspartat

Adenosin Triphosphat

Brain-DerivedNeurotrophic Factor

beziehungsweise

Alpha-Kohlenstoffatom

Calcium/Calmodulirabhéngige Kinasen

Cyclin-abhangige Kinase

Casein Kinase 1

Cambridge Structural Database

CDK-ahnliche Kinase

Gruppe von Proteinkinas, die CDK, MAPK, GSK und CLK umfasst
Cystein

als Abkurzung fur Signalmultiplizitaten: Dublett
Dihydroartemisinin

Dihydrofolatreduktase

Dihydropteroatsynthetase

N,N-Dimethylformamid

Dimethylsulfoxid

DeutscherGesellschaft fir Tropenmedizin und Internationale Gesundheit
als Abklrzung fur Signalmultiplizitaten: (extrem) breites Signal
Epidermal growth factor receptor

Européische Arzneimittelagentur (engl.: European Medicines Agency)
Extracellular signaRegulated Kinase

Ubersetzung eines deutschen Begriffes ins Englischevameversa
eukaryotische Proteinkinase

Vil



Abkiirzungsverzeichnis

ESI

ff.
FRED
GIn
Glu
Gly
ggf.
GSK
GUI
HsGSkK-3b
HIV
HRMS
His
HTS
IC50
lle

IPN

IRS

ITN

IUPAC
Leu

Lys

m
MAPK
MD
MEK1/2
Met
MIFs
PDB

PIAPI

viii

electrospray ionisation

und folgende

Fast Rigid Exhaustive Docking

Glutamin

Glutamat

Glycin

gegebenenfalls

Glykogen Synthase Kinase

Graphical User Interface

Glykogen Synthase Kinakgh von Homo sapiens

Humanes Immundefizier¥irus

high resolution mass spectrometer

Histidin

High Throughput Screening

mittlere inhibitorische Konzentration

Isoleucin

Chemopravention der Malaria fur Hochrisikopatienten (ehgermittent
Preventive Treatment)

Behandlung von Hausinnenwéanden zur Bekampfung\dephels-Mucken
(.Indoor Residual Spraying)

insektizidbehandelten Moskitonetzen (engl.: Insectidiceated mosquito
Nets)

International Union of Pure and Applied Chemistry

Leucin

Lysin

als Abkurzung fur Signalmultiplizitaten: Miplett
Mitogen-aktiviertes Protein (engl.: Mitogefictivated Protein) Kinase
Molekuldynamik

MAP/ERK Kinase 1/2; auch: MAP2K1/2 (MAP Kinase Kinase 1/2)
Methionin

Molekulare Interaktionsfelder (engl.: Molecular Interactioal #s)
Protein Data Bank

Inzidenz der durcPlasmodium falciparunaerursachten Malaria

(engl.:Plasmodium falciparumnnual Parasite Rate)



Abkiirzungsverzeichnis

PfCK1 Casein Kinase 1 voRlasmodium falciparum

PIGSK-3 Glykogen Synthase Kinas@ vonPlasmodium falciparum

PfPK5 Protein Kinase 5 voRlasmodium falciparugrhomolog zu humanen CDK
PfPK7 Protein Kinase 7 voRlasmodium falciparugorphan kinase
PfPR Risiko einer durchiPlasmodium falciparuraeruisachten Malaria

(engl.:Plasmodium falciparurParasite Rate)

Phe Phenylalanin

pIC50 negativer dekadischer Logarithmus des IC50

PKA Proteinkinase A

PKC Proteinkinase C

PKG Proteinkinase G

Pro Prolin

q als Abkurzung fur Signalmultiplizitate Quartett

QSAR Quantitative Structuréctivity Relationship

quant quantitativ

RDT diagnostischer Schnelltest (engl.: Rapid Diagnostic Test)

rmsd mittlere quadratische Abweichung (engl.: root mean square deviation)
rmsf mittlere quadratische Flukation (engl. root mean square fluctuation)
RT Raumtemperatur

S als Abkurzung fur Signalmultiplizitaten: Singulett

S. Seite

SAS dem Losungsmittel zugangliche Oberflache (engl.: Solvent Accesible Surface)
Ser Serin

SEGSK-3 Glykogen Synthase Kinas/onSus scrofa

tr Retentionszeit

t als Abklrzung fur Signalmultiplizitaten: Triplett
Tab. Tabelle

TCAMS Tres Cantos Antimalarial Compound Set

Thr Threonin

TK TyrosinKinasen

TKL TK-ahnliche Kinasen

TZDZ Thiadiazolidinone

Tyr Tyrosin

Val Valin



Abkiirzungsverzeichnis

vgl. vergleiche
WHO World Health Organization
uv Ultraviolett

UV-Vis Ultriaviolett-visible



Glossar

Im Rahmen dieser Arbeit werden einige Fachbegriffe und feststehende (englische) Ausdricke
verwendet, die hier kurz definiert werden sollen. Wéiterende Erklarungen erfolgen im

FlieRtext oder Funoten der Dissertation.

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

(vgl. auch Sequenralignment).

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

Sinn: bei Proteinen die Folge von Peptidbindungen.

Back Pocket Bereich zwischen dem konservierten Lysin und der Se
tenkette des Gatekeepers innerhalb der-BirRletasche

einer Kirase.

Bindungsmodus (oder auch Modus). Innerhalb eines Dockings (Ulber e
nen oder mehrere Liganden eines Datensatzes) haufig
generierte und Uber Scoring gut bewertete Lésung. Kann

im Weiteren als native Pose in Betracht gezogen werden.

Clustering Gruppiere einzelner Elemente eine Menge nach iahnl

chen Eigenschaften.

Docking Einpassen eines Liganden in eine Bindetasche (\4gl. |
PAC-Definition S. 79).

Drug Design Arzneistoffentwicklung; weit gefasster Begriff, der nach
IUPAC neben der Leitstruktursuche uindptimierung

auch Pharmakokinetik und Toxikologie umfasst.

Equilibrierung Kurze MD-Simulation zur Geometrieoptimierung des
ProteinLigand-Komplexes innerhalb einer Losungsmi

tel-Box.

Xi
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Glycine-rich Loop

Hinge Region

Homology Modelling

Induced Fit

Minimierung

MM/GBSA

MM/PBSA

Molekuldynamiksimulation

Pose

Xii

Aminosaure, die in der ATBindetasche von Protei
kinasen furden Zugang zur hydrophoben Untertasche
(der Back Pocket) eine entscheidende Rolle spielt (vgl.
S. 13).

Bereich, der die ATHBindetasche von Proteinkinasen
begrenzt und der besonders haufig die Aminosauye Gl

cin enthalt.

ergl.: Scharnier; Verbindung von-GQind Nterminaler

Doméne in Proteinkinasen.

Berechnung von Homologiglodellen (auch Compaiat
ve Modelling, vgl. S. 29 ff.).

Anpassen eines Rezeptors an einen Liganden duszh de

sen Bindung.

Geometrieoptimierung von Ligand, Protein oder Pretein

LigandKomplexen in lokales energetisches Minimum.

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

miksimulationen.

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

miksimulationen.

(oder auch MBSimulation), Berechnung der Bewegung
eines ProteiLigandKomplexes (oder auch Protein

ProteinrKomplexes) m einer LosungsmitteBox.

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

rmsf

Redocking

Scoring

Screening

Snapshot

Startstruktur

Target

vgl. Abkirzungen; im engeren Sinn: Wert [A] fur die
mittlere quadratischeAbweichung der Distanz der
(schweren) Atome zweier Uberlagerter Molekileizue

nander.

vgl. Abkiirzungen; im engeren Sinn: Wert [A] fur die
mittlere quadratische Fluktuation der Distanz der (gshw

ren) Atome zweier Uberlagerter Moleklle zueinander.

Docking eines Liganden in den kokristallisierten Reze

tor.

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

ke einer Interaktion zwischen Ligand und Protein.

(Virtual/High-Throughput) Auswahlverfahren; im esg

ren Sinn: das Testen einer grof3en Anzahl von Molekllen
auf ihre Aktivitat an einer Zielstruktur hin. Geschieht
dies am Rechner (in silico), wird das Verfahren als Vi
tual Screening bezeichnet. Werden grof3e Substarzbibli
theken real mit biochemischen Assays getestet, spricht

man von High Throughput Screening (HTS).

Wahrend der Molekildynamiksimulation generierte-G
ometrie des ProteihigandKomplexes in einer &-
sungsmittelBox. Die Summe der erhaltenen Snapshots
ergibt die MDSimulation. Ausgangspunkt fur dieeB

rechnung der Freien Bindungsenthalphien.

Der Begriff der Startstruktur bezeichnet den Protein
LigandKomplex vor dem Beginn des Arbeitsablaufs
Diese wird, wenn nicht anders erwahnt, in denwais

tungen als Referenzstruktur verwendet.

Im Allgemeinen: Zielstruktur eines Wirkstoffes. InuZ
sammenhang mit MIFs: Struktur, flr die Interaktiens

nergien berechnet werden sollen.
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Glossar

Wasserstoffbrtiickendonor

Wasserstoffbriickenakzeptor

Xiv

Beschreibt die Eigenschaft einer funktioeell Gruppe,
die an einer Wasserstoffbrickenbindung beteiligt ist Der
Begriff Donor umfasst dabei alle Funktionalitaten, die
Protonen zu dieser Interaktion beitragenBz.(prob-

nierte) Amine, Hydroxylgruppen usw.).

Beschreibt dieEigenschaft 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 (B. Carbonylverbindungn, Ca-

bonsauren usw.).
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1. Einleitung

1.1. Vektor-UbertrageneInfektionskrankheiten

Ein Sechstel der weltweit jahrlich auftretenden Infektionskrankheiten werden durch Vektoren
Ubertragen, fur Uber eine Million Menschen mit toédlichem AusddhgMehr als 50% der
Weltbevolkerung lebt in einem Risikogebiet fiir Vektdrertragene Infektionen. DieselZa

len sind Anlass fur die Weltgesundheitsorganisation (WHO) im Rahmen des Waeiltgesun

heitstages 201 Schwerpunkt auf Vekteibertragene Infektionskrankheitenlegen[1].

-

' Western Pacific (2

D Lymphatic filariasis u Chagas disease

Dengue/dengue D Bl
haemorrhagic fever

Abbildung 1.1. Weltweite Verteilung verschiedener Vekdidoertragener Infektionskrankheiten nadhL et

al.[2]. Die in Klammern angegebenen Zahlen beziffern die gegendtodeszahlen fur jede Region, angegeben

in tausend Schritten. Die Diagramme beschreiben die Anteile der jeweiligen Infektionskrankheiten amn den en
sprechenden Todeszahlen.

Der Begriff Vektor umfasst lebende Organismen, die Infektionskrankheiten zwi3iten

und Mensch Ubertragen. Dabei handelt es sich zumeist um blutsaugende Insekteh; die wa
rend der Nahrungsaufnahme krankheitsverursachende Mikroorganismen aufnehmdmn bzw. a
geben und so deren Lebenszyklus aufrecht hilferin Tabellel sind die wichtigsten Vk-
tor-iibertragenen Infektionskrankheiten und deren Ubertrager zusamfasstigBesonders
betroffen sind die Entwicklungslander, auf afrikanische und asiatische Lander entfallen die

meisten Todesfalle durch Vektdbertragene Infektionskrankheiten (v8bbildung1.1.).
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Tabelle 1. Zusammenfassung der wichtigsten Vekiibertragenen Infektionskrankheiten und ihrer Ubertrager
nach [1] sowieHILL et al[2].

Infektionskrankheit Vektor
Malaria Weibliche AnophelesMiicke
DengueFieber Agyptische bzw. Asiatische Tigermuck&egdes aegypbzw. Aedes albopictys

Bilharziose (Schistosomiasis) PéarchenegelSchistosoma

Leishmaniose SandmickeRhlebotominag
ChagasKrankheit Raubwanzen (Triatoma infestans)
Gelbfieber Agyptische TigermiickeAedes aegypti
1.2. Malaria

Wie ausAbbildung 1.1. deutlich wird, stellt Malaria die weltweit verbreitetste und falge
schwerste durch Vektoren tbertragene Infektionskrankheit dar. In 2012 infizierten sich nach
Angaben der WHO 207 Millionen &hschen mit Malaria, davon starben 627.08]0 Stark
betroffen sind die afrikanischen Lander:®0der Infektionsund 90% der Todesfélle entfa

len auf diese Region. Zusatzlich leidbasonders Kinder unter dieser Krankheit: So sind
77 % der verzeichneten Todesfalle Kinder im Alter unter 5 Jal#kengeldst wird die Infie-

tion beim Menschen durch fiinf Protozd&pezies der GattunBlasmodium Plasmodium
falciparum Plasmodium vivaxPlasmodium ovalePlasmodium malariaeind Plasmodium
knowlesi[3]. Die Ubertragung des Erregers erfolgt tiber den Stich der weiblishepheles
Mucke. P.falciparumund P.vivaxsind dabei flrdie meisten Infektionen verantwortli¢H].

Die durchP.falciparumverursachtéMalaria tropicaweist die schwersten Krankheitsverlaufe
auf, weshalb nahezu alle Todesfélle Buialciparumzurickzufiuhren sing4]. Interessante
weise istP.vivaxdeutlich verbreiteter alB.falciparum da sich der Erreger bereits bei niedr
geren Temperaturen innerhalb darophelesMicke vermehren und Uberleben kann. Zusat
lich kénnen diese Protozoen als Hypnozditem menschlichen Organismus pist&ren (vgl.
auch Abschnittl.2.1) umso in Zeitraumen zu Uberleben, in denen keine Mucken fir die Ve
breitung der Infektion verfiigbar sind &. in den Winterronaten).P.ovaleund P.vivaxver-
ursachen die sogenanrialaria tertiana Namensgebend sind dabei die klinisch kenteeic

nenden Fieberschiibe, die an jedem dritten Tag auftreten. Eine InfektiBrmmalariaewird

'Der Begriff Pr ot oprotézoonAdgarsi eecrhs.t e ¥TU hesuntis)sreriMulilisitsusdt  a | | e
heterotrophen Lebensweise als tierisch angesehene eukaryotische Einzeller.

2Als Hypnozoit versteht man das Ruhestadium der Malariaerféigsmodium ovalaend Plasmodium vivax

Die Parasiten verbleiben dabei in den Hepatozytengiizelien) ohne dass es zu klinischen Symptomen @er M

laria kommt. Aus bisher ungeklarten Griinden kénnen diese zu einem spateren Zeitpunkt reaktiviert werden und
setzen den oben beschriebenen Lebenszyklus fort.

2
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als Malaria quartanabezeichnet. Entsprechereten hier die charakteristischen Fieberanfa

le jeden vierten Tag ayb]. Die vonP.knowlesiausgeloste Form der Malaria zeichnet sich
durch tagliche Fieberanfalle aus. Beknowleshandelt es sich um eine beim Menschen eher
selten auftretende Form der Malaria, da zumeist Affen betroffen sind. Sie tritt &chijots

in Stdostasien ayi#l]. Obwohl bereits in den 1930 Jahren das erste Mal dokumentiert wurde,
dass auch Menschen von diesem Parasiten infiziert werden kénnen, wurde diesem erst 2004

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

1.2.1.Lebenszyklus der Malaria

Alle funf ProtozoerSpezies weisen grundsatzlich einen gemeinsameiimldung 1.2.
schematisch dargestellten) Lebenszyklus auf, der sdigliEh in zeitlichen Ablaufen und
den damit verbundenen charakteristischen Fieberschiben untersgReidet

|

.~ Gameten

>

L4

Abbildung 1.2. Lebenszyklus Malaria nadlWINZELER et al.[7]

Wahrend der Blutmahlzeit einer mit Malaria infiziertAnophelesMicke wird Uber deren
Speichel der Erreger in Form von Sporozoiten in den menschlichen Blutkreislauf Gbergeben
(vgl. Abbildung 1.2.). Uber diesen gelangen sie in die Leber und dringen dort in Laberp
renchymzellen ein. Im Fall voR.ovaleund P.vivaxbesitzt der Parasit nun zwei Opten:

Zum einen kann er als Hypnozoit in der Leber persistieren und zu einem spéateren Zeitraum
ausbrechen bzw. zu den fir diese beiden Protozoen typischen Rezidiven (Ruckfallen) fihren
oder zum anderen sich entsprechend der anderen Efrggen durch ungehlechtliche

Vielteilung (Schizogonie) zu Merozoiten vermehren (\ghbildung 1.2.). Dieser Prozess
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lauft in den sogenannten Merosomen ab, die anschlieRend zunsibebeid wandern und

dort die Merozoiten in den Blutkreislauf freigeben. Dort befallen selbige die Erythrozyten, in
denen eine weitere Mdglichkeit der Schizogonie besteht. An deren Ende entstehen abermals
Merozoiten, die bei der Lyse der Erythrozytendesietzt werden und die charakteristischen
Fieberanfalle verursachen. Die freigesetzten Merozoiten befallen nun wiederum ndue Eryt
rozyten. Neben der Schizogonie kdnnen die Merozoiten auch zu mannlichen und weiblichen
Gametocyten differenzieren, die bei@irBlutmahlzeit von einer Micke aufgenommerr-we

den kénnen. In der Miicke erfolgt nun die geschlechtliche Vermehrung Uber Zygoteund O
kinete zur Oocyste, die Sporozoiten beinhaltet, welche wiederum Uber die Speicheldrisen

beim nachsten Stich auf den Mengstliertragen werden konngn8].

1.2.2.Empfohlene Strategien der WHO gegen Malaria

Die dargelegten Infektionsund Todkszahlen zeigen deutlich, dass Malaria weiterhin eine
weltweite Bedrohung darstellt. Der letztjahrigéorld Malaria Reportder WHO[3] wagt e-

nen Riuckblick auf die Entwicklung der Maldsekampfung der letzten 14 Jahre und stellt
deutlich klar: 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 wdi8lerso kom-

ten seit 2000 durch politisches Engagement und die Investitionen in globale NPatzgakte
basierend auf den von der WHO vorgeschlagenen Maflinahmen 3.3 Millionen Leben gerettet
werden, 3 Mio. davon Kinder unterahren. Die Sterblichkeitsrate konnte seitdem weltweit
um 42% Uber alle Altersgruppen (48 bei Kindern unter 5 Jahren) und die Zahl der Neui
fektionen um 3P0 reduziert werden. Speziell in Afrika wurden %©weniger Todesfallecs

wie 31% weniger Neuinfeltonen verzeichnet, bezogen auf einzelne Lander fallen didse Za
len sogar deutlich hoher aus. Diese Entwicklung fuhrt die WHO auf vier Schlagwatter z
rick: VektorKontrolle, Chemopravention, Schnelltestsysteme und Artemibiagierte
Kombinationstherapi€¢ACT). Die damit verbundenen Strategien und Maflihahmen sollen im

Folgenden genauer erlautert werden.

1.2.2.1. Vektor-Kontrolle

Die von WHO empfohlenen Strategien zur Vekitantrolle, d.h. die zur Einddmmung der
AnophelesMiiicke als Ubertrager der Malast&rreger engesetzten MaRnahmen, setzen sich

3Das Lebersinusoid (la¥/ena intralobularig ist ein erweitertes KapillargefaR (Sinusoid), dass das sauerstoffre
che Blut aus der Leberarterie (lAtteria hepatica proprigund das nahrstoffreiche Blut aus der Pfortader (lat.
Vena portagtransportiert.

4
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aus dem Einsatz von insektizidbehandelten Moskitonetzen (engl.: insteeitkd mosquito

nets, ITNs bzw. londasting insecticidal nets, LLINS) sowie der chemischen Behandlung von
Hausinnenwénden zur Bekampfung der Mirckesammen (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 gewah@dra8der weltweit, davon 39 afrikanische
Lander, kostenlosen Zugang zu ITNs, so dass 20238 4Rler Haushalte sudlich der Sahara
Moskitonetze zur Verfigung standen. Die Funktionsweise der ITNs und LLINs basiert auf
dem Aufbau von physischen und chemiscBanrieren fur dieAnophelegviticke. ITNs we-

den dabei mit Insektizid getrankt. Dieser Vorgang muss mindestens einmal pro Jamn wiede
holt werden. Im Unterschied dazu werden bei den LLINs die Insektizide an das Netzmaterial
gebunden bzw. in die Fasern integr, so dass Uber einen Mindestzeitraum von drei Jahren
ohne Nachbehandlung der Netze mit dem Insektizid Schutz garantiert werden soll. Als Net
material werden Polyester, Polyethylen oder Polypropylen eingg&tzAls Insektizide
empfiehlt die WHO verschiedene Derivate aus der Substanzklasse der Pyrethroide, welche
strukturell an die Wirkstoffe des naturlichen Insektizids des Pyretfit®m die Pyrethrine,
angelehnt sind. InAbbildung 1.3. sind die gangigsten Vertreter Deltamethrit), (U-
Cypermethrin 2) und Permethrin3), welche teilweise mit Piperonylbutoxid)(als Synergist

verwendet werden, dargest¢i 11-12].

BrY/,,VL CI\///'VL

Br Cl ol ol
0”0 0”0 o
. o
JUrT U OO
Deltamethrin a-Cypermethrin Permethrin
1 2 3
0\
o CCl;
Y Cl O
V\/OV\O/\/O o
2 XD &
SNTTo Cl
Piperonylbutoxid Propoxur Dichlorodiphenyltrichlorethan

4 5 6

Abbildung 1.3. Von der WHO empfohlene Wirkstoffe fur ITN, LLIN dnlRS[9, 11-12].

Allerdings sind in Westafrika bereits Resistenzfalle »mopheles gambiaeiner der Haup
vektoren der Malaria, gegen Pyrethrtndektizide verzeichnet worden. Ursache hierfir ist

der Austausch einer Aminosaure in der axonalen NatKamalinsektizidBindetasche der

5
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Micke. Aus diesem Grund befinden sich aktuell Kombinationen aus PyrethrmdNon
Pyrethroidinsektiziden wie zum Beispiel das Propoxby &ls Netzlberzug fir LLINS in der
Entwicklung. Letzteres wurde VdPENNETIER et al. [13] bereits gegen Pyrethrer@sistente
Moskitostamme vorAedesaegyptii dem Vektor des Dengtéebers, erfolgreich getestet.

Als weiteres Mittel zur VekteKontrolle wird weiterhinindoor residual sprayingIRS) en-
gesetzt, allerdingsind laut aktuellen Zahlen nur 135 Mio.%der Menschen in Risikogehi

ten) durch IRS geschutzt. Grund hierfir ist, dass in vielen Gebieten aufgrund von Resistenzen
die bisher eingesetzten Pyrethrdidektizide durch die teureren N@yrethroidinsektizde
substituiert wurden. Zusatzlich sind die finanziellen Méglichkeiten zum Einsatz von IRS stark
eingeschrankf3]. In Gebieten mit PyrethroitesistenterAnophelesStammen, wie zum Be

spel die Anopheles funestua Sidafrika, wird oftmals noch Dichlorodiphenyltrichlorethan

(DDT, 6) eingesetzt, allerdings unter strenger Uberwachung der Y/THO

1.2.2.2. Chemopravention

Eine wichtige MaRnahme zum Schutz von Hochrisikopatieriesonders Schwangere und
Kleinkinder ist die Chemopravention (engl.: intermittent preventive treatment, IPT). Als
wichtigstes Préparat wird hier eine Kombination aus Sulfadogiruid Pyimethamin 8)

eingesetzf3].

~
é 0)
ery
S S
O H

Sulfadoxin Pyrimethamin Amodiaquin
7 8 9
Abbildung 1.4. Strukturen der in der IPT eingesetzten Wirkstoffe.

Fir Schwangere empfiehlt die WHO den Therapiebeginn ab dem 2. Trimester in elmem A
stand von mindestens einem Monat, um eine Monotherapie und damit die Mdglichkeit zur
Resistenzbildung zu vermeiden, allerdings mindestens die Einnahme von drei Dosen wahrend
der Schwangerschaftl4]. Die Kombinationstherapie von Sulfadoxin/Pyrimethamin hat zweli
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 @) und Sulfadoxin/Pyrimethamin verabreicht werfied.
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1.2.2.3. Schnelltestsysteme

Wie bei allen aderen Krankheiten ist auch bei Malaria eine schnelle und korrekte Diagnose
entscheidend, um eine geeignete Pharmakotherapie einzuleiten und somit falscheesder geg
benenfalls resistenzenférdernde Anwendungen zu verhif@erAus diesem Grund wurden
mehrere Schnelltestsysteme (engl.: rapid diagnostic test, RDT) etabliert, die sich in maikrosk
pische und nichtmikroskopische Verfahren unterscheiden l4d8gnErstere umfasst Blu
filmanalysen, die Fluoreszenzmikroskopie und die Detektion spezifischer Aminosauneseque
zen mittels Polymerasekettenreaktion (engl.: Polymerase Chain Reaction, PCR). Biese M
thoden zeichnen sich durch eine hohe Spezifizitat und Sensibilitat aus, ¢daat®dium
Spezies bereits bei Konzentrationen veh05Parasiteisl (je hach Methode) detektiert we

den konnen. Allerdings sind diese Verfahren teilweise sehr (b&st zu 24 Stunden im Fall

der PCR) und aufgrund der bendétigten Ausristung (Mikroskop, Frenesiikroskop, PCR

Anlage etc.) kostenintensiv (vdlabelle2).

Tabelle 2. Vergleich mikroskopischer und nichtmikroskopischer Schnelltestaye nactviooDyY [15].

Parameter Mikroskopie  PCR Fluoreszenz Teststreifen
Sensibilitét (Parasitengl) 50 5 50 >100
Spezifitat Alle Spezies  Alle Spezies Nur P.falciparumgut  Testsystem
abhéngig
Zeit 30-60 min 24 h 30-60 min 20 min
Kenntnisstand Hoch Hoch Moderat Niedrig
Equipment Mikroskop PCRAnNlage Fluoreszenzmikroskoj TestKit
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
gunstiger sind. Dabei handelt es sich um einen Teststreifensystem basierdach &rinzip

der Immunochromatographie (v@bbildung 1.5.). Als stationédre Phase dient eine Nitleze
luosemembran auf der in bestimmten Bereichen Malaniigenspeifische Antikdrper
immobilisiert sind (vgl.Abbildung 1.5., Abschnitt A). Die mobile Phase besteht aus einem
Puffer, der MalarigAntigen (vgl.Abbildung1.5., in griin dargestellt) beinhaltenden Blutprobe
sowie einem panspezifischen Antikorper, welcher allerdings zusétzlich mit einem Liposom,
an das entweder Selenfarbstoff oder Gattigel gebunden sind (vghbbildung1.5., in vio-

lett dargestellt), komplexiert ist (vghbbildung 1.5., Abschnitt B). Wéahrend der Migration

der mobilen Phase tber den Nitrozellulosestreifen interagiert das immobilisierte Antigen mit
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dem erzeugten Malarantigen-AntikdrperKomplex in der Blutprobe, wobei durch demki
osomMarker eine farbige Linie (Testlinie) erzeugt wird (vgbbildung 1.5., Abschnitt C).
Je nach Spezifitat des immobilisierten Antikdrpers bzw. welches Mdaatigen adressiert
wird, kann lediglich die Infektion mit Malaria nachgewiesemrosibgar zwischen ein@las-
modium falciparumund NichtfalciparumMalaria unterschieden werden. Zusatzlich ist am
Ende des Streifens ein fir den unkomplexierten, markierten Antikorper spezifischemrAntiko
per (vgl.Abbildung1.5., in orange dargestellt) oder ein spezifisches Antigen (meist ein-Ziege
AntimausAntigen) 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 Malarigschnelltests (schematische Darstellung) ndcopy [15].

Aktuell finden drei MalarigAntigene als Zielstrukturen in immunochromatographischen
Schnelltests Anwendung: HistidRich-Protein 2 (HRF2), parasitenspezifische Lactatddhy
rogenasefdLDH) und PlasmodiumAldolase.Rock et al.[16] beschrieben wi®lasmodium
falciparuminfizierte rote Blutkérperchen (engl.: infected red blood cells, IRBC) drei-Hist
din-Rich-Proteine-HRP-1, HRP-2 und HRP3- an ihrer Zelloberflache Gberexprimierenpw

8
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bei das HRR2 am starksten ausgepragt ist. HR®ird in den asexuellen Stadien (Schmzo

ten) sowie jungen Gametocytenstadien des Erregers produziert und tritt iR.&dlerparum
Parasiten aufl6]. Damit war es das erste Antigen, das in Schnelltests eingesetzt wurde. Als
zweites detektierbares Antigen wirceddarasitenspezifische Lactatdehydrogenase eingesetzt.
Dieses Enzym wurde im Glykolystignalweg des Parasiten gefunden. Es wird sowohl in den
asexuellen als auch in den sexuellen Stadien der Protozoen produziert und spezifisshe Isom
re der pLDH treten imllen PlasmodiurrSpezies auf. Neben der pLDH wurden weiterei-Ant
gene aus dem Glykolys®ignalweg als Zielsysteme fir RDTs vorgeschlagen. Diese basierten
auf den vorMEIER et al. [17] durchgefuhrten Untersuchungen zum Energiestoffwechsel der
Schizonten in den Erythrozyten. Sie zeigten, dass diesen Entwicklungsstadien der Protozoen
ein funktionierender Citratzyklus f&hund ihr Energiehaushalt stark vom Glykolysezyklus
abhangt. Aldolasen spielen dabei eine entscheidende RidIER et al. konnten zudemra

hand von Klonierungsexperimenten zeigen, dass diese Aldolasen spezifis®ticifir
falciparumMalaria sind und wurehn daher fur Schnelltests hinzugezogen. Die angewendeten
MalariaAntigene lassen sich somit wie folgt ihrer Spezifitdt zusammenfassen:

1 Histidin-Rich-Protein 2:P.falciparumSpezies
9 Parasitenspezifische Lactatdehydrogenase. Isomer®lafimodiuriSpezies

1 Aldolasen:Nicht-falciparumSpezies.

Ein Beispiel fur einen immunochromatographischen Schnelltest, welcher zwischen
P.falciparumund Nicht-falciparumMalaria differenziert, wird unter dem Handelsnamgn O
tiMAL -IT (TCs BIOSCIENCES Botolph Claydon, Buckingham, England) vertrieben. Hier wird
eine Kombination aus zwei panspezifischen und eiRdaiciparumspezifischen pLDH A-
tikorper eingesetzt. Einer der panspezifischen Antikorper, mit Goldpartikel konjugiert, wird
im Laufmittel zu Komplexierung der Malaria LDH verwendet. Der zweite panspezifische
sowie derP.falciparumspezifischen pLDH Antikérper sind getrennt voneinander imriobil
siert. Im Fall einer Malaria Tropica Infektion (durBlfalciparun) wirde der markierte Mail
ria-Antigen-AntikdrperKomplex von beiden Testlinien gefangen werden (farblich dureh vi
lette Streifen dargestellt) bzw. von einer Testlinie im Fall eiiehtfalciparumMalaria. Die
fortscheitende Entwicklung der Schnelltestsysteme spiegelt sich auch in dendumgszb-

len wieder. So stieg die Zahl der Testungen von MakMeiaachtsfallen in Afrika von 3%

im Jahr 2010 auf 6% in 2012 bzw. von 4% auf 64% weltweit. Dies ist durch den &e
mehrten Einsatz der beschriebenen immunochromatographischen Sclstediiest begrii-

det, die in 2012 4@ der Testungen in Afrika ausmachten. Ebenso stieg 2012 die Zahl der
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mikroskopischen Untersuchungen auf 188 Millionen weltweit. Diese Zahlen belegen ei
drucksvoll, welchen entscheidenden Stellenwert die Diagnostik iBetfeandlung von Mal

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 Verfugung, die eine hohe #tiurelle Variation und ein entsprechend weites
Wirkungsspektrum aufweisefi8]. Trotzdem wurden gegen alle aktuell eingesetzterr Ar
neistoffklassen Resistenzen dokumentiert, so dass nur die Artentiasiarte Kombinatios:
therapie (ACT) als einzige effektive Behandlungsmethode von der WHO empfohlef8wird
19]. Im Folgenden sollen daher das Artemisiriifl) (vgl. Abbildung1.6.) und deren Derivate
sowie die zur Kombination dargereichten Wirkstoffe vorgestellt werden.

1.2.3.1. Artemisinin und Derivate

Bereits 1972 konnte aus dem eimjgbn Beiful3 (lat Artemisia annuaAbbildung 1.6.) das
Sesquiterpenlacton Artemisinin extrahiert werden, welches sich durch eine charakteristische

Endperoxidstruktuauszeichnef20].

OR

Artemisinin R = H: Dihydroartemisinin
R = CHj;: Arthemether
R = Succinat: Artesunat
R = C,Hjs: Artemotil

Abbildung 1.6. Links: Einjahriger BeifulArtemisia annuaRechts: Artemisinin und deren in der ACT anhg
setzten Derivate.

Es weist bei geringen Nebenwirkungen eine kurze Halbwertszeit von funf bis sieben Tagen
und somit eine gute Metabolisierung §21-25]. Nachfolgend konnten vier Derivate des A
temisinin mit ebefalls therapeutischer Wirkung entwickelt werden: Dihydroartemisihin (

ein aktiver Metabolit), Artemether®), Artesunat 13) und Artemotil 4) (vgl. Abbildung

1.6.). Der Wirkmechanismus dieser Substanzen ist nicht vollstandig aufgeklart. Es Kennte a

lerdings bereits gezeigt werden, dass sie in der Nahrungsvakuole das Parasiten aufgrund ihrer

10
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Peroxidstruktur Uber freie Radikale mit Ham interagieren und zusatzkcNwkleinsduren

und Proteinbiosynthese der Protozoen hem[@€h Artemisinin und deren Derivate wirken
sowohl in den asexuellen als auch sexuellen Stadien des Parasiten im Blut, so dass auch die
Transmission reduziert wirdllerdings wurden auch fur diese wichtige Arzneistoffklasse R
sistenzen verzeichnf27-28]. So berichtetedamBou et al.[29] bereits 2005 von Resistenzen

von P.falciparumresistenten Stammen gegenuber Artemether. Sie fuhrten dies auf eine
Punktmutation (S769N) d&fATPase6 zuriick und postulierten diese als mdgliche Ziekstru

tur der Artemisining29]. Inzwischen gibt es weitere Berichte Uber Resistenzen gegen Art
misinin z.B. aus Kambodscha, Myanmar, Thailand und VietpdimEine Monotherapie &

dert diese Entwicklung, da aufgrund der geringen Halbwertszeit im Korper entspreéhend h
here Dosen uber einen langeren Zeitraum (mindestens sieben Tage) eingenommen werden
musster]21]. Zusatzlich weist die Monotherapie mit Artemisinin aufgrund der schnelien M
tabolisierung sehr hohe Rickfallquoten E&@]. Daher wird die Artemisintbasierte Komb
nationstherapie angewendet, bei der das entsprechende Artemisininderivat mit einem zweiten
Wirkstoff mit langerer Wirkdauer und anderem Wirkmechanismus gegeben 3tjrdDies

fuhrt dazu, dass bei spontaner Resistenzbildung wahrend der Behandlung durch eine Mutation
des Par asi twinr kdsetro f A Fardtineesren t°tet und- so di
langsamt oder gar unterbindet und so die Nutzbarkeit der individuellen Wirkstoffe erhoht. Als
Resultat kdnnen die AGKombinationen tber einen kiirzeren Zeitraum als Artemisinin in der
Monotherapie gegeben werdgBil-32]. Nur bei schweren Erkrankungen wird eine kurzzeitige
Monotherapie mit Artesunat, Artemether oder Artemisinin mit anschlieBendem Umstieg auf
eine ACT durchgefihrt und andernfalls von der WHO strikt abge[&hnt

1.2.3.2. Wirkstoffkombinationen in der ACT

Zur Therapie einer unkomplizierten durBtfalciparumverursachten Malariempfiehlt die
WHO in ihrem aktuellen Bericht funf AGKombinationen (vglAbbildung1.7.) [3]:

Artemether und Lumefantrirl)
Artesunat und Mefloquinl)
Artesunat und Amodiaquird)

Artesunat und Sulfadoxifv)/Pyrimethamin §)

= =2 =4 A

Dihydroartemisinin und Piperaquith¥)

11
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Bei Therapieversagen schlagt die WHO die Gabe einer Kombination von Artesunat der Ch
nin (18) in Kombination mit den Antibiotika Doxycyclin, Tetracyclin oder Clindamycin vor
[19].

K
cl ‘ H/ HN N~
OO NW m
Cl OH cl N

Halofantrin Amodiaquin
HN .
HO NS
HO
R Ga— >
O
— - A
N~ "CFj =
CF3 N | N
. . —
Mefloquin Chinin N Cl
16 18 Chloroquin
20

Cl
CI I\@/\/\U/|
C, N N
OH

~o N Cl Cl
Lumefantrin Piperaquin
15 17

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 Lumefantrii5)
zeigen strukturelle Verwandtschaft zu Chinit8,(vgl. Abbildung 1.7.), dem altesten Ant
malariaWirkstoff. Dieses wurde bereits 1820 als Inhaltsstoff der Chinarinde identifiziert,
welche wiederum bereits seit dem JZ@hrhundert Anwendung in der westlichen Medizm fi

det[18, 33]. Heutzutage wird es immer noch inrdehandlung sensibler Erreger verwendet

12
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und legte den Grundstein fir die Entwicklung der genannten strukturverwandten Substanzen
sowie z.B. dem Halofantrin X9). Chinin zeigt eine hohe Aktivitat gegentber den Erytinoz
ten-Stadien der ProtozodB4]. Wahrend dieser Phase des Lebenszyklus des Parasiten nimmt
dieser das Zytosol der infizierten Zelle in seine Nahrungsvakuole auf. dhasheht dem

reger mehr als 9% des Hamoglobins zur Verfiigung, welches durch Proteasen zu Globin,
das als Aminosaurequelle dient, und Ferriprotoporphyrin IX (H&m) zersetzt wird. Letzteres ist
allerdings toxisch fur den Erreger, da es die Bildung eiaaktiven Sauerstoffatoms ind

ziert, welches wiederum Schaden an der Membran sowie der parasitaren DNA verursachen
kann[35]. Um der Toxizitat des Hams entgegenzuwirken, wird dieses unter den schwach sa
ren Bedingungen der Nahrungsvakuole zu niokischemH&amozoin umgeset436]. Das
verbliebene Ferriprotoporphyrin 1X passiert die Nahrungsvakuole und gelangt in das Zytosol
des Parasiten. Dort wird es entweder durch Interaktion mit Glutathion)(®@8tdung an ein
weiteres Enzym wie die Glutathig®itransferase oder die.falciparumGlutathionreduktase

[37] oder die Reaktion mit Wasserstoffperoxid, welctlesch spontane Oxidation des Hams
entsteht, neutralisie[B8]. Die Aktivitat des Chinins gegenuber den Erythrozy®&adien der
Protozoen basiert darauf, dass der Abbau des Ferriprotoporphyrin IX zum Hamozoin durch

Komplexierung mit selbigem blockiert wif@9].

Die strukturelle Verwandtschaft impliziert, dass MeflogquiB)( Amodiaquin 9), Piperaquin

(17) und Lumefantrin 15) einem ahnliche Wirkmechanismus unterliegen. Dies konnte fir 4
Aminochinoline wie Amodiaquin, Piperaquin und ahnlichen Substanzen (hier sei Chloroquin
(20) als wichtiger Wirkstoff gegen die vdhvivaxverursachtéMalaria tertianagenannt) b-

reits bestatigt werden. Weiterhin inhibieren sie den oxidativen und den Glutatitiéngigen
Abbau des Hams innerhalb des parasitaren Zytdd6]s Studien zeigten, dass auch Ayl
minoalkohole wie Mdbquin und Lumefantrin die Anreicherung von Hamozoin inhibieren,
allerdings ist im Vergleich zu Chloroquin die Interaktion zum Ferriprotoporphyrin IX deutlich
schwachef41-43]. Daher wurden weitere mdgliche Wirkmechanismen postuliert. So zeigten
CHEvLI et al.[44] 1982, dass Mefloquin gut an Phospolipide bindet. Malariaparasiten sind
mit Phosphatidylinositol angerdiert, so dass eine Interaktion zwischen diesem undoMefl
quin denkbar ist. Als weiteren Interaktionspunkt beschriéenN et al.[45 sowieMULLIE

et al. [46] die in vitro Aktivitat Mefloquins gegen die GShMermittelte Ferriprotoporphyrin

IX- Zersetzung. Allerdings konnten diese Ergebnisse in einem Menrilsiaystem (da
Membranen ein potentielles Ziel des Hams darstellen) nicht bestétigt WéGjel AERTINS

et al. [47] beschrieben den Einfluss von Mefloquin auf volumenabhéngige Anionenkanale,

welche zum einen wichtige Substrate in die Zelle und zum anderen toxische Substanzen aus

13
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der Zelle transportieren. 2004 zeigtdorpPeet al. [48], dass Mefloquin die Endozytose im

P.falciparumbD10-Stamm inhibiert.

Wie eingangs erwéhnt, sind gegen alle in eingesetzten Wirkstoffe Resistenzen dokumentiert
worden. Fir die Klasse der Arylaminoalkohole wurden die ersten Félle 1910 mit Chinin bzw.
fur 1982 inThailand mit Mefloquin als weiteren wichtigen Vertreter beobadHt@t Daher
wurde von einer Monotherapie abgesehen und nur noch Kombinationstherapien- mit A
tesunat, Amether oder Artemisinin eingesetzt. Besonders die Anwendung mit Artesunat
oder Artemisinin wird als effektivste Methode gedefalciparumMalaria in Gebieten mit
ansteigender Mefloquinresistenz angesef®h51]. Der Resistenzmechanismus gegen
rylaminoalkohole ist nicht vollstéandig geklaROHRBACH et al. [52] postulierten, dass eine
Mutation desPlasmodium falciparunMultidrug Resistence GerfBfmdrl) eine Verénderung

des PGlycoproteinHomologs 1 Pgh1l), einem Transmembranprotein, zur Folge haf; au
grund dessen die entsprechenden AntimaMfikstoffe aus der Nahrungsvakuole transpo

tiert werden. Im Fall des Chinins kann neben demPgme Mutation deRlasmodium falie

parum Chloroquine Resistance Transporf@fCRT) oder eine Kombination zu Resistenzen
fuhren [53-54]. Der PfCRT [55] ist hauptverantwortlich fiir die Resistenzen gegeniéber
Aminochinolinen und fiihrt ebenso zu einem Transport der Substanzen aus der Nalrungsv
kuole. Interessanterweise gibt es Substanzen, die in der Lage sind, die Wirkstoffaktesitat wi
der zu erhdhen, indem sie mit den entsprechenden Eilumpen interagiere Als Beispiel

sei hier Verapamil, ein CalcinkanatBlocker, genannt, welches bereits 1987 als ersiter A
timalariaReversionswirkstoff dokumentiert wurg6] .

1.2.3.4. Antifolate

Anders als der menschlichen Koérper sind Malatapiten in der Lagele novolber einen
FolatBiosyntheseweg Tetrahydrofolat zu synthetisidi®r]. Zudem zeiten FERRONE et al.

[58], dass dieses eine wichtige Rolle fur den Lebenszyklus des Parasiten spielt.t &g stell
einen essentiellen Cofaktor im Kohlenstdtansfer in der Purire Pyrimidin- und Amiro-
saurebiosynthese dar. Zusatzlich fuhrt ein niedriger Tetrahydrofolatspiegel zu einer werringe
ten, wahrend der Fol&iosynthese auftretenden Umwandlung von SeuitGlycin, einer ve
ringerten Methioninsynthese und einem niedrigen Thymidylatspiegel, welcher wiederum die
DNA-Replikation stark einschrankb9]. Die Biosynthese des Tetrahydrofolat ist nichtl-vol
stardig aufgeklart, es konnte allerdings gezeigt werden, dass die Dihydrofolatereduktase
(DHFR) und Dihydropteroatsynthetase (DHPS) eine entscheidende Rolle spelmck

[60] dokumentierte bereits 1932 die antibakterielle Aktivitdt des Sulfonamids Sulfon
14
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midochrysoidin 21, vgl. Abbildung 1.8.), welches kompetitiv zum natirlichen Substrat 4
Aminobenzoesaure die DHPS inhibiert. Die Antimalaldivitat wurde 1937 in einem s¥
ten Versuch dokumentie61l].

o7
O
CLery
S S
ofN N
Sulfadoxin Pyrimethamin Sulfonamidochrysoidin
7 8 21

Abbildung 1.8. In der Malariatherapie eingesetzte DHR&d DHFRInhibitoren.

Ausgehend davon konnte Sulfadoxin als Wirkstoff in der Malariatherapie etabliert werden.
Die Kombination mit einem DHFRhibitor wie Pyrimethamin, welches bereits seit Anfang
der 1950er JahresaMonotherapie gegen Malaria eingesetzt wiiéd, erhohte die Aktivitat
gegenuber den Schizont&tadien des Parasiten dechli{63], so dass diese Kombination
lange in der Pharmakotherapie verwendetwurde. Inzwischen wurden allerdings Mutationen
der DHPS und DHFR und daraus resultierend Resistenzen gegeniber diesen Wirtastoffe d
kumentiert[64-65]. Daher werden @fadoxin 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 Malariather@pz.B. bei der Prophylaxe oder der Behandlung der von
Plasmodium vivaxerursachtemMalaria tertiana Diese sollen im Folgenden kurz vorgestellt

werden.

1.2.4.1. Malariaprophylaxe: Proguanil und Atovaquon.

Proguanil 22) stellt einen weiteren wichtigen Vertretéer DHFRInhibitoren dar. Es fo-

giert dabei al’rodrug des aktiveren Metaboliten Cycloguari3}, welchesvia hepatischer
Metabolisierung durch Cytochrom P450 3A und 2C Unterfamilien aus Proguanil hervorgeht
[66].

15



1. Einleitung
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Abbildung 1.9. Strukturen weiterer DHFRund DHPSInhibitoren.

Allerdings zeigte Proguanil auch vitro Aktivitat gegeniiber Cycloguanikesistenten Paras
ten[67], so das$IDOCK et al.[68] vermuteten, dass dieses nebeneeDHFRInhibition &-

nen weiteren unabhangigen Wirkmechanismus aufweist, auf den im weiteren Verlauf noch
eingegangen werden soll. Proguanil wird in Kombination mit dem DHRiBitor Dapson

(24) eingesetz{69]. Ein weiteres Anwendungsgebiet ist die Malariaprophylaxe in Kombin

tion mit Atovaquon 25) [70], welche neben Mefloquin, Chloroquinefe in Landern ohne
dokumentierte Resistenzen) und Doxycyclin von der Deutschen Gesellschaft flir Tropenmed
zin und Internationale Gesundheit als Mittel der Wahl empfohlen it]. Atovaquon ist
ebenso in der Monotherapie effektiv, allerdings sind die Ruckfallquoten derart hoch, dass es
nur noch in der Kombination eingezetvird [72-73].

O

O
O\
HINY o~

6-10
O
Atovaquon Cl Ubichinon
25 26

Abbildung 1.10. Atovaquon als Wirkstoff in der Atemkette und der naturliche Ligand Ubichinon.

Es gehort zur Substanzklasse der Hydraxynapthochinone und ist ein Analagaes im
Parasiten vorkommenden Ubichina26). Dieses dient der Elektronenibertragung vas D
hydrogenasen zu Cytochromt#]. Dabei bhdet Ubichinon an den Cytochrdoag;-Komplex

lll. 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 mitechondr
alen Elektronentransportsystem zusaniréingenden Enzyme inhibiert werdé®-76]. E-

nes dieser Enzyme ist die Dihydroorotatdehydrogenase (DHOD), die durch die fehlende
Elektroneniubertragung ebenfalls gehemmt wird. In der Konsequenz ist der Parasit nicht in der
Lage, die Biosynthese von Pyrimidinen, welche in die BSi/thes benotigt werden, &u

recht zu halten und stirp77]. SRIVASTAVA et al. postulierten mdem einen zweiten Wirkea
chanismus des Atovaquons: Dabei agiert es neben der Inhibition des Elektronentransports als
16
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Protonophor wodurch der Cytochrdomg-Komplex destabilisiert wird78]. Ebenso konnten

sie fur Proguanil einen Zusammenbruch der mitochondrialen Membran beobachten, ohne dass
der Elektronentransport beeinflusst wird. Daraus folgerten sie, dass siclyn#ggistische

Effekt des Proguanils aus der Destabilisierung der Mitochondrienmemban und der Inhibition
der Dihydrofolatereduktase zusammensetzt. Dies kdnnte digiwock et al. oben bereits

beschriebene intrinsische Aktivitat des Proguanils wiedegsin[78].

1.2.4.2. Behandlung schwererP.vivaxund P.ovaleMalaria: Primaquin und

Tafenoquin

Die meisten Malariafélle lassen sich auf Infektionenialciparumund P.vivaxzurtckfth-
ren. Letztere wird hauptséachlich Uber die Gabe vw#mnnochinolinen wie dem Primaquin
(27) behandelf79].

N 0_~_N
_0 \(\/\ NH, _ N j/\/\ N7
H
= 2 |
Pri . | H .

rimaquin e} N Bulaquin

27 /@ WM NH; 29

FsC 0) | N
= O/
Tafenoquin
28

Abbildung 1.11. Primaquin 27), Tafenoquin 28) undBulaquin @9) als Wirkstoffe in der Therapie vdhvivax

Dieses wird bereits seit den 1950er Jahren in die Behandlunil&lamia tertianain ange-
wendet. Primaquin greift die Hypnozoitemnd Leberschizontenstadien an, die wahrend des
Zyklus in der Lebepersistieren konnen. Der genaue Wirkmechanismus ist nicht bekannt, es
wird allerdings vermutet, dass es durch die Erzeugung freier Sauerstoffradikale sowie der |
hibierung des Elektronentransports die Zellatmung des Parasiter] ApriPrimaquin ist

zwar sehr effektiv gegeR.vivaxund P.ovale weist allerdings einige Nebenwirkungeme

z.B. die Hamolyse der Glucogephosphatdehydrogenase (G6PD) auf, weshalb der G6PD
Spiegel wahrend der Therapie Uberwacht werden 4@8ilie Eine Behandlung von Schwa
geren mit Primaquin ist kontraindizid®1]. Primaquin wird nicht der Monotherapie e@g
setzt sodern aufgrund des synergistischen Effekts hauptsachlich in Kombination mibChlor

quin [82]. Alternativ ist in Chloroquirresistenten Gebieten die Kombination mit Varianten
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der ACT[83loder die Adirektef Kombi [84 tenkban unthi t Ar
wurde in mehreren Studien bereits erfolgreich untersucht. Aufgrund der Vielzahl an-Nebe
wirkungen gibt es starke krtessen, Primaquin in der Therapie Walaria tertianazu sub-

stituieren. Als vielversprechendster Kandidat hat sich Tafenog@@)rherauskristallisiert. Es

zeichnet sich durch eine im Vergleich zu Primaquin langere Halbwertszeit aus, so dass bei
einem kiizeren Einnahmezeitraum eine vergleichbare Effektivitat gegeritibmaxerreicht

werden kanrj85]. Tafenoquin befindet sich aktuell in Phasdlider klinischen Testung, in

der besonders die unbedenklichen Dosierungen in Bezug auf die Hamolyse von GGPD unte
sucht werderj86]. Als letztes sei noch kurz das Bulaquin erwahmictves al$”rodrugvon

Primaquin bereits in Indien eingesetzt wWigd].

1.2.5.Impfung gegen Malaria

Auf Initiative von GlaxoSmithKline undler PATH Malaria Vaccine Initiative (MVI) hinds

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 T¢3jubgbei ha-

delt es sich um ein Fusionsprotein, das sich aus dem Carboxylterminus des Circumsporozoit
Proteins (ein Sporoze®berflacherAntigen vonP.falciparun) und dem Aminoterminus des
Hepatitis B Virus S Oberflachefintigens zusammensetzt. Dieses wird mit dem AS@1 A
juvant System, einer Suspension a@Besacyl pos o me
4 -enonophosphoryllipidA (MPL) und Quillaja saponaria 21(QS21), kombinier{88]. Die
Verabreichung induziert eine Immunantwort durch Antikorperbildung undellen
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 16.86 auf 0% beobachtef91-92]. Diese Zahén verdeutlichen,

dass zum einen die Entwicklung einer zweiten Generation an Impfstoffen dringend notwendig
ist und zum anderen die Behandlung der Erkrankung und in diesem Zusammenhartg die En

wicklung neuer Wirkstoffe unabhangig davon unerlasslich blenjeh

1.2.6.Wirkstoffe in der Pipeline

Aufgrund der dokumentierten Resistenzdsesonders gegentber den in der ACT eingeset
ten Verbindungefi27-28] - wird die Entwicklung neuer Wirkstoffe von akademischer, polit

scher und wirtschaftlicher Seite stark vorangbin, so dass in den letzten Jahren einé Vie
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zahl an neuen Substanzen die klinischen Phasen der Testung erreicljoBgkmmsgewahlte

Beispiele dieser Verbindungen sollen nachfolgend vorgestellt werden.

1.2.6.1. Weiterentwicklungen bekannter Wirkstoffe

Ein wesentlicher Ansatz ist die Weiterentwicklung der in der Kombinationstherapie- eing
setzten Wirkstoffe. Aufgrund der Resistenzen vBrfalciparumund P.vivax gegentber 4
Aminochinolinen wurde auf diese Substanzklasse ein Schwerpunkt gelegt. Hier kannte m
dem anfangs vorgestellten Piperaquin bereits ein Erfolg verzeichnet werden. Es wurde im Juli
2009 der Europaischen Arzneimittelagentur (engl.: European Medicines Agency, EMA) vo
gelegt und gehdrt bereits seit 2011 in Kombination mit DihydroartemisimmRortfolio der

ACT [3, 94]. Mit Pyronaridin 80), das trotz seiner AzachridiBtruktur im weitesten Sinne
ebenfalls zur Klasse derAlminochinoline gezahlt werden kann, hat eine weitere Substanz
2012 positive Ruckmeldung von der EMA fir den einmaligen Einsatz im Therapieverlauf e
haltenund wird bereits seit 2011 in Stdkorea und Vietnam in Kombination mit Artesunat
eingesetzf{94]. Die dokumentierten Resistenzen gegentber Pyrimeth&#i@5] fihrten zu
Bestrebungen, diesen Wirkstoff aufgrund seines breiten Einsatzspektrums weitdrzuentw
ckeln.

Die Verfuigbarkeit vorKristallstrukturen der DHFR als Tardetes Pyrimethamin und Ketin

nisse Uber das Mutationsmuster resistenter Parasiten ermdglichtennesii@® Designpo-
zess[95]. Als Resultat konnte das Diaminopyridin P283)(als DHFRInhibitor mit naro-
molarerAktivitat gegentbeP.falciparumentwickelt werderj96]. Resistenzen gegeniber-A
temisinin fuhrten zu Weiterentwicklungen auf dessen Wirkprirzipn Ozoniderj97]. Die

neueste Generation dieser Substanzklasse, 0Z439, befindet sich in Phase Il der klinischen
Testung. Die hohe Aktivitat des 0Z4392f [98-99] lasst sich anhand der Bildung aktiver
Kohlenstoffradikalspezies, welche durch Reduktion der Peroxidbindunglsniiisen oder

Ham gebildet werden, erklaren, die das Ham sowie Parasiten alkylieren und so zu dessen Tod
fuhren[10Q.

“Der Begriff Target bezeichnet im Weiterersdan einem Inhibitor zu adressierende Enzym.
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Abbildung 1.12. Beispiele fir Weiterentwicklungen bekannter Wirkstoffe.

Als letztes Beispiel sei das ELBDO @33) genannt, welches sich aktuell in der praklinischen
Phase befindet. ELQ00 gehort zur Substanzklasse ddPyidon3-diarylether ud ist eine
Weiterentwicklung des Endochin84), dessen Antimalariaaktiviat bereits seit den 1940er
Jahren bekannt i§101]. Besonders die Verbesserung der pharmakokinetischen Eigenschaften
stand im Optimierungsprozess im Vordergrund?yidon3-diarylether inhibieren wiéto-
vaquon den Cytochroioc;-Komplex 111 [107.

1.2.6.2. Wirkstoffe mit neuem Wirkmechanismus

Neben der Weiterentwicklung bekannter Wirkstoffe steht die Suche nach Substanzan mit ne
en Wirkmechanismen mittels Hochdurchsatzscreenings (engl.-HighughputScreening,

HTS) im Vordergrund. Hierzu konnten verschiedene AssayssytemeApbildung 1.13),

welche verschiedene Stadien des Erregers adressieren, etabliert \WE08dil]. Ein
Schwerpunkt dabei lag besonders auf den Blutstadien der Erreger. So wurden Vorlaufer des
sich aktuell in Phase Il befindlichen Spiroindolon KAE6@S)(als neue Substanzklasse mit
neuem Wikmechanismus gefund¢thl?. Es inhibiert die plasmodiale ATPaddPfATP-4),

einem &aul3eren Membrantransporter, welcher fir die Aufrechthaltung eines gleichbleibenden
Natrium-Spiegels zustandig i$113. Inhibition dieses Enzyms fuhrt zu einer erhéhteramntr
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zellularen Natriumkonzentration, welches aufgrund von Osmose zu einem Anschwellen des
Parasiten und letztendlich dessen Tod f{iht#4-116.

Invivo validation (P. falciparum) HTS (P. cynomolgi)

) -
; 0
HTS (P. falciparum) H2N Q‘k N><r/N
N_/ F
NH
Sy o /.'.“ & Q
| e S© F
bty ] GNF156
!aéz . A \;'?) 7 &/ ; 39
CFs3
R N
S B
cl HN O LN
N H /N| NH,
HN—,_NH O 7X© NN
O r\~-c o O © Q »
HN CFs CFs o N" CFs
KAE609 TCMDC-139046 GSK1057714 MMV390048
35 36 37 38

Abbildung 1.13. In der Entwicklung neuer Malariawirkstoffe zur Verflgung stehende Assaysysteme und daraus
hervorgegangene Substanzen in der klinischen Testundg-nagREeRY et al.[93].

Gamoet al. fuhrten 2010 bei GlaxoSmithKline (GSK, Tres Cantos, Spain) ein Hodmdurc
satzscreening durch, bei dem ausgehend von zwei Millionen Verbindungen 13533 als potent
elle Leitstrukturen fir die Entwicklung neuer Malariawirkstoffe ideniit wurden Diese
Substanzen wurden der Offentlichkeit als Tres Cantos Antimalarial Compound Set (TCAMS)
zur Verfigung gestelltl09. GSK nutzte diesen Datensatz weitergehend, um neue Substan
klassen zu identifizieren. Nach Clustegrider Leitstrukturen und weiterer Auswahl nach E
genschaften wie Bioverfugbarkeit und Aktivitdt gegentber den Parasiten konnten 47 chem
sche Grundgertste gefunden werden. Funf dieser Substanzen wurden von GSK zur Unters
chung von StruktuAktivitats-Bezielungen (engl.: StructurActivity-Relationships, SAR)

ausgewahlt, die restlichen Verbindungen offentlich zugénglich gemBtit Auf zwei de-
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ser ausgewahlten Substanzklassen, vertreten durch TCMD@A6 86) [11§ und
GSK1057714 %7) [119 soll nachfolgend kurz eingegangen werden. TCMIB9046 (und
Derivate) zeichnet sich durch einen IndeBnundkdrper aus und ist ein bekannter Inhibitor
des humanen SerotorRezeptor (EHydroxyltryptamin 2C). Aufgrund dieses Netedffekts
wurden ausgehend von SARudien weitere Derivate entwickelt, die sich durch eine hdhere
Aktivitat und Selektivitat gegenubét.falciparumbei verringerter Aktivitat gegentber dem
humanen SerotoniRezeptor auszeichnen. Allerdings gilt es idieivo Wirksamkeit weiter

zu verbesserfil18. GSK1057714 gehdrt zur Klasse der Cyclopropylcarboxamide unia-zeic
net sich durch sowohh vitro als auchin vivo Aktivitat gegentbelP.falciparumaus, alle-
dings entwickelten die Pararistémvitro schnell Resistenzen, so dass hier weitere Ogtimi
rungsschritte notwendig sifd20. Ausgehend von den ersten Hochdurchsatzscreensgs g
genuber den Blutstadien der Malaria wurden weitere fokussierte Screenings durchgefihrt, die
ihren Schwerpunkt auf bestimmtelt&tanzbibliotheken oder Parasitenlinien legten. So wurde
in einem Proliferationsassay der Parasitenblutstddi2f] gegenuber einer kommerziellrve
fugbaren Bibliothek von Kinaseinhibitordti2Z die Klasse der 3;®iaryl-2-aminopyridine

als potentielle Antimalariawirkstoffe identifiziert. Ein Vertreter dieser Substanzklasse,
MMV390048 @8), wurde trotz der unveroffemthten Zielstruktur zur klinischen Testung-z
gelassen. Grunde hierfur sind die hohe antiparasitare Aktivitgs §@5 nM), eine kurze
Halbwertszeit von -B Stunden und eine gute orale Bioverfugbarkeid.

Neben den Blutstadien spielt die Identifikation von Substanzen, die gegeniber derakteberst
dien des Parasiten tak sind, eine wichtige Rolle, da hier im Fall einer Infektion Rutivax

oder P.ovaledie Erreger als Hypnozoiten persistieren konnen. Allerdings gestaltet sich die
Entwicklung eines Hypnozoitenassays als schwierigP d@vaxErreger nicht langfristigni
Zellkulturen gelagert werden konng®d]. Kirzlich wurde einn vitro-Assay entwickelt, bei
demP.cynomoglSporozoiten primaren Hepatozyten von Affen ausgesetzt wgi@éh Da-

bei bildeten sich zum einen groR3e, schnell wachsende Sporozoiten und zum kisileees,
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. Allerdikgente noch nicht validiert
werden, ob es sich bei den kleineren Parasitenformen wirklich um Hypnozoiten handelt. Die
meisten Screeningexperimente zu den Leberstadien des Parasiten basiergiral8tudien

anhand von miP.yoeliiinfizierten M&usehegtozyten. So untersucht®heISTER et al. [124]

die Effizienz von Wirkstoffen mit bekannter Aktivitat in den Blutstadien der Parasitem-gege

Uber den Leberstadien. Dabei konntBlF379, eine Substanz aus der Klasse der Imidaz
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lopiperazine, identifiziert werden. Anhand von Genomscanningrumidro Evolution wurde

die PfCarl (engl.: Cyclic Amine Resistance Protein) als mdgliche Zielstruktur postuliert, auch
wenn bisher die genaueuktion derPfCarl nicht genauer bekannt ist. Ausgehend von
GNF179 konnte durch Leitstrukturoptimierung GNF188, {vgl. Abbildung 1.13) entwickelt
werden, welches dicin Phase 1l der klinischen Testung befindg?5-126]. Dieses weist &

ben der Inhibition dePfCarl prophylaktische Eigenschaften auf und zeigt Aktivitat gegentber
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 2[(%] an der Dihydroorotatdehydrogenase
(DHOD) und anschliel3enden strukturellen Variationen der DHOD das Triazolopyrimidin
DSM265 @0) entwickeltwerden[128-129. Dabei zeigte DSM265 Aktivitat gegenuber &hl
roquin, Atovaquon und PyrimethamifresistenteP.falciparumund ist der erste DHOD
Inhibitor in Klinischer Testun§l3d.

-4

DSM265
40

Abbildung 1.14. Struktur des DHOBNhibitors DSM265 40).

Einen umfassenden Uberblick tiber weitere potentielle Malariawirkstoffe in der Entwicklung

gebenFLANNERY et al.[93], BARNETT et al.[131] und TEIXEIRA et al.[132].
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2. Kenntnisstand

In den folgenden Abschnitten soll ein Uberblick tiber vorhergehende Arbeiten zu digsem Pr
jekt gegeben werden, welche die Grundlagen darstellten, auf denen die entstanderge Dissert
tion aufbaut. Zunéchst wird dabeifadie Wahl der plasmodialen Glykog&ynthaseKinase

als Target ausgehend vom plasmodialen Genom eingegangendetmel 2.3) Anschle-

Bend sollen die dreidimensionale Struktur des Enzyms (dehg die Ergebnisse eines
Hochdurchsatzscreenings, weiterfihrende Synthesen einer Hitstruktur 2siehend die

damit verbundenen computergestutzten Untersuchungen zum Bindungsmodus undkzur Sele
tivitat zusammengefasst werden (siéhé.), aus denen sich di@ ider Arbeit bearbeiteten

Fragestellungen ergaben.

2.1. Proteinkinasen

FISCHER et al. hielten bereits 1959 fest, dass fur die meisten zellularen ProzesseBvie z.
Zellwachstum, Differenzierung, Proliferation, Migration und Apoptose der Phosphoryli
rungsgrad debeteiligten Enzyme maf3gebend[is83-134]. COHEN schatzte den Vorgang der
reversi bl en Phosphor yRdgusation praktisehlalter Aspeldearalt i e | |
ben einer Zellé 4135 Man bezeichnet die Enzyme, die diese Reaktion katalysieren, als
Proteinkinasen. Die Phosphorylierung kann an den Hydroxylfunktionen der Seitenketten der
Aminosauren Serin, Threonin oder Tyrosin erfolgéntsprechend des adressierten Substrats
werden Kinasen in zwei gro3e Gruppen eingeteilt: Serin/Thrédinasen und Tyrosin
Kinasen[136]. Aufgrund dieses starken Einflusses von Proteinkinasen auf alle zelluléren Pr
zesse, spielen sie eine grofRe Rolle als TargelsrilVirkstoffforschund137).

2.1.1.Der Aufbau von Proteinkinasen

Proteinkinasen weisen im Bereich ihrer katalytischen Doméane eine gemeinsame Td&tiarstru
tur auf. Sie setzt sich aus einem "oberen" Teil, dem sogenaNrtezminalen Bereich (oder
auchN-terminaleDomane), welcher mit Ausnahme déHelix C (vgl. Abbildung2.1., griin)
hauptséchlich aus-Faltblattstrukturen besteht (v@ibbildung2.1., cyan), und dem "unteren"
C-terminalen BereichG-terminale Doméane) zusammen, in déHelices (vgl. Abbildung

2.1., rot) vorherrschen. Diese beiden Bereiche sind Uber eine kurze Aminosauresequenz, die
Hinge Region (engl.: Scharnier, vg\bbildung 2.1., blau), verbunden und gegeneinander
beweglich. Zwischen den beiden Unterdoméanen befindet sich dieBiitretasche. ATPo¢

der inAbbildung2.1., AMPPNP) bindet mit dem Puringeriist des Adenosins zur Hinge Reg
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2. Kenntnisstand

on. Die Phosphatreste zeigen in Richtung des Activation LoopsAbfblldung2.1., mag®e-
ta). Dieser zeichnet sich durch eine hohe Flexibilitdt aus, wodurch er sich bei einigen Kinasen
vor die Bindetasche setzen kann und so selbige fur ATP unzugénglich macht, was zu einer

Inaktivierung des Enzyms fihrt.

N-Terminale Domiine

Abbildung 2.1. Die Tertiarstruktur von Proteinkinasen am Beispiel der humanen Glykogen Synthase3finase
(HsGSK-3b) (PDB-Eintrag: 1J1B). Das Enzym ist entsprechend der Sekundarstrukturelemente eingefarbt (cyan;
b-Faltblatt; rot:-Helix). Des Weiteren hervorgehoben sind die Hinge Region (blau)lMHelix C (griin), der
Activation Loop (magenta), der GlyciRich-Loop (gelb) und der native Ligand AMPPNP (orange).

Der Activation Loop wird durch ein charakteristisches Emald Startmotiv definig: Er be-

ginnt mit dem DFGMotiv (benannt aus dem EfBuchstabencode der beteiligten Aminesa

ren Asparagin, Phenylalanin und Glycin), welches eine entscheidende Rolle im Phosphoryli
rungsprozess spielt (vgR.2) und daher hochkonserviert in eukaryotischen Proteinkinasen
(ePK) vorliegt. Der Endpunkt wird meist Uber das AWNIBtiv definiert (Alanin, Prolin und
Glutaminsaure). Ragt der Activatihmoop nun wie inAbbildung 2.1. nach aul3en, zeigt das
DFG-Motiv in die Bindetasche und das fur den Phosphorylierungsmechanismus notwendige
Aspartat steht zur Verfiigung. Man bezeichnet diese Anordnung alsibEmmt derActi-
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2. Kenntnisstand

vation Loop nun einen inaktiven Zustand ein und legt sich vor die Bindetasche, zeigt-das A
partat hingegen in der Regel nach auf3en und das benachbarte Phenylalanin besetzt einen Teill
der Bindetasche. Diesen Zustand wird analog als -D&Gbezeichnet. Kerdings wurden

auch inaktive Strukturen mit DF@® oder Zwischenformen (DF@Gutlike) dokumentiert

[138. Ebenso gibt es fiir den Activatibmop Ubergangsformen, die maRgeblich vomd$2ho
phorylierungsgrad der entsprechendeninoséduren abhangen (vgl. hier218.1) [139. Ab-

schlieend sei auf einen neben den Domé&nen und dem beschriebenen Adta@pi@enso

flexiblen Bereich eingeg@en-den GlycinRich-Loop (vgl. Abbildung 2.1. gelb). Die Flek

bilitat ist dabei durch einen hohen Anteil an Glycin in diesem Bereich begriindet Dieser kann
sich umatcehn iA vor das ATP |l egen und so entwede

tid oder einem kompetitiven Inhibitor verstarken.

2.1.2.Mechanismus der Phosphatiibertragung

In Abbildung2.2. ist anhand des Enzyms PKA schematisch der Ablauf der von Kinasen kat

lysierten Phosphorylierungsreaktion dargestellt.

Glu91 Glu91

THaN Ox Asp166 HN O= Asp166
@mpoiolots | [ @mmoiois
@denosin; O-P-0-P-0-P0 | @denosin-0-F-0-P-0

o o oN_1" 0 0 o O<Substrab

. p

, . P

Mgz+ Mg2+ O g
HN HN
=0 {:o
Asn171 Asn171

Abbildung 2.2. Mechanismus der Phosphorylierung néamms [140 am Beispiel der PKA.

Dabei wird zuné&chst in der ATBindetasche (vgl. Abschnit.1.1) selbiges tUber zwei Ma
nesiumlonen, die ihrerseits wiederum Uber das Asp184 bzw. das Asnl17lrkedrdierden,
und das Lys72, das durch die Seitenkette des Glu91ausHielix C fixiert ist, fir die a-
schlieRende Reaktion in Position gebrgd#(. Die Hydroxylfunktion des entsprechenden
Substrats (Serin, Threonin oder Tyrosin) greift nun nukleophilog@isosphat des ATP an.
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Das in diesem Bereich hochkonservierte Asp166 stabilisiert dergibgszustand der Rea
tion und bindet das Proton des Substia#d-147.

2.2. Das humane und das plasmodiale Kinom

Eine wichtige Stratdg in der Entwicklung neuer Malariawirkstoffe ist die Identifikatiomne

er Targetstrukturen zur Bekampfung venfalciparum[8]. Neben den bereits aus Ganzzel
screenings (8. die genannt®fATPase4) oder durch Untersuchungen zum Wirkmeckani
mus bekannter Malariawirkstoffe charakterisierte Strukturem.(dlie DHOD) bietet das
2002 vonGARDNER et al.[143 aufgeklarte plasmodial@enom einen weiteren Ansatzpunkt.

Im Zuge dessen konnten 5300 Gene identifiziert werden, welche in einer Datenbaibk 6ffen
lich zuganglich gemacht wurddi44. Ausgehend davon wurde 2004 die Gesamtheit der
Gene, die plasmodiale Proteinkinasen kodiesralog zum Genom als das plasmodiale K
nom bezeichnetpubliziert[145. Es zeigte sich, dass das plasmodiale Kinom im Vergleich
zum humanen deutlich kleiner ist, allerdings gibt es zur genauen Anzahl an plasmodialen Pr
teinkinasen unterschiedliche Angaljd45-146. Im n&chsten Schritt wurden die plasnasdi

len Kinasen auf Homologie zu humanen Strukturemngntht, um so mogliche Funktionen

der identifizierten Enzyme einschatzen zu kénnen, anschlielend ihre Bedeutung ald-potentie
le Targets zur Bekampfung véhfalciparumeinzuordnen und letztendlich anhand dessen b
reits gewonnene Erkenntnisse aus der Wfifrschung homologer Strukturen auf die des
Parasiten zu Ubertrag¢8]. So benenneANAMIKA et al.[146 99 fur Proteinkinasen koeH

rende Sequenzen, die sie als homolog zu eukaryotischen Proteinkinasen (ePK), der grof3ten
Familie der humanen Proteinkinasen, einschatzen. Zum VerghigniING et d. [147] ka-
talogisierten 2002 518 humane Proteinkinasen, ei&llen dabei auf eukaryotischenoPr
teinkinasen, 40 auf atypische ProteinkinasaPK(). Erstere teilten sie zusatzlich in mehrere
Gruppen ein: AGC (PKA, PKG, PKC), CAMK (Calcium/Calmodudibhdngige Kinasen),

CK1 (Casein Kinasé), CMGC (CDK, MAPK, GSK ud CDK (Cyclinrabhéngige Kinase)
ahnliche), TK (Tyrosinkinasen). TKL (Tyrosinkinaséhnliche), STE (Homologe der Sterile

7-, 11- und 20Kinasen), RGC (Rezept@uanylatki nas e n) und Aander ef
keine der vorangegangenen Gruppen einzuteileh).sDiese Gruppen kdénnen wiederum in

Familien und Unterfamilien unterteilt werden (vgbbildung2.3.).
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Abbildung 2.3. Phylogenetischer Baum der eukaryotischen ProteinkinasenMagRING [147]. Die im Text
beschriebenen Hauptgruppen sind farblich abgesetzt,
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 genanntenFahilien zu, konntenla
lerdings fur die STE und THamilien keine plasmodialen Homologen finden. Zusatzlich
identifizierten sie eine neue Unterfamiligie entsprechend dem konservierten -Réd_ys-
Lys-Motiv als FIKK bezeichnet wurdgl4y. Dieser Klasse umfasst 20 Enzyme, die spez
fisch fiir Apicomplexasind. Uberdies gibt es auch plasmodiale Kinasen, die keiner Gruppe
der ePK zugeordnet werden kdonnen (sogenannte Orphan Kiha484¥9. Zu denbeiden
letztgenannten Klassen gibt es keine humanen Homologen, so dass diese besonders intere
sant als Zielstrukturen in der Malariatherapie sind, da hier weniger Probleme bezlglich der
Selektivitat der entwickelten Wirkstoffe zu erwarten sind. Hier seAabeiten VONMERCKX

et al.[150 sowieBRYAN et al.[15]] verwiesen, die sich mit der Entwicklung von Inhibitoren

derPfPK7, einer Orphan Kinase, deren Inaktivierung die asexuelle Vermehrung des Parasiten
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beeintrachtigt. Sie entwickelten basierend auf Kristallstrukté&€&P-kompetitive Inhibitoren
und konnten nach Optimierung mit dem Deriddteinen IGo von 0.13¢M erreichen (vgl.
Abbildung2.4.).

ReNer
, Y
NS

H

41 CN

Abbildung 2.4. Von BRYAN optimierterPfPK7-Inhibitor 41.

Des Weiteren wurden auch plasmodiale Kinasen untersucht, fir die homologe Enzyme im
Menschen existieren, so zum Beispiel die plasmodiale Glyk8gathase Kinas8 (PfGSK-

3) aus der Gruppe CMGC, welche im Folgenden im Vergleich zur humanes8 GHGSK-

3) vorgestellt werden soll.

2.3. Homologie derHsGSK-3und PfGSK-3

DROUCHEAU et al beschrieben 2004 die Klonierung und ExpressionPd86K-3 [157). Sie

legten dabei die Homologie zur humanen GBKum einen tber Vergleich der Sequenzen als
auch Antikorperreaktion dar. Zusatzlich wiesen sie das Enzym i altiparuminfizierten
Erythrozyten nach. In der Folge wurden verschiedene Funktionen postuliert. Diese sollen in
Bezug auf die physiologische Relevanz der Glykogen Synthase K3niiseden Menschen

und den daraus gewonnenen Kenntnissen vorgestellementh das plasmodiale Enzym als
potentielles Target in der Malariatherapie zu bewerten

2.3.1.Physiologische Bedeutung deHsGSK-3

Die humane Glykogen Synthase Kingsavird der Gruppe CMGC der eukaryotischem-Pr
teinkinasen zugeordnet. Sie ist als Serin/Thireétnase nah verwandt mit de@yclin-
abhangigen Proteinkinasen (CDK), den Mitogdativierten Proteinkinasen (MAPK) und den
CDK-ahnlichen Kinasen (CLK) (vglbbildung 2.5.). In S&augetierzellen kann die GSKin
zwei Isoformen vorliegen, der GSBU oder der GSK3b, welche in ihrer katalytischend®
mane praktisch identisch sind (98 Identitat) und ubiquitéar exprimiert werdgb53. Diese
hohe Ahnlichkeit fuhrt dazu, dass eine genaue Unterscheidung der Isoformen d&r&SK

zuglich ihrer Funktion bisher nicht moéglich [4154).

30



2. Kenntnisstand

DYRK3
DYRK2

DYRK18

DYRKIA | ( - OYRK4

)
HIPK3-,
— \ HIPKE \
HIPK2—" N
CLKIN, \_ \
CLK4 ~, \\\ \
N

cK2— \J
-

MSSKl=—m 7 N
 SRPK2— JMAK~ N
"GSK3 (‘l SRPK1” ICK = \\

COKL1 \ GSK3p A\ MOK -

CDKLA ~ N

COKL2~— ’.'3”

COKL3~ CDKLS  ERK3- \E‘W“ p it /
ERKS NLK ERK4 =

/‘

ERK1 " cox?
ERK2~ A PITSLRE 5 /
p3ta~___ " N COK10-" 7 I coK11
3 0 PR,
PR / Nkt Jank2 / COKS

J JNK3 \

38" kg~ —F
COK6~~ /  ccrk
PFTAIRE1 =y’ A
PFTAIRE2— /" /| A coke
PCTARE1 — /] /\ COKS /|
PCTAIREZ— / CRK7
PCTAIRE3 =" A coc2/coK CHED

CDK3

Abbildung 2.5. Ausschnitt der CMG@Sruppe des phylogenetischen Baums der eukaryotischen ProteinRinasen
Die GSKUund GSKb sind entsprechend blau markiert.

Im Grundzustand ist die Glykogen Synth&sease3 aktiv, d.h. sie muss nicht erst durch ein
weiteres Enzym aktiviert werden. Allerdings kann eine etM@ach verstarkte Aktivitat durch
Phosphorylierung des Tyr216 (im Fall der G$Kzw. des Tyr279 (im Fall der GEKim
Activation Loop hervorgarfen werden[155. Die GSK-3 reguliert als Teil der Insulin
Signalkaskade den Glukosespiegel, in dem sie die Glykogen Synthase phosphoryliert, welche
dadurch inaktiviert wird156. Dabei besitzt die GSIR eine besondere Substratspezifitat, da
sie bevorzugt Substrate @. die Glykogen Synthase) phosphoryliert, dieGrterminaler
Richtung im Abstand von g Aminosauren bereits ein phosphoryliertes Serin oder Threonin
vorweisen. Man bezeichnet diese vorhergehende PhosphorylieruPignaésl Phosphorylat

on [155. Bei der Glykogen Synthase erfolgt sie durch die Proteinkinase CK2. Dasnun g
bundenéPhosphat interagiert mit der OxyaniBmdetasche, welche in der GS36 durch die

Arg96 und Argl80 sowie das Lys205 definiert ist, und macht die Glykogen Synthase somit
fur eine weitere Phosphorylierung und letztendlich die Inaktivierung zugarn@bdh In der

Folge wird weniger Glukose zu Glykogemgesetzt und der Glukosespiegel steigt. Bindet

nun Insulin an seinen membranstandigen Rezeptor, I6st dies eine Enzymkaskade aus, an deren

® Bildquelle: HaplogerGenomics.com, abgerufen am 03.12.14
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Ende die Proteinkinase B aktiviert wird. Diese phosphoryliert wiederum diep8Kfisch

am Ser9 (GSK3b) bzw. Ser2 (GSK-3U) in derN-terminalen Doméane, wodurch es zu einem
Autoinhibierungsmechanismus kommt, bei dem das entstandene Phosphoserin als B:seudosu
strat gebunden und die oben beschriebene Oxyaimetasche flr neue Substrate blockiert
wird [154]. Letztendlich flhrt dies zu einer erhéhten Aktivitat der Glykogen Synthase und der
Glukosespiegel sinkt wiedeXeben der Insulinkaskade beeinflusst & SK-3 weitere Sj-
naltransduktionswege wie die Braiierived Neurotroplai Factor (BDNF), Hedgehogund
Wnt/b-CateninSignalkaskad¢158§. In letzterer liegt sie in einem Multiproteinkomplex mit
Axin, APC-Protein (Adenomatougolyposiscoli-Protein) und-Catenin vor.b-Catenin wird

durch die Glykogen Synthase Kina3ein seiner N-terminalen Domane phosphoryliert
woduch der Abbau des Proteins initiiert wird. Binden nun Wniteine an ihren membra
standigen Rezeptor, wird der Multiproteinkomplex gelést und die Phosphorylierury des
Catenin wird unterbunden. In der Folge steigt der Anteil an-pilcbsphoryliertenb-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 verknipft[$5@. Neben den Proteinen aus den
beschriebenen Signalkaskaden gehoéren dasPTaiein sowie diverse Transkriptionsfaten

zu den Substraten der humanen Glykogen Synthase K3{dsd4, 158.

2.3.1.1. Inhibitoren der HsGSK-3

Die verschiedenen Einflussbereiche Hef>SK-3b machen diese zu einem interessanten Ta

get in der Erforschung und Therapie verschiedener Erkrankungen wie Diabetes mellitus Typ
Il, Alzheimer Demenz oder Parkinsgh57]. Besonders in der Behandlung neurodegenrerat
ver Erkrankungen scheint di¢ssGSK-3b eine interessante Zielstruktur zu sein, da ein hype
phosphoryliertes Ta®rotein zu dercharakteristischen pathophysiologischen Merkmalen im
Zusammenhang mit Alzheimer Demenz gehd®(. Zusatzlich werden Inhibitoren der
HsGSK-3b aufgrund der inzwischen gewonnenen Erkenntnisse Uber die Einflustsgdbr
humanen Glykogen Synthase Kingsém menschlichen Organismus als potentielle @&her
peutika in der Behandlung verschiedener Krebserkrankungen, Osteoporose und Herzhype
trophie diskutierf161]. Die meisten Inhibitoren der GSKin der aktuellen Wirkstofffio
schung agieren dabei AT®mpetitiv, d.h. sie treten analog zu selbigen in Interaktion mit
der Hinge Region und verdrédngen dabei das ATP. Im Folgenden soll eine Auswalll-an Su
stanzen vorgeslit werden, die zu einem spateren Zeitpunkt auch arP#eEK-3 getestet
wurden[152. Einen Uberblick tiber GSR Inhibitoren in der aktuellen Forschungbge
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ELDAR-FINKELMAN et al.[162. Bereits 1977 wurde Staurospor#®) als erstes Alkaloid mit
der charakteristischen Bladolstruktur aus dem BakteriuBtreptomyces staurosporeiss-
liert. Es hemmt die GS#8b mit einem 1G-Wert von 15 nM, allerdings ist die Inhibition sehr
unspezifisch. So werden B. die Enzyme PKA, RB und PKG im nanomolaren Bereichi
hibiert. Flavopiridol 43), Indirubin3 -@gnonoxim @4) und Hymenialdisin 45) weisen ebe-
falls eine hohe Aktivitat gegenuber der GSKauf (IGso von 0.45¢M bis 10 nM), hemmen
allerdings auch die CDK sowie die CK1 im nanomolaren Beldi68-164].

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 ausgewahltétsGSK-3b Inhibitoren, die an delPfGSK-3 getestet wurden (vgl. auch
Tabelle 3)

Die Substanzklasse der Paullone (Beisp#el9) wurde urspringlich als CDK1/Cyclin B
Inhibitoren entwickelt, zeigte allerdings auch Aktivitdt gegenuber der-&SHit der Wa-
terentwicklung AzakenpaullorbQ) konnte die Selektivitat zugunsten der GSiKgegenuber

der CDK1/Cyclin B verbessert werden &C(GSK-3b) =0.018nM; ICso (CDK1/Cyclin

B) =<2 eM). AbschlieRend sei hier noch die Substanzklasse der Thiadiazolidinone (gezeigt
am Beispiel des aktivsten Vertreters TZB451) (ICso = 2 €eM)) erwahnt. Hierbei handelt es

sich um einen VOMARTINEZ et al. entwickelten nickATP-kompetitiven Inhibitor, der selke

tiv die HsGSK-3b hemmt. Allerdings gibt es von dieser Arbeitsgruppe inzwischen Hgpoth
sen, dass die TZDZ doch innerhalb der ABiRdetsche liegen.
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Azakenpaullon TZDZ-8
50 51

Abbildung 2.7. Struktur des AzakenpaulloB@) und des Thiadiazolidinon TZDg& (51).

2.3.2.Physiologische Bedeutung dePfGSK-3

Der starke Einfluss dedsGSK-3 auf verschiedene Prozesse im menschlichen Kdrper lasst
Vermutungen fur eine ahnlich gewichtige Rolle im Parasiten zu. So ist eine zum humanen
Enzym analogeBeteiligung am Glukosestoffwechsel oder im Zellzyklus denkbar. Ebenso
wird ein Einfluss auf die Zelldiérenzierung wéahrend des Ringstadiums zu Schizonten in den
Erythrozyten diskutiert. In diesen Zusammenhang fallt died®oUCHEAU et al aufgestellte
Hypothese, dass dRfGSK-3 an der Regulation des zirkadianen Rhythmus beteiligt ist. Diese
Annahme wirdzum einen dadurch gestitzt, dass in alRémsmodiuraSpezies die meisten
Vorgange, wie die Ubergange zwischen verschiedenen Stadien oder das Auflosenhder Eryt
rozyten und anschlieBendem Neubefall, einem starken Synchronismus unterliegen (zumeist
Vielfachevon 24 Stunden, vgl. dazu Abschriit.1) [152. Zum anderen berichtet&DUNG

et al. von einem homologen Enzym der GSKn Drosophila(Fruchtfliege), dass eben diese
regulierende Funktion des zirkadianen Rhythmus einnifa6tl{. Es phosphoryliert das &r

tein TIMELESS, das in der Folge ein Heterodimer mit einem weiteren Enzym namehs PER
OD bildet, welches letztendlich als Regulator der zirkadianen Uhr wirkt.

Die Phosphorylierung beginstigt dabei die Wanderung in den Zellkern. PERIOD wird vo
hergehend mittels Phosmiylierung durch das DOUBLEIME-Enzym, einem Homolog der
Casein KinasdU (CK-10, im Zytoplasma angereichert. Interessanterweise wurde mit der
PfCK-1 ebenfalls eine zur DOUBL-EIME homologe Kinase im plasmodialen Kinom gefu
den[166]. Die Anwesenheit von zwei Homologen d@en am zirkadianen Rhythmus d&ro-
sophilabeteiligten Enzymen if.falciparumist ein weiteres Indiz daftr, dass déGSK-3

eine ahnliche Funktion einnimmt. Im Weiteren wurden bekahis@SK-3b Inhibitoren auf

ihre Aktivitdt gegeniber der plasmodialen K3 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 beziigkech der S

lektivitat gegeniber Eukaryonten zu dtea (vgl. Abbildung 2.6.und Tabelle3) [157.

34



2. Kenntnisstand

Tabelle 3. Biologische Aktivitat ausgewahlter GSBDO Inhibitoren an dePfGSK-3. Die Aktivitat der Substa
zen an der GSI8b wurde am Enzym deRatte vermessen. Die Ahnlichkeit zwischHesGSK-3b und rat-GSK-
3b betragt 98.8%.

Verbindung PfGSK-3 IC5 [eM] rat-GSK-3b IC 5o [eM]
Staurosporin (42) 0.01 0.015

Flavopiridol (43) 2.3 0.45

Indirubin -3 dnonoxim (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) 15 0.04

Alsterpaullon (49) 0.32 0.004

Es zeigte sich allerdings, dass alle getesteten Inhibitoren an deBfG&iver waren als an
der PfGSK-3, im Fall der Paullone4@i 49) sogar 100 bis 300 Mal aktiver. Indirub&6
monoxin @4) und Hymenialdisin45) hemmten dabei die Proliferation véhfalciparumin-
vitro. Diese Ergebnisse verdeutlichen das PotentiaPi@EK-3 als Target in der Entwke

lung neuer Malariawirkstoffgl57.

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

Die in Abschnitt2.3.2vorgestellten Erkenntnisse initiierten ein Hochdurchsatzscreeniig, we
ches in den Laboratorien vanMEIER in Roscoff durchgefuhrt wurde. Der Datensatmbei
haltete 10480 Substanzen, zur l#kus bekannten Kinasehibitoren bestehend. Es konnten

18 aktive Substanzen gefunden werden (@clErfolgsquote), von denen funf einen Thie
0[2,3-b]pyridin-Grundkérper aufwiesen. Im nachsten Schritt wurden 427 Derivate mit diesem
Strukturelement in eem fokussierten Screening untersucht. Dabei konnte die Verbindung
(52) mit einer biologischen Aktivitat von 0.4M an derPfGSK-3 identifiziert werden, wle

che zugleich noch Selektivitat gegenibertdsé SK-3 zeigte[167].

Abbildung 2.8. Struktur der Thieno[2;B®]pyridin-Hitstruktur52.

35



2. Kenntnisstand

Ausgehend von dieser Substanz korfue€eL® in ihrer Dissertation eine Vielzahl neuer Der

vate synthetisiere[iL6g. Diese lassen sich anhand ih&sbstitutionsmusters in drei Klassen
unterteilen: Klasse 1a, 1b und 2. (vbbildung2.9). Die Klasse 1 im allgemeinen weist eine
6-Amino-5-cyaneSubstitution auf nd unterscheidet sich nur im Substitutionsmuster der P
sition 2, an der im Fall der Klasse 1a eine Nfinktionalitat vorliegt und im Fall der Klasse

1b der Grundkdrper Uber eine Ketofunktion zumeist direkt mit einem weiteren aromatischen
Substituenter{R,) verbunden ist. Bei dem Rest Randelt es sich in der Regel ebenso um
aromatischen Substituenten. Die Klasse 2 hingegen ist zwischen Positionen 5 und 6 um einen
gesattigten Ring erweitert (Cyclopentan bis Cycloheptan; X = 6$1GHsg). Die Position 2

kann nun entweder analog zur Klasse 1a mit einem Nitril oder entsprechend der Klasse 1b mit

einem AroytSubstituenten 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 deron FUGEL synthetisierten Thieno[2-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 agefertigte Arbeit daj169.

2.5. Die Struktur der PfGSK-3

Anhand von ermittelten biologischen Aktivitaten der WewGEL synthetisierten Verbindu

gen konnten erste Erkenntnisse zu Strukiktivitats-Beziehungen gewonnen werden,lwe

che im Abschnit2.6 genauer diskutiert werden sollen. Um diese besser verstehen umnd fir e
nen strukturbasierten Ansatz nutzen zu kdnnen, ist eine dreidimensionale StruliG Sler

3 unabdingbar. Allerdings steht aufgrund von schlechten Kristallisationseigenschaften der
PfGSK-3 bisher keine Kristallstruktur zur Verfiigung, so dass die Berechnung und Wwnters
chung von Homologiemodellen ein zentraler Punkt der Arbeiten KROGGEL dastellte

[167]. Ein wichtiger Arbeitsschritt beinhaltete dabei die Auswahl der Kristallstrukturen der
HsGSK-3 fur die Generierung der ModellBROUCHEAU et al klarten im Rahmen derxe
pression dePfGSK-3 anhand eines Sequenzvergleichs auf, dass das plasmodiale Enzym der
humanenb-Isoform néher ist als dddisGSK-3U [157. Die Sequenzidentitat déHGSK-3

SWiebke Fugel, geb. Brandit.
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liegt bei 44.3%, bei einer Ahnlichkeit von 61%. KRUGGEL et al. wahlten zehn publizierte
Kristallstrukturen aus und erganzten den Datensatz um eine zum Zeitpunkt der Anfertigung
noch nicht veroffentlichte Struktur, die einen Klasse 1a Thiendfyidin-Liganden bei-

haltete (PDBEintrag: 3ZDI, Ligand UGJ53), vgl. Abbildung2.10.), um den konformativen

Raum und in diesem Zusammenhang die Flexibilitat des Protedesswgiegeln zu konnen.

Cl NH,
NC
X
| N—cN
~
HoN”ON™ S
UGJ
53

Abbildung 2.10. Struktur des in dedsGSK-3b gebundenen Thieno[2/3pyridin UGJ(53).

Das Bindungsverhalten dieser Struktur soll im Abscthiit noch genauer besprochenrwe
den. Die Vorlagen umfassten allerdings nicht den gesamten Sequenzbereich, so dass die M
delle nur fir den Bereich Ser58 bis Phed#3 plasmodialen Enzyms (356 Aminoséaurety, en
spricht dem Bereich Ser35 bis Ala388 HGSK-3b) generiert wurden. Hier lag die Identitét

bei 53.1% bei einer Ahnlichkeit von 69%. Erwahnt sei hier noch der Bereich der ATP
Bindetasche. Hier liegt die Sespridentitat bei 82.%. 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 b
wertet, wobei hier auf di Dissertation VOlKRUGGEL verwiesen se€fil169. Letztendlich kon-

ten so basierend auf den Vorlagen elf Homologiemodelle herausgearbeitet werdem- Von b
sonderer Wichtigkeit fir die nachfolgenden Studien waren dabei die Mqdigdle 1j1bund
pfgsk_3ZDlbasierend auf dem PDBintrag 11B (Ligand: ANPPNP) und 3ZDI (Ligand:
UGJ (53), im Laufe der Arbeit auch als KuBral39 bezeichnet) (#gbildung2.10.). Nadh-
folgend sollen die vorKRUGGEL durchgefinrten Untersuchungen zum Bindeverhalten der
von FUGEL synthetisierten Verbindungen zusammengefasst werden, an deren Ende-ein Bi
dungsmodus fur die Thieno[2[8pyridine in der plasmodialen Glykogen Synthase Kirase
postuliert werden konnte, der einen Zuwsaenhang zwischen Struktdktivitats-
Beziehungen und Selektivitat herst¢ll69.
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Abbildung 2.11. Alignment der vorKRUGGELberechneten Homologiemodepégsk _1j1k(links, pflaumenblau)
und pfgsk_3ZDI(rechts, pink) dePfGSK zu den zugrunde liegenden PEBitragen 1J1B (links, blau) und
3ZDI (rechts, dunkelblau).

2.6. Bindungsmodus und Selektivitat

KRUGGEL verglich die erhaltenen Homologiemodelle mit den humanen Kristallstruktaren a
hand der Berechnung molekularer Interaktfelter [169. Dabei wird dieBindetasche dn

lang eines Gitters mit verschiedenen Sonden, die unterschiedliche EigenschaftemB.wie z.
hydrophobe Interaktionen oder Wasserstoffbrickenakzeptoren reprasentieren, geseannt. A
hand dieser Scans ergeben sich letztendlich Felder mit diegensEhaften, 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 (genaurefFeld fir organisch gebundenes

lod) am Boden Bindetasche im Zentrum eines Dreiecks zwischen Thrl63/Thrl138,
Leu213/Leul88 und Cys224/Cys199 auf, welches nur inrPil@EK-3 genug Platz hat und

theoretisch entsprechend adressiert werden KiGth.
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\ L )

Cys224/
Leu213/ Cys199

Leul88 j
\

Thr163/
Thr138

an
-l

Abbildung 2.12. Molekulares Interaktionsfeld der im Text beschriebenenSodde (Halogeitonde) nach
KRUGGEL Die humane Struktur ist in griin eingefarbt, das plasmodiale Homologiemodell magenta.

Das im Rahmen der Arbeiten v&iuGEL synthéisierte Thieno[2,3]pyridin UGJ (53) zeigte

die hdchste Inhibition gegen dieus scrofaGSK-3 (SSGSK-3; Sus scrofa Wildschwein),
welche aufgrund der hohen Ahnlichkeit (&9 unterscheidet sich in 6 von 420 Aminosauren)
zur HsGSK-3 in den biologischen Btungen als Vergleichsenzym zZBfGSK-3 eingesetzt
wurde. In Kombination mit einem AxiReptid konnte diese Substanz als Komplex mit der
HsGSK.J kristallisiert werden und so eine Vorstellung des Bindeverhaltens im plasmodialen

Enzym dieser Substanzklasssmitteln.

A —~——
= L
e LEU 132

ASP 133

LYS 85

TYR 134

ASP 200
VAL 135

Abbildung 2.13. Bindungsmodus von UG53) in HSGSK-3b. Gezeigt sind der Ligand (griin), die benachbarten
Wasser /(rote Kugeln), sowie die mit dem Liganden interagierenden AminosauBemdetaschenbereich.

Es zeigte sich, dass U@33) einen fur einen Typ-Inhibitoren typischen Bindungsmodus in
der ATRBindetasche einnimmt (vgAbbildung 2.13.). De Ligand wird dabei Gber mehrere

Wasserstoffbriickenbindungen fixiert. DieAéninofunktionalitat interagiert mit dem Blc
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bone CarbonyBauerstoffatom des Val135. Uber ein verbriickendes Wassermolekil, dass
zwischen dem Amibtickstoffatom des Vall35, dem Bdmwne CarbonyBauerstoffatom des
Aspl133 sowie dem PyridiBtickstoffatom des UG{3) eingebunden ist, wird ein weiterer
Kontakt zur Hinge Region hergestellt. DiAgnino-2-cyanaeSubstitution am Thiophen kann
wiederum Uber zwei Wasserstoffbriickenbindungemn konservierten Lys85 bzw. dem
Asp200 des DF@/otivs mit dem Protein interagieren. Der ChBubstituent zeigt in R
tungdeN-Ter mi nal en Dom2ne (ADachfi der Bindetasc!|
Arbeit von FUGEL beobachteten StruktukktivitatsBeziehungen vorgestellt werden, welche

fur die nachfolgenden Studien VBIRUGGEL und diese Arbeit relevant waren. Ein Fokus lag
dabei auf der Selektivitat der Hitstruktbi?, so dass hier viele synthetische Variationer vo
genommen wurden. Dabei konrgezeigt werden, dass alle aktiven Substanzen der Klasse 1b
auch selektiv waren, wobei diese Eigenschaften durch das Substitutionsmuster sowte die Su
stituenten definiert ist. Als bisher selektivste Varianten haben sichreteChlor- 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 - Nitril- und Chlor-Substitution erzeugen hdchste
Selektivitat

- 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 StruktuAktivitats-Beziehungen der Thieno[2[gpyridine.

Ersetzt man synthetisch dieA2oyl-Substitution der Klasse 1b durch die Niflinktionalitat
der Klasse 1a, so geht die Selektivitat, allerdings nicht die Aktivitat verloren. Hier scheint die
Grol3e des AryBubstituenten der limitierende Faktor zu sdemit absteigender Grof3eRz.
der Halogene (mit Ausnahme des Fluors) die Aktivitdt zunimmt. Diese Beobachtung scheint
auf hydrophobe Wechselwirkungen zuriickfihrbar zu sein. Allerdings gibt es auch inaktive

Klasse 1bVerbindungen, die keine Andubstituaten aufweisen. Zuséatzlich zeigte eine
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Klasse laverbindung ohne AryBubstitution Aktivitdt. FUGEL und KRUGGEL vermuteten,
dass die Zyanosubstitution &hnlich dem Liganden U@GB3) eine entscheidende Rolle bei
der Interaktion mit dem Protein spielt undrdehlende Substituent am Arylrest weniger ins
Gewicht fallt. Die erhaltenen Struktéktivitats-Beziehungen sind ibbildung 2.14. zu-
sammengefasstUnter Berticksichtigung der bisher erhaltenen Ergebnisse konntk R
GEL durch eine Vielzahl an Dockirgind 3DQSAR-Experimenten an den generierten Hem
logiemodellen dePfGSK-3 ein Bindungsmodus fir die Thieno[zhByridine erarbeitet we
den, der eind&rklarungsmaoglichkeit fur die Selektivitat bietet. Der postulierte Bindumgsm
dus, in Analogie zur Nomenklatur vdfRUGGEL als Modus A bezeichnet, ist lbbildung

2.15. anhand von KuBra21®8) gezeigt, welches das bis dato selektivste Derivat darstellt.

Abbildung 2.15. Dockinglésung des KuBra21®§) in (A) HsGSK-3b (PDB-Eintrag: 1J1B) undg) PfGSK-3
(Homologiemodelpfgsk_1j1h.

Die gezeigte Pose wurde mit dem DockingprografumxX-Modul in LEADIT generiert.

KuBra216(68) bindet in &hnlicher Art und Weise wie dasAbbildung 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/Vall135. In Analogie fungiert das konservierte Lys108/Lys85 als
Wasserstoffbriickendonor zum Carbef®@uestoffatom des Liganden. Aufgrund der imrvVe

gleich zum Nitril der Klasse 1a sterisch anspruchsvollerémno¥l-Substitution ergeben sich
allerdings Unterschiede im Bindeverhalten. So ist der Thient[pydidin-Grundkérper um

etwa 30° im Uhrzeigersinn geght. Daraus resultiert ein veréandertes Wasserstoffbnicke
netzwerk. In der Folge wird das Wasser nicht mehr tUber den R@idikstoffatom des
Grundkorpers sondern ebenso Uber dign@inofunktion fixiert. Alle weiteren verbriickten
Interaktionen zur Hing&egion bleiben dabei erhalten. Aryind AroytSubstituent nehmen

dabei prinzipiell eine parallele Ausrichtung senkrecht zum Thiendf[py8idin-Grundkdrper

ein, wobei eine Uber den AmifBubstituenten vermittelte intramolekularé-"-
Wechselwirkung denklsast. Nun gibt es zwei Ansatze, die Selektivitat der Klasse 1imkLiga

den zu erklaren. Der erste resultiert aus der veranderten Position des Grundkorpers. So ist im
plasmodialen Enzym eine VaterWaalsInteraktion mit der Seitenkette des Gatekeepers
Met157 denkbar, allerdings aufgrund der kirzeren Seitenkette des L&idt@Reeper im

humanen Enzym nicht (vghbbildung 2.15.). Die daraus verminderte Interaktionsfahigke

des Liganden konnte die entsprechende Selektivitat hervorrufen, da im Vergleich dagu die st

risch weniger anspruchsvollen ThienofpBpyri di ne Atieferd in die
konnen (vglAbbildung2.15.) und somit in beiden Fallen mit dem Gatekeeper wechselwirken
konnen. Ein vergleichbares Konzept konnkwrz et al. in der Entwicklung reverser Be
midomycinAnaloga als Inhibitoren der-Deoxy-D-xylulose 5phogphatreduktoisomerase in
Plasmodium falciparuniPflspC) nutzen. So filhrten diese Verbindungen unter anderem eine
Van-derWaalsInteraktion zu einem Methionin ein, so dass in der Konsequenz derermdie bi
logische Aktivitat im Vergleich zum Fosmidomycin dechl erhdht werden konnf@7Q. Der

zweite Ansatzpunkt umfasst die Positionierung deko-Substituenten (irAbbildung 2.15.

Chl or) am Arylrest. I n beiden Dockindgl®°sung
st°Cti es im humanen Enzym RGSK3 lingegenfalis® c he d
siert es perfektas vonKRUGGEL herausgestellte Halogenfeld (vélbbildung2.12.). Die ch-

raus resultierende zusatzliche Interaktion kann zur Aktivitat bzw. Selektivitat beiderrSubsta

zen beitragen.

2.7. Docking und Scoring

Das Docking und die Bewertung der generierten Posen stellten zentrale Prozesse in-der Bea
beitung der Frage nach dem Bindungsmodus der Thienb]Ry8idine dar. Ersteres umfasst

eine maoglichst vollstandige Erfassung d#esformativen Raums von Zielprotein und Liga

42



2. Kenntnisstand

den. Die gangigen Dockingprogramme verfolgen dabei verschiedene Afsétge. B. den
inkrementellen Aufbau des Liganden in der BindetaschB.(ELExX) [172 oder es werden
tber MonteCarlo-Verfahren dem eigentlichen Dockingprozess vorrausgehend alle KKonfo

mationen des Liganden bereits erzeugB(an GLIDE) [173-174].

Das Scoring der generierten Posen lasst sich allgemein Uber alle Dockingprogramnhe betrac
tet nach drei Verfahren durchflihren: Kraftfetdier wissensbasiert sowie empirisch. Ineerst

rem erfolgt die Priorisierung der Dockibgungen basierend auf traditionellen molek&im
chanischen Kraftfeldmethoden unter Bericksichtigung von Leniards und Coloumb
Potential fur nichtbindende Interaktiongi73-174. Wissensbasierte Scoringfunktionen
kombinieren zur Bewertung paarweise Abstanagisd Lésungsmittekugangliche Oberd-
chenpotentiale zwischen Ligandnd Rezeptoratomdil75. Empirische Verfahren hgegen
beruhen auf der mathematischen Beschreibung von beobachtbaren Phanomenen, wobei die
Parametrisierung der entsprechenden Terme auf Grundlage von experimentell ermigtelten D
ten erfolgt[176]. Aufgrund dieser unterschiedlichen Bewertungsansatze und den damit g
setztenSchwerpunkten sind die Vorteile jeder einzelnen Methode lediglich in Teilaspekten zu
sehen. Zusatzlich werden in jedem Verfahren vereinfachende Annahmen getroffen, die dazu
fuhren, dass die erhaltenen Ergebnisse lediglich als Naherung zur Bindungsaffige&t

hen werden sollten und nicht als absolute Werte. So konnte in verschiedenen Studien keine
Uberlegenheit einer einzigen Scoringfunktion herausgestellt wédd&hl79. Diese Ma-
nigfaltigkeit sowohl in Generierung der Dockingposen als auch deren Bewertung riéihrt u
weigerlich zu zwei grundsatzlichen Problemen: Das Dockimgl das ScoringProblem. So

muss das Dockingprogramm in der Lage sein, zunachst diekkmrGeometrie des Protein
LigandKomplexes zu generieren und anschliel3end die entsprechende kristallstruktarnahe P
se zu priorisierenKRUGGEL [169 entwickelte daher einen Arbeitsablauf, in dem er mehrere
Dockingprogramme mit unterschiedlichen Algorithmen zur Generierung der RAsgD-

Dock, FRED und FLExX) kombinierte und die erzeugten Lésungen nach Clustering und M
nimierung der erhaltenen Protein Ligakdmplexe Uber ein unabhangiges Scoringprogramm
(DRUGSCOREX (DSX)) bewerten lief3. Entsprechend der ArbeitsschritteCrgking, Reswo-

ring, Clustering,Complex Minimierung und Rescoring benani{®UGGEL dieses Verfahren
alsDoReCCoMEtr stellte im Ausblick seiner Arbeit fest, dass so das DoeRirdplem gelost

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

Die Aufgabenstellung der vorliegenden Dissertation bestand in der Weiterentwicklung der
Substanzklasse der Thieno[ypyridine als Inhibitoren dePfGSK-3 lber einen struktur
basieren Designansatz. Am Ende dieses Prozesses sollten Vorschlage fur neue Thieno[2,3
b]pyridine abgeleitet und die bestbewertetembindungen synthetisiert werden. Die Arbeiten
wurden fortlaufend zur Dissertation V&RUGGEL angefertigt und griffen dabei teilweisé o

fene Fragestellungen auf. Besonders das beschriebene Semirigm sollte unter Verwe

dung von Molekuldynamiksimulation (MSimulationen) sowie anschlielRenden Berechnu

gen der Freien Bindungsenthalpien mittelI&BSA- und MM/PBSAMethode bearbeitetet
werden und stellte einen zentralen Punkt dieser Dissertation dar, welche sich anhamd der no

wendigen Arbeitsschritte wie folgt gliedern lasst.

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

anhand von ProteinLigand-Komplexen der humanen GSk3b

Da keine dreidimensionale Kristallstruktur d&iGSK-3 mit Liganden zur Verfigung stand,
sollte die Eignung von Molekuldynamiksimulationen und die anschlieBenden MM/GBSA
und MM/PBSABerechnungenwr Abschétzung der Freien Bindungsenthalpien anhand von

in der Proteindatenbank zugéanglichdeGSK-3b-Komplexendurchgefihrt werden. Diere
haltenen Freien Bindungsenthalpien sollten mit den biologischen Aktivitdten der gebundenen
Verbindungen in Zusammenmg gebracht werden. Anhand der Variation verschiedeaer P
rameter wie zB. der Simulationszeit sollten sowohl die Qualitat der Korrelationen als auch
die Parameter der durchgefihrten Simulationsexperimente weiter verbessert bzw. optimiert

werden.
Untersuchungen zum Bindungsmodus der Thieno[2;B]pyridine in der PfGSK-3

Im nachsten Arbeitsschritt sollten M8mulationen der vorKRUGGEL im DoReCCoM
Workflowgenerierten Dockinglésungen unter den anhandHd@iSK-3b-Komplexe optimie-

ten Bedingungen durchgefiuhud anschliel3end analysiert bzw. bewertet werden. Eimbeso
deres Augenmerk sollte dabei in der Bewertung des Bindungsmodus A gelegt Wevden.

GEL verwendete inDoReCCoMWorkflowallerdings nur wenige ausgewahlte Verbindungen.
Hier sollten nun alle voRUGEL synthetisierten Substanzen, fir die diskrete biologische Daten
vorlagen, via Docking und anschlieBender Anwendung der -MBDI/GBSA- bzw.
MM/PBSA-Methode untersucht werden. Die erhaltenen Molekuldynamiksimulationen und
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3.Ziel der Arbeit

Freien Bindungsenthalpien sollteralki in Bezug zu den bisherigen Strukélktivitats-

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

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

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

Im Anschluss sollten die anhand der Midnulation und berechneten Freien Bindungsdntha
pien sehr gut bewerteten Liganden synthetisiert und fur eine biologische Testung gegeniber
derPfGSK-3 bereitgestellt werden.
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4. Material und Methoden

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

werden soll.

4.1. Docking

Docking im Allgemeinen wird als die Generierung und Untersuchung von méglichen Protein
LigandKomplexen bezeichnet, H. es wird untersucht, in welcher Art und Weise ein kleines
Molekdl mit einem Enzym bzw. einer Bindetasche in Interaktion treten lkiese Arbeiten
laufenin silico (am Computer) ab. Neben den VMRUGGEL bereits in dessen Arbeitem-e
zeugten Dockingposen wurden im Rahmen dieser Arbeit weitere Dockingexperimemte unte
nommen. Dabei lag der Schwerpunkt auf zwei ProgramfexX und GLIDE, die nachfd

gend vorgestellt werden sollen.

4.1.1. FLExX

FLExX [172 180187 verfolgt bei der Erzeugung von ProteitigandKomplexen einenni-
krementellen Ansatz. Dies bedeutet, dass zunachst ein starres Basisfragment des Liganden
ausgewahlt und im vordefinierten Bindetaschenbereich pogtt wird, welches dann
schrittweise unter Berucksichtigung der konformativen Flexibilitdt zum vollstandigen-Liga
den erweitert wird. Die Positionierung des Basisfragments kann zum einen manuelh-zum a
deren Uber zwei automatisierte Methoden erreicht@rersingle interaction scafSIS) und
triangle hashing techniques bas€iRI). Die Namen spiegeln dabei die Zahl der fur das B
sisfragment gesuchten Interaktionen wieder. So wird es beim SIS basierend auf eimem einz
gen Kontakt zum Protein positioniertekséchiedene Konformationen des Basisfragments in
dieser Position werden Uber demntactscoreausgewahlf172. Beim TRI wird entsprechend
versucht, drei Kontakte zwischen Fragment und Protein aufzubauen. Alle in dieser Arbeit mit
FLEXX durchgefuhrten Dockingexperimente wurden unter Verwendung des SIS durchgefihrt.
Beim anschelRenden "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 fihren die jeweils besten Erweiterungen des
Basigragments zur Pose des ganzlich wieder aufgebauten Liganden im ReRept&coring

der generierten Posen erfolgt entsprechend derBasiwm et al. [183 entwickelten empir
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4. Material und Methoden

schen Berechnung von Freien Bindungsenergien von PidagandKomplexen. Die in(4.1)

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

~ w ~ v

YO YO YO B QY'Y YO B QYW
Yo B "AYY YO (4.1)
YO B QYWY

Zum einen gehen die Energieanteile von Wasserstoffbrickenbindu@ggnder ionischen
Interaktionen Gion) und der durch die lipophile Kontaktflache bedingte Anteil der Bindung
energie Gipo) ein, welcher als Summe paarweiser Atdtom-Kontakte berechnet wird. Da
diese Interaktionen zu Einschréankungen in der Rotierbarkeit von Bindungen fihren kénnen,
wird dies durch Produkt mNirot berticksichtigt. Zusatzlich werden fur alle Interaktionea-ge
metrische Idealwerte (B. Winkel und Distanz) definiert und deren Abweichungen Uber eine
skalierende Funktion einbezogett &, ¥pFiir (Gipo) wurde eine eigene Funktioff(ciR))
eingef¢hrt, die Amehr oder we ndingseu raheikol e al e
takte bestraft. NacBOHM wird zusatzlichGo als nichtdirekt mit spezifischen Interaktionen

zu korrelierender Anteil beriicksichtigt, der entropischen CharakteZhsétzlich wird mit

Garo ein Anteil fur die Wechselwirkung voin-Systemen eingefihrt, der wighb und Gion als

geometrisch ausgerichtete Grof3e in die Gleichung eipgéaAt

4.1.2.Glide

GLIDE (engl.: gridbased ligand docking with energeti¢dy3-174, 184 verfolgt einen ane-

ren Ansatz. Hier wird der Rezeptor durch ein Gitter (engl.: Grid) beschrieben, an dessen Kn
tenpunkten Aussehen und Eigenschaft der Bindetasche erfasst sind. AndersFatksxKei
werden alle Konformationen des Liganden vorhergehend generiert und nicht erst wahrend des
Dockingprozesses aufgebaut. In einem ersten groben Screeningprozess Uber das gesamte P
senspektrum werden die interessanten Losungen herausgefiltert. Dieekioggein Posen
werden nun innerhalb des Rezeptorgitters mittels molekilmechanischer Energiefunktionen in
Kombination mit einem abstandsabhéngigen Dielektrizitatsmodell minirfdee verwen-

det hierzu das OPLS2005 Kraftfdlti8g. Die daraus resultierenden Togb 2nergiearmsten
Posen werden eineMonte Carlo-Verfahrenunterzogen, um benachbarte Torsionsminima zu
finden. Das Scoring erfolgt iber dEmodefWert, welches sich aus dem GlideScore, Ligand

Rezeptotinteraktionsenergien und Deformationsenergien des Liganden zusammensetzt. We

den mehrere Liganden miteinander verglichen,

Emode] das Ranking deriganden tber deGlideScore Grundsatzlich kbnnen BLIDE zwei
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4. Material und Methoden

Varianten desGlideScoreverwendet werdenstandardprecision (SP) undextraprecision

(XP). Dabei ist SP die Asofterefi Scoringfun
negativer stescher und elektronischer Wechselwirkungen. In der Arbeit wurden Doskinge
perimente hauptsachlich im $fodus durchgefiihrt, so dass im Folgenden die dem Scoring
zugrunde liegende Terme beschrieben werden sollen. Fir dBoehg sei auf die Litexr-

tur verwesen. Grundlage déslideScore dessen Funktion in Form@t.2) gezeigt ist, bildet

der VONnELDRIDGE et al. 1997 entwickelt€€hemScor¢l17q.

o

YO 6 B'Qi 6 BQYi QY
6 BQYi QY
6 BQYi QY 6 B Qi (4.2)
6 O 6 & 6 ©
6 O YEAOD OO MOMQEET 6 Q1 &

Die Funktionerf(r;,), g ( qundh ( getfgssen dabei Winkel und Distanzen, wobei ein Score
von 1.00 vergeben wird, wenn diese Werte innerhalb der definierten Optima liegen und einen
Score zwischen 1.60.00 wenn sie aul3erhalb dessen, aber innerhalb eines bestimneen Tol
ranzbereichs liegerC,oin beschreibt die eingeschréankt drehbaren Bindungen, wobeg-eing
schrankt bedeutet, dass die beteiligten Atome in Wechselwirkung mit dem Rezeptor treten.
Die lipophilenCiiyo-ipo Und die WasserstoffbruckdnteraktionenChpongSind dabei grundszt

lich wie in ChemScorelefiniert, allerdings wird letztere hinsichtlich der Ladung der begteili

ten Partner unterteilt und gewichtet. Daraus ergeben sich drei mdgliche Kombinationen: D
nor und Akzeptor sind beide neutral, einer der beiden ist geladen oder beidgelsiten.

Gmetar bericksichtigt die Wechselwirkungen zu koordinierten MetallionerB.(zn Me-
talloproteasen) und unterscheidet sich in zwei Prinzipien @aemScorei) Es werden nur
Interaktionen zu anionischen AkzeptoratomenB(zden Sauerstoffatomen des Aspartat
Carboxylats) berg¢gcksichtigt), wobei nur di e

i) Die Nettoladung des Metalls wird anhand des ungebumiApeenzyms berechnet.

Des Weiteren wurde der ChemScore um mehrere Terme erw€jgstynon Ceou, Cvaw UNd
SolvatationstermCpoar-phob €rfasst, wenn polare, nichitasserstofforiickenbildende Atome in
einem hydrophoben Bereich platziert werdég,y und C,gwerfassen entsprechend Coulemb
und VanderWaals Interaktionen zwischen Ligand und Rezeptor. Um die Vorhersagekraft
der Bindungsenthalpie durch die Gasphasénulombinteraktionsenergie zu verbessern,

wurde die Formalladung von geladenen GruppeB. Carboxylat um ca. 5% und die Van
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4. Material und Methoden

derWaals Interaktionsenergie der direkt beteiligten Atome reduziert. Als letzte wichtige
Komponente wurden Solvatationsterme hinzugefiigt, da gerade geladene Grupperegenau b
zuglich ihrer Zuganglichkeit betrachteterden missen. Dafur wird entlang des Gitters ein
Docking von expliziten Wassermolekilen fir jede energetisch kompetitive Ligandpose

durchgefuhrt und anschliel3end die Wechselwirkungen tber ein empirisches Scoring erfasst.

4.2. Molekildynamiksimulationen (MD -Simulationen) mit AMBER11

Die Simulation von Molekulbewegungen uber die Zeit.dm Allgemeinen die Berechnung

von Wechselwirkungen vieler Teilchen eines Systems auf Grundlage der Molekilmechanik
(d. h. kraftfeldbasiert) durch die Lésung der NewtonscBemwegungsgleichung, bildete die
Hauptmethode der vorliegenden Arbeit. Die daraus resultierenden Ergebnisse erlauben the
modynamische Berechnungen (vgl. Abschdi#t) sowie die Untersuchung der Bewelbhc
keiten innerhalb des Systems. Die in Rahmen dieser Dissertation angefertigten Mokekuldyn
miksimulationen wurden mit dem ProgramAmBER11 [186:188 durchgefiihrt, dessen

Grundlagen zunéchst vorgestellt werden sollen.

421.1. Kraftfelder: GAFF und AMBER ff99SB

Kraftfelder werden stetig bezuglich ihrer Parameterséatze urshfadfunktionen an die exp

rimentell und quantenchemisch gewonnenen Erkenntnisse angepasst. Dabei hat sich gezeigt,
dass daseneralized Amber Force FiedGAFF) besonders f¢r Akl ein
(d. h. Liganden) geeignet i$189. Dabei kann es gut in Kombination mit andefevmBER-
Kraftfeldern, die auf die Reprasentation von Nuksauren und Proteinen optimiert sindh-ei
gesetzt werden. Hier wurde dAsiBeER ffO9SB eingesetzt, das als VBIMMERLING et al. an

der Stony Brook University ausgehend vé8v undff99 weiterentwickelt wurdg190-191].

Als Ergebnis konnte ein verbessertes Verhaltnis zwischen Helices und offenkettigen-Strukt
ren und somit eine bessere Reprasentation dieser Strukturelemente erreicht Rieslést.
besonders fiir di€-Terminale Doméne sowie digHelix C in relevant. Analog konnte die
Darstellung vonb-Faltblattstrukturen tber die Glyclharametrisierung verbessert werden,
welches besonders fur den Glydtch-Loop von Bedeutung ist. Fir @rdetaillierte Erl-

rung sei auf die Literatur verwiesgto(.
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4. Material und Methoden

Die in AMBER verwendeten Kraftfelder lassen sich allgemein durch folgende Potentialfunkt

on beschreiben, wob¥ider potentiellen Energie des Systems entspfi36:

@ Qi Q— — %p ATO

(4.3)

J

0 0 N
Y Y Y

Das zu simulierende Modell wird dabei entsprechend der Grundlagen der Molekilmechanik
als ein System aus elastischen Kugeln und Federstaben betrachtet. Dabei reprékektieren
undk» die Kraftkonstanten der Bindungen, Winkel und RotationsbarriereDidderwinkel.

Die Konstanterry und dy entsprechen GleichgewichtsgréRangibt die Multiplizitat undo

den Phasenwinkel fur den Torsionswinkelvieder. Der erste Term beschreibt folglich die
Energie des Abstands zwischen kovalent gebundenen Atomenweie zepréasentiert die
Energie der bei der kovalenten Bindung involvierten Atomorbitale. Der dritte Term umfasst
die Energie, die fur die Drehung einer Bindung bendtigt wird, unter Berlcksichtigung von
Bindungsordnung, Nachbaratomen und freien Elektroma@mgm. Entsprechend der Bindeng
ordnung kann dieser Term mehrfach auftreten, # bei einer Einfachbindung, so dass die
Gesamttorsionsenergie dann Uber eine Fod@re ausgedrickt wird. Die letzten beiden
Terme behandeln nictitindende Interaktioneewischen zwei Atomenundj. Ersterer ergibt

sich durch Aufsummieren der van d&faals Wechselwirkungen, welche durch das Lennard
JonesPotential beschrieben werden. Letzterer, d.h. die zweite Summation, definiert the elek
rostatischen Wechselwirkungefy; und B umfassen die VaderWaalsParameterg; und g;

die Partialladungen der beteiligten Atome. Fiur weitergehende Erklarungen der einzelnen P

rameter sei auf die Literatur verwieqdi86-18§.

4.2.1.2. Velocity-Verlet Algorithmus

Um aus dem angelegten Kraftfeld die entsprechenden Bewegungen des Systems zu erzeugen,
muss die Kréfeldgleichung(4.3) zunachst nach den Atomkoordinaten differenziert werden.
Daraus erhalt man die auf jedes einzelne Atom wirkenden Krafte. Bezieht man nun die
Newtanschen Bewegungsgleichungéh4) und (4.5) mit ein, ergibt sich ein Integiians-
schema zur Berechnung des zeitlichen Verlaufs der atomaren Bewegungen.

(0:2

O — (4.4)
a
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4. Material und Methoden

.. W
W  U0Yo c Yo (4.5)
Dieses basieriniAMBER11 auf dem VelocityerletAlgorithmus[186. Daraus folgend &

sen sich di&oordinaten und Geschwindigkeiten Uber die entsprechenden Gleichungén ermi

teln:
N W g W
wo Yo WO LYo E Yo (4.6)
Yo 0o .
DO — LO —Yo (4.7)
S S
- s Caand Yo
wo Yo _ (4.8)
a
o Yo &o Yo .
DO YO U O T Yo (4.9)

Aufgrund der Komplexitat der Potentialfunktion wird empfohlen, die Iteratinkleinen
Schrittweiten erfolgen zu lassen. Als Richtlinie kann dabei gelten, dass die Schrittweite deu
lich kleiner als die hochfrequentesten Molekiilschwingungen sein muss. Frequenzét um
Hz fur Bindungsschwingungen, an denen Wasserstoffatomeidpesaild, erfordern bei Te-
peraturen um 300 K Schrittweiten unisl Bei niedrigen Simulationstemperaturen karet di

ser Wert angehoben, bei hdheren Temperaturen sollte er verringert werden. Alle in dieser A
beit beschriebenen Simulationen wurden bei BOfurchgefihrt, so dass eine Schrittweite
von 1fs beibehalten wurde. Die Abfolge der Grimd Geschwindigkeitsinformationen bildet

die Trajektorie.

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

MD-Simulationen sind grundsatzlich raumliegimitiert, das heif3t es wird ein SystenBz.ein
ProteinLigand-Komplex, welcher von einem Solvent umgeben ist, geometrisch definirt z.
durch eine quadratische Bd¥m Randeffekte zu vermeiden, wird ein Kontinuummodell fir
weitreichende VamlerWaalsInteraktionen und daParticle-MeshEwaldVerfahren[192

193 fur die Berechnung elektrostatischer Wechselwirkungen eingesetzt, welches aef Uberl
gungen vorEwALD basierf194.

52



4. Material und Methoden

(<] 0] t O t O
A o o) B O ®) C O (o)
3 0O | O | O
b
(<] O ¢ 0O o
WO ol © olo0o o
v O i O 4':' 0]
o t o|@® o
c 9 olF © 0|F 9 o0
v O i O |3 O
24

<+ L —>

Abbildung 4.1. Schematische Darstellung der Periodischen RandbedingungeBarach[195.

Dabei wird die definierte Box analog zur Kristallografie als Einheitszelle definiert und in alle
Raumrichtungen durch Spiegelbilder erweitert. Verlasst ein Teilchen nun diese Elenkentarze
le, tritt es auf der entgegengesetr Seite wieder ein, so dass die Gesamtteilchenzahl gleich
bleibt. Dadurch ergeben sich die sogenannten periodischen Randbedingungen (engl.: Periodic
Boundary Conditions, PBGWL96]. Letztlich werden alle Berechnungen in einem invertierten
Raum ausgefuhrt und die Energien bzw. Krafte durch anschlieende Ricktransformation e
mittelt. Dabei ist es mdglich, dass ein Teilchen Eementarzelle mit den Teilchen des&pi
gelbilds interagieren kann. Daher wird &@uatoff fir die Wechselwirkungsdistanz zwischen
nichtkovalenten Teilchen definiert. In den durchgefuhrten Experimenten wurde dieser auf 8
A festgelegt. Zusétzlich benutztan dieminimum image conventipbei dem nur die Wée
selwirkungen der Teilchen mit dem kurzesten Abstand einflie3t. Als Nebeneffekt wird
dadurch der Rechenaufwand minimiert.

Fur die elektrostatischen Wechselwirkungen muss das Verfahren verfeinert waadeer
festgelegteCut-off zu Artefakten fihren wirde. Daher wird das PM&rfahren verwendet,

bei dem das elektrostatische Interaktionspotential in zwei Komponenten aufgeteilt viird, we
che die Wechselwirkungen mit einer kurzen bzw. langen Reichwegehreiben. Ersterer
kann im realen Raum berechnet werden, letzterer UberFBaserTransformation. En
scheidend dabei ist die elektrische Neutralitat der Einheitszelle, welche ggf. durch Einfihrung
von Gegenionen erreicht werden muss. In den durchgefiiMolekuldynamiken waren alle

Systeme positiv geladen und wurden daher durch Chlonien neutralisiert.
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4.3. Ladungsmodelle

4.3.1.Semiempirisches Verfahren (AM1BCC)

Der elektrostatische Anteil der Gesamtenergie (vgl. Gleichung (4.3)) stellt im Vergleich zu
denVan-derWaalsinteraktionen den einflussreichen Energieterm der nichtbindendan Inte
aktionen dar, so dass seine korrekte Reprasentierung der elektrischen Ladung essentiell fur die
Simulationen von biochemischen SystemerB(zZProteinLigandKomplexe) ist[197]. Hier-

fur sind die entsgchenden Atomladungen entscheidend. Urspringlich wurden diese uber
HartreeFock (HF/G31G*) ab initio Berechnungen des elektrostatischen Potentials (engl.:
Electrostatic Potential, ESP) quantenmechanisch efft&dt Allerdings sind diese sehr zeit

und hardwareintensiv, so dass weitere Modelle entwickelt wurden, um das quanteiimechan
sche ESP moglichst effizient zu generieren. Hier hat sich dasaxeniAN et al. [199-20Q
entwickelte AM:BCC-Bindungsladungskorrekttvodell (engl.: Bond Charge Correction,
BCC) bewéahrt. E kombiniert dabei komplementéare, bereits bekannte Methoden: AMd-Ato
ladungen, den inkrementellen BindungsladuAgsatz (engl.: Bond Charge Increment, BCI)
von BusH et al. [20]] und die Methoden des elektrostatischen Potentials. AM1-
Atomladungen werden direkt anhand der Orbitalbesetzung berechnet, sind dabei scanell gen
rierbar und erfassen dabei die elektronische Verteilung innerhalb eines Molekiils wia-Nettol
d ung -DeloKalisierung202. Allerdings wird so das ESP noch nicht reproduziem; so
dern dient lediglichals erste Naherung, welche im Anschluss Uber das Bindungsladungsko
rekturModell verfeinert wird. Die BC&orrektur nutzt dabei einen ahnlichen Algorithmus
wie das vorBusH et al.entwickelte BCIModell wahrend de€onsensus Fittinges BCI zum

durch HF/G31G* berechneten elektrostatischen Potenfi8d. Die vorhergehend generie

ten AM1-Ladungen reduzieren die Freiheitsgrade und erh6hen zum einen die Qualitét des Fi
tings und vermindern zum andere n den-Aaitd Hardwaeaufwand, so dass letztendlicledi

ses Ladungsmodell ganzlich ohne HEBGG*Berechnungen auskommt. Fur genauers-Au

fuhrungen sei hier auf die Literatur verwie$&a9.
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4.4. Berechnung der Freien Bindungsenthalpien mitted MM/GBSA und
MM/PBSA

Die Berechnungen der Freien Bindungsenthalpien erfolgten nach folgender allgemeiner Gle

chung inAMBER [184:

(9]

YO YO WY YO Y0 Y (4.10)
YO YO YO YO (4.11)
YO yo,; YO (4.12)

Die Freien Bindungsenthalpien werden durch Losen und Differenzbildung der Gleichung
(4.10) fur Komplex, Rezeptor und Ligand tber die gesamte-$8iulation berechnet, wobei
durch die vorhergehend definierten Topologien von Komplex, Protein und Ligand die Unte
termeEwm, Gsow UNd T A qu® eineMolekildynamiksimulation erhalten werden kénnen, so
dass nicht einzelne Simulationen fir Protein, Ligand und Komplex notwendig sind. Zuséatzlich
reduziert diese Methode den zeitlichen Aufwand und das "Rauschen", da in einer solchen
MD-Simulation dieEjema ZwWischen Ligand, Rezeptor und Komplex nicht berlcksichtigt
wird [203. Allerdings geht dieses Verfahren auf Kosten der Genauigkeit im Vergleich zur
drei separaten Simulationenyye setzt sich grundsatzlich aus der Summe der im Molekul
enthaltenen molekilmechanischen Energien in der Gasphase zusammerEweaheBin-
dungen, Winkel und Torsionsenergielkgecalle elektrostatischen urtgqw alle nichtbinde-

den Interaktionen umfasst. Diese Parameter sind direkt aus dem Kraftfeld (analog-zu Gle
chung(4.1)) zuganglich.Gso entspricht dabei der freien Solvatationsenergie, einem korre
turterm, da das System wahrend der Simulation von Solvent umgeben ist. Die Korrektur en
spricht dabei der Uberlegung, dass der SolvatationsprozesSyseems ausgehend von der
Gasphase in drei Schritte aufgeteilt aer den
tein-LigandKomplex eingebettet wird. 2. Bertcksichtigung von Verteilungseffekten zw
schen Komplex und Solvent unter Vernachlassigung Rartialladungen. 3. Bericksi¢ht

gung von elektrostatischen Interaktionen zwischen Medium und Biom@2@4jl Die ersten

zwei Schritte werden dabei durch den unpolaren Anteil der Freien Solvatationse@gxgie,
reprasentiert. Dieser geht aus d&wlvent Accessible Surface Ardangl.: Losungsmittel
zugangliche Oberflache (des Protein bzw. Liganden), SASA) hervor und betrachtet die Wec
selwirkungen zwischen Losungsmittel und der Oberflache des Proteins. Grundlage bilden die

Uberlegungen vorLEE und RICHARDS [205. Als Losungsmittekuganglicher Oberflache
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kann grundsétzlich der Bereich der Vder-WaalsOberflache verstanden werden, welcher
durch den Atomradiudefiniert ist.Gsasalasst sich nach verschiedenen Anséatzen berechnen,
klassischerweise wird dabei das "Rollender Ball" Prinzip Si®RAKE und RUPLEY angewe-

det, bei dem eine Sphare mit einem Radius vorRl(das ungefahr dem Radius einessNa
sermolekilentspricht) entlang der VaerWaalsOberflache verfolgt wird206|. Hier wu-

de aufgrund der besseren Behandlung von HalogenehGR®- (Linear Combinatia of
Pairwise Overl aps) Met hode angewendet, wel cl
Uberlappung dieser Spharen beriicksichtigt. Dies reduziert die zu berechnende Gesamtflache
und in der Folge den Computeraufwd207]. g Gg/csbezeichnet den (polarer)ektrostat

schen Anteil der Freien Solvatationsenergie und umfasst den 3. Schritt des Solvatationspr
zesses, welcher entsprechend ihres Ansatzes entweder na@bistanBoLTZMANN (PB)

[208 oder GENERALIZED-BORN (GB) Methode[209 berechnet wird. Dabei werden beide
Ansétze als Kontinuuriviodelle behandelt, . der ProteirLigandKomplex wird als né-

drig dielektrische Flache in einem hoch dielektrischen Medium betrablaleér wurden eine
interne Dielektrizitatskonantel}, von 1.0, welche im weiteren Optimierungsprozess noch auf

2.0 und 4.0 variiert wurde und eine externe Dielektrizitatskonstame 80.0 definiert. Nach
SIMONSON [21Q ergibt sich die Freie Solvatationsenthalpie eines Molekiils X aus der Summe

der Partialladungen aller Atome:
o " PN T
YOy @ - nne (4.13)

Entscheidend ist nun die Quantigif®°®, die entweder durch nummerisches Lésen des-Poi
sonBoltzmannGleichung (PBMethode) oder Uber analytische Naherung in Gleict{drig)
(GB-Methode) berechnet werden kg210-217.

]
va P2 P4 5 Agp — (4.14)
OO0

Der ParameteB; hangt von der Position des jeweiligen Atoms ab (Abstand von dielektr
scten Grenzflache von Solvent und Biomolekiil) sowie der Form des Proteilis iab.die
Dielektrizitatskonstante des Solvententspricht dem Abstand zwischen den Atormandj.

Bei n und A handelt es sich um Konstanten, die &m.L et al [217] definiert wurdenr =2
bzw. A = 4). (}, beeinflusst im PBVodell die Berechnung der QuantigijtPB, im GB-Modell
entfallt sie aufgrund von Naherungdi € 1.0). Allerdings kann auch hier eine andere interne
Dielektrizitdtskonstante als 1.0 verwendet werden, wobei deiT&B dabei der Freien
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Ubergangsenergie des Komplexes aus einem Medium mit der entsprechenden Dielektrizitat
konstantel}, > 1.0 in Lésungnit einer Dielektrizitatskonstant@entspricht. Hier sei auf A

beiten vonBAsHFORD verwiesen213. Entropische Eékte werden durch den TerfnA deS
riicksichtigt, wobeip Sur den Entropielerm steht und fur die Temperatur in Kelvin. Die
Entropie lasst sich durcNormal Mode Analyséerechnen, welche sich #amberiber das

Tool nmodeerhalten lasst. Allerdings erfdert dies entsprechende leistungsstarke Hardware,
die erst zum Ende der Arbeiten zur Verfiugung stand, so-dess nicht anders erwéhrtie
Entropie nicht mit einbezogen wurde. Zur Berechnung der Freien Bindungsenthalpien wurde
das ModulMMPBSA.pyn AMBER genutzt.

4.5. Temperaturmodelle

4.5.1.Langevin-Dynamik

Die durchgefihrten Molekildynamiksimulationen wurden MBT-Ensemble durchgefihrt,

d. h. die Zahl der Atomé\, der DruckP und die Temperatul werden konstant gehalten.

Diese wird in den ersten beiden Falldurch die Periodischen Randbedingungen gewdahrlei

tet. Die Temperaturkonstanz wird Uber ein Thermostat gewahrleistet, dass das Gesamtsystem
in einen kanonischen Zustand versetzt. Dies gelingt durch Einfuhrung kinstlicher &reiheit
grade oder die Definitiorines makroskopischen Wéarmebads, dass sehr viel grol3er ist als das
betrachtete System und im thermischen Gleichgewicht mit diesem steht, so dass ein stetiger
Energieaustausch mit diesem Reservoir standfinden K. Hier wurde das. ANGEVIN
Thermostat, basierend auf der gleichnamigen Dynamik, verwendet, wdthessten Ansatz

durch LOsen stochastischer Differentialgleichungen ver{@t§. AnstattNEWTONG Bewe-
gungsgleichung zu l6sen wird hier dieNGEVIN- Gleichung entsprechend hinzugezogen:

W noYi —_— — (4.15)

Dabei reprasentier; die Position des Atoms v; die Geschwindigkeit des Teilchere,die
Beschleunigung undnh di e Mas s e. Da die Simulationen i
Wasser) durchgefihrt werden und somit zwischen den Atomen des HRiigtanak
Komplexes und dem umgebenden Solvent Reibungen entstehen, wird ein Reibungskoeffizient

] hinzugefugtz(t ) bezei chnet eine Gaussodésche Zuf al

g of, o0 QY] 1 6 0 (4.16)
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Diese beschreibt die ZusammenstoR3e der Losungsmittemolekile mit dem betrachteten Atom.
Die Temperaturkontrolle durch Loésen stochastischer Differentialgleichungen reduziert im
Vergleich zu anderen Thermostaten widzdemBERENDSEN [216] oder demANDERSON

[217] Thermostat die Za der Berechnungen pro Zeit und vermeidet zusatzlichSthot

Effekte, die bei den genannten Varianten auftreten koji&g.

4.6. Geometrieoptimierungen

4.6.1.Steepest descent und Conjugatgradient

Die STEEPESFTDESCENTFMethode (engl.: Steilster Abstieg) bezeichnet einen molekilmechan
schen Minimierungsansaf218. Dabei wird gemaf3 Gleichur{d.17) fir jede Koordinate des
Systems der Algorithmus so lange durchgefiihrt, bis die entsprechend definiertermr-Konve
genzkriterien, dh. entsprechend die Differenz deiWerte oder der Energiewerterreicht
werden[219.

R S — (4.17)

In den MD-Simulatonen vorausgehenden Minimierungen wurden zum einen die Anzahl der
Zyklen (500 Iterationen) sowie zum anderen ein energetisches Kritequiinvpn 0.001

k ¢ a | *Ahald Konvergenzkriterium angelegt. Der Fakawird vordefiniert. Das Verfa-

ren konvergert zu Beginn sehr schnell, wird allerdings in der Nahe des Minimums immer
langsamer. Daher wird dieser Algorithmus in Kombination mit @@KJUGATEGRADIENT-

Methode eingesetzt, welche im Bereich des Minimums effizienter ist. OQIUGATE
GRADIENT-Methodewurde 1952 vorSTIEFEL und HESTENESentwickelt und entspricht einer
Weiterentwicklung deSTEEPESFDESCENTAIgorithmus[220-221]. Dabei wird der
nicht vordefiniert sondern aus der Steigung des vorhergehenden Iterationsschrittes berechnet.
In der Konsequenz erreicht man eine bessere Konvergenz im Bereich des Minimums. FUr

weiterfihrende Erklarungen sei auf die Literatur verwi¢220-221].
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5.1. Generierung, Validierung und Optimierung eines
MD/MM/G(P)BSA -Arbeitsablaufs anhand von
Protein-Ligand-Komplexen derHsGSK-3b

Eine moglicheL6sung des ScorinBroblems (AbschnitR.7.) stellt die Bewertung mit uiba
hangigen externen Programmen d@RUGGEL verwendete flr das Scoring bzw. Rescoring
der Thieno[2,3b]pyridin-Dockinglésungen in den Homologiemodellen B#6SK-3 das Po-
grammDRUGSCOREX [222, welches im Unterschied zu den Scoringfunktionen der verwe
deten Dockingprogrammeé\(ToDock [223, FRED [224] und FLEXX [225)) einen wissesr
basierten Ansatz verfolgt. Dieses wurde schon in vergletgrestudien verschiedenerdSc
ringfunktionen vorWANG et al.[22§ als geeignete Bewertungsmethode fiir die Priorisierung
von nativen Bindungsmodi aus Dockingldsungen dargestellt. Die Vorhersage von Bindung
affinitdten wurde allerdings aufgrund der bereits beschriebenen Naherunmgeerv Autoren

als moderat angesehdtiou et al. [227] griffen den verwendeten Datensatz auf und flhrten
Molekildynamiksimulationen sowie anschlieRende Berechnung der Freien Bindungsentha
pien mittels MM/GBSA und MM/PBSA durch. Sie kamen dem Ergebnis, dass die We
wendung dieses Arbeitsablaufs sowohl in der korrekten Bewertung der kristallstrukturnahen
Dockingpose als auch in der Vorhersage der Bindungsaffinitat zu einer deutlichen &erbess
rung fuhrt. Die Autoren fuhrten dies auf die imrgkeich zu empirischen und wissensbasie

ten Scoringfunktionen strengeren Bewertungskriterien sowie die Mdéglichkeit, mitteés Mol
kuldynamiksimulationen konformative Anderungen von Protein und Ligand zu erfassen, z
rick[227].

Diese Einschatmg wurde in einer aktuellen Publikation vG@REN bekraftigt[228. Daher
sollten MD-Simulationen sowie MM/GBSAund MM/PBSABerechnungen auf Dockiniy
sungen der Thieno[2B]pyridine in den vorKRUGGEL generierten Homogiemodellen a-
gewendet werden. Allerdings wurden diese Verfahren bisher noch nicht an ®ig&id
Komplexen der PfGSK-3 durchgefiihrt. KRUGGEL verwendete lediglich kurze MD
Simulationen zur Stabilitatstiberprifung der Homologiemodé&k€]. Daher sollte in einem
ersten Schritt die grundsatzliche Anwendbarkeit der MM/PBSA und MM/GBlethode
tberpruft werden. Aufgrund in Abschnitt 2.3. beschrieben Ahnlichkeit zwischen humanem
und plasmodialen Enzym sowie der Vielzahl an Erkenntnissen Ubéts@SK-3b bot sich

dieses als Testsystem an. Des Weiteren sind bereits Molekildynamiksimulationen n hum
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nen ProteirLigandKomplexen der GSK3b in der Literatur dokumentief229-231]. Aller-

dings wurden bisher keine Freien Bindungsenthalpien der gebundenen Liganden berechnet.
Ausgehend von den in der Literatbeschriebenen Bedingungen wurden zunachst MD
Simulationen und anschlieRend MM/GBShAzw. MM/PBSABerechnungen durchgefihrt
[229-231]]. Die erzeugten Freien Bindungsenthalpien sollten mit den bereits gemessenen bi
logischen Daten in Zusammenhang gebracht und die erhaltenen Korrelationen mit Hilfe von
Variationenverschiedener Parameter optimiert werden. Diese stellten die Grundlage fur alle

im weiteren Rahmen dieser Arbeit durchgefuhrten Simulationen.

5.1.1.Durchfuhrung

5.1.1.1. Auswahl der Kristallstrukturen

Grundlage bildeten die in der Proteindatenbank verdffentlichten Bidkrigtallstrukturen (im
Folgenden auch als Kristallstrukturen bezeichnet) (Stand Januar 2011) der humarmen Glyk
genSynthase Kinas8b und eine zu dem Zeitpunkt unveréffentlichter Profeigand
Komplex eines Klasse 1a Thieno[zhRpyridins in derHsGSK-3b (inzwischen unter dem
Eintrag 3ZDI zuganglich), die fur Molekildynamiksimulationen in Frage kaf2&4]. Ein
wichtiges Kriterium war dabei die Verflugbarkeit vorsd®Verten, welche zum spéateren Zei
punkt mit den berechneten Freien Bindungsenthalpien fur dieligeveLiganden in Verhi-

dung gebracht werden sollten. Neben demabelle4 aufgelisteten ProtethigandKomple-

xen waren noch weitere Strukturen in der Datenbagi@rzglich gemacht, welche allerdings

nicht naher betrachtet wurden:

1 2JLD, 3M1S und 3PUP sind mit einem Ruthenikomplex als Ligand kokristaH
siert. Die Erzeugung der bendtigten Parameter wére nur Gber vorausgehende quante
mechanische Rechnungen denkbared Aussagekraft fir die gegebene Fragestellung
nicht zielfihrend erschienen.

1 106K, 2UW9, 106L, 2JDQ 2JDR 2XH5 und 2X39 lagenals Komplex mit Protein
Kinase B vor. ProteufProteirKomplexe erh6hen den rechnerischen Aufwand.
Zusatzlich lassen sich angegebene biologische Daten nicht mehr ausschlief3lich mit der
HsGSK-3b alleine in Verbindung bringen.
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§ 1109 und 1H8F wurden nicht in Betracht gezogen, da daseApoenzymévorliegen.

Da im Folgenden MESimulationen mit ProteihigandKomplexen durchgefuhrt
werden sollten, wurden Apoenzyme nicht weiter bertcksichtigt.

1 21J1B, 1JIC und 1PYX liegen im Komplex mit ANP bzw. ADP vor, fiur die folglich
keine Inhibition bestimmt werden konnte.

1 FOr 109U, 1GNG und ROE wurden keine biologiseh Daten dokumentier8F88
konnte nicht vollstandig charakterisiert werden. Die Autoren begriinden dies damit,
dass der kokristallisierte Ligand wahrend der Rontgenstrukturanalyse mHEAsyX
gespalten wird.

1 Fur 314B und 3L1S wurden lediglidk-Werte bstimmit.

Damit ergab sich der ifabelle4 zusammengefasste Datensatz von zwolf Prdtgand
Komplexen, die fir die anschlieRenden Berechnungen verwendet wertem. sol
Tabelle 4. Ubersicht der verwendeten Protdiigand-Komplexe. Angegeben sind die entsprechenden -PDB

Eintrage, die zugehdrigen Inhibitoren entsprechend ihrer Benennung im Eintrag sowie die ermittglten IC
Werte. Die Struktten der nummerierten Inhibitoren sindAbbildung5.1. gezeigt.

PDB-Eintrag  Inhibitor ICso[UM]  Literatur

1Q3D STU 42 0.015 BERTRANDet al[163
1Q3W ATU (49  0.004 ebd.

1Q41 IXM (44) 0.022 ebd.

1Q4L 679(54) 0.160 ebd.

1Q5K TMU (65  0.042 BHAT et al.[233
1UV5 BRW (56) 0.005 MEUERet al.[234]
205K HBM (57) 0.015 SHIN et al.[235
20W3 BIM (58) 0.003 ZHANG et al.[23(
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.[23§]
3zZDI UGJ(53 0.130 FUGEL et al.[167]

5.1.1.2. Bindungsmodi der humanen GSK3b-Inhibitoren.

Im einem vorbereitenden Schritt vd@n zunachst die in den ausgewahlten Kristallstrukturen
kokristallisierten Inhibitoren hinsichtlich ihrer Bindungsmodi und Interaktionen zum Protein
analysiert, um diese wahrend der Molekuldynamiksimulationen bezuglich ihrer StalpHitat u

tersuchen zu konmne

"Der Begriff Apoenzym beschreibt den Proteinanteil des Holoenzyms (akgr @ ) -ghna)l AbsdHoloenzym
bezeichnet maden Komplex aus Apoenzym und einem-8abstrat (CeFaktor oder auch Inhibitor).
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Abbildung 5.1. Zusammenfassung der ausgewahlten zwolf PrdtigjandKomplexe. Die unterschiedlichen
farbigen Markierungen kennzeichnen die Interaktionen schuidoene in den jeweiligen Komplexen, beispie
haft gezeigt am Thieno[2pyridin UGJ(53).
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Die dabei beobachteten direkten Wechselwirkungen siddlrldung 5.1 zusammengefasst.

Die farblichen Markierungen verdeutlichen die interagierenden schweren Atome von Inhibitor
und Rezeptor (beispielhaft gezeigt an U&J) (n 3ZDI). Daruber hinaus lagen auch Kdata

te zu verbrickenden Wassermolekulen vor, agfidiAbschnitts.1.2.3 genauer eingegangen

wird.

5.1.1.3. Ligand- und Proteinparametrisierung

Die Kristallstrukturen wurden zunachst der Proteindatenb@biB) [232 entnommen und in

SyBYL 8.1.[23924( bearbeitet. Da die meisten Kristallstrukturen als Dimere vorlagen, wu

de dieKette Bentfernt. Ebenso wurden Kristallwasser undRadtoren wie zB. Phosphate

oder Magnesiuntonen entfernt. Die Bereiche der Proteine, die bei der Erzeugung der Kri
tallstrukturen nicht aufgelést werden konnten, wurden nicht vervollstandigt. Lesemur-

den im weiteren Arbeitsablauf lediglich die Wasserstoffatome sowilerfde Atome der
Aminosauren automatisch hinzugefugt. Phosphotyrosine wurden analog zur Verfahrensweise
von KRUGGEL zu Tyrosinen mutierf169. Die Atomtypen der Liganden wurden Uberpruft

und ggf. angepasst. Um im spateren Verlauf die fir die MD notwendigen Parameteay-fur Li
and, Pragin und Komplex generieren zu kdnnen, wurden Inhibitor und Rezeptor voneinander

isoliert.

Im nachsten Schritt wurden die bendétigten Partialladungen mit dem ProgmeragHAMBER

[186 erzeugt. Im ersten Ansatz wurden semiempirisch Gber den implementierten Algorithmus
AM1-Bcc Ladungen[19920Q berechnet. Fiur alle Liganden mit Ausnahme des &4 (
wurden Formalladungen von null definiert, letztesgurde als einfachegativ geladen s
trachtet. Uber das ProgramnEAP wurden unter der Beriicksichtigung der GAR#nd
ffo9SBKraftfelder die entsprechenden Kraftfeldparameter fir Protein, Ligand und Komplex
generiert. Im Zuge dessen wurden das ProteirdendProteinrLigand-Komplex in einer qua:
ratischen Wasserbox vonA8um das Protein, ausgehend vom &uReren Rand des Proteins,
platziert. Als Wassermodell wurde das TIPBRsser verwendet. Es handelt sich hierbei um
ein von JORGENSEN[241] entwickeltes Wassermodell, welches drei elektrostatischenWec
selwirkungspukte bietet: 2 partiell positive Ladungen an den Wasserstoffatomen und eine
partiell negative Ladung am Sauerstoffatom. Van der Waals Wechselwirkungen zwischen den
Wassermolekilen werden anhand des Lendarees Potentials mit einem Wechselwirksmng

punkt amSauerstoffatom berechnet, die Wasserstoffatome werden hierbei nicht bdriicksic

8Fir die Generierung der Topologien wurden Protein, Ligand und Komplex in jeweils separaten Dateien gespe
chert (Protein und Komplex als pdiiles, Ligand als mokFiles).
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tigt. Zusatzlich ist die Starrheit der einzelnen Molekile Uber eine kinstliche Bindung zw
schen den Wasserstoffen gewahrleistet. Die damit gewonnene Rigiditat fuhrt zu eiinen deu
verkirzten Simulationsdauer im Vergleich zu anderen Wassermodellen Bvi@ [R4P. Alle
ProteinLigandKomplexe waren positiv geladen und wurden entsprechend durch Addition

von Chloridlonen im Solvent neutralisiert.

5.1.1.4. Minimierung

Die solvatisierterProteinLigand-Komplexe wurden misANDER [186 unter Verwendung der
generieten TopologieFiles in zwei Schritten minimiert: 500 Zyklen n8reePESTDESCENT
Algorithmus, 500 Zyklen mit de€CoNJUGATEGRADIENT-Algorithmus. Die Komplexe wu

den durch Anlegen einer Kraftkonstante vok 2 a | *Adthanlalle Atome des Proteinsi-m
nimal fixiert. Es wurde periodische Randgruppenbedingungen unter Bertcksichtigung des
PME-Verfahrens angelegt. D&ut-off fiir nichtbindende Interaktionen wurde auf 8estge-

legt. Die interne Dielektrizitatskonstante wurde auf 1.0,die externe Dielektrizitétsikue

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

5.1.1.5. Molekildynamiksimulation

Das gesamte System wurde anschlieBend Uber einen Zeitraum psrvé0 0 auf 30& er-
warmt. Die Temperaturregulierung erfolgte Ubas in Abschnitéd.5. beschrieben& ANGE-
VIN-Thermostaf2427. Anschle3end wurde die Dichte der WasserboxpSQind dann daseg
samte solvatisierte System 50€ bei 30K und 1bar ohne Kraftkonstante simuliert. Die
wurde unteNPT-Bedingungen durchgeflnhrt, . die Zahl der Atomé&l, der DruckP (in bar)

und die TemperatuTl (in Kelvin wurden konstant gehalten, um das System in einentGleic
gewichtszustand zu bringen. Dieser Arbeitsschritt wird im Folgenden als Equilibriegung b
zeichnet. Hier wurde der SHAKEIgorithmus[243 angewendet, welcher alle Bindungsa
standemit Wasserstoffatomen fixiert. AnschlieBend wurden in Analogie zur Durchflhrung
von CHEN et al. 2 ns produktive Molekiildynamiksimulationen durchgef@ii231]. Die Ve-
anderung der Koordinaten des Proteinkomplexes wurde alfeg@speichert, so dass 1000
Snapshots fur die Berechnung der Freien BindungsenthaippMM/PBSA und MM/GBSA

erhalten wurdeld.

%Im Weiteren auch als Produktionslauf bezeichnet.
°An dieser Stelle sei kurz auf die Limitierung der Rechenkapazititen erwahnt. So dauerte eine Malekiildyn
miksimulation von zhs mit allen vorbereitenden Schritten 48 Stunden.
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5.1.1.6. MM/G(P)BSA-Berechnungen der Feien Bindungsenthalpien

Die Berechnungen der Freien Bindungsenthalpien erfolgten, ausgehend von den in Abschnitt
4.4beschriebenen Gleichungen, anhand der FofaBlin Abbildung5.2.

YO YO YO YO (5.1)

Abbildung 5.2. Berechnung der Freien Bindungsenthalpied,q). Die Freien Bindungsenthalpien flr Ke
plex @Gkomple: Protein ¢Gproein UNd Ligand (G igang €rgeben sich durch Losen der Gleichad.0) unter
Beriicksichtigung der vordefinierten Topologien.

Die Freien Bindunganthalpien fir Komplex, Rezeptor und Ligand wurden aus den igespe
cherten Konformationen gemaf GleichuddlO) berechnet, wobei durch Angabe der dop

logien von LigandRezeptor und Komplex die entsprechenden Terme aus einer Maglekuld
namiksimulation erhalten werden konnten. Gemal3 der Gleicfubgwird die Freie Bmn-
dungsenthalpiélr jeden Snapshot berechnet, so dass am Ende Durchschnittswerte der Freien
Bindungsenthalpie erhalten werden. Im Experiment gelang die Enthalpieberechnung Gber das
in AMBER11implementierte Pythoskript MMPBSA PY [244].

5.1.2.Auswertung der MD-Simulationen

5.1.2.1. Genereller Arbeitsablauf

Die erzeugten MESimulationen wurden ausgehend von deh.ihl.2beschriebenen Protein
LigandWechselwirkungen hinsichtlich bestimmter Kriterien bzw. Bereichédysiest, wé-

che in Abbildung 5.3. zusammengefasst sind. Die Auswertung wurde mit dem Programm
VMD [245 durchgefuhrt. Um die Stabilitdt der Interaktionen zwischen Rezeptor umnd Inh
bitor zu erfassen, wurden neben der visuellen Analyse die Distanzen zwischen den jeweiligen
an der Bindung beteiligten schweren Atome Uber den &ionkzeitraum verfolgt.
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5. Ergebnisse und Diskussion

Fur Wasserstoffbrickenbindungen und ionische Wechselwirkungeshevadabei ein Bereich

von 2.53.5A als positive Interaktion bewertet, auftretende \d@nWaalsInteraktionen
wurden im Bereich von 3:3.0A angesehen. Insgesamt wurden groRere Toleranzen als im
Vergleich zu statischen Methoden wie Docking angesetasdich hier um bewegliche Sy
teme handel t, bei denenoguirmaleefii gnt enmakt iwo n
Winkel auftreten konntef246. Hier lag ein zuséatzliches Augenmerk auf dem Verhalten des
TIP3RWassers im Bindetaschenbereich. Um die Stabilitdt des gesamten JRrgéeid
Komplexes erfassen zu kdnnen, dem neben der visuellen Analyse in VMD auch rmsd
Plots des ProteiBackbones (englrootmeansquare deviationin VMD angefertigt. Dabei

wird der zeitliche Verlauf des durchschnittlichen Abstands zwischen allen Backivomen

im Vergleich zu einer Refenz, dh. der Startstruktdt des jeweiligen Proteihigand
Komplexes, bestimmt. Um Fluktuationen innerhalb der Graphen besser verstehen zu kdénnen,

wurden Heatmaps berechnet.

Dazu wird die Bewegung jeder einzelnen Aminosaure anhand ihres rmsd zu esr@nRef
(der Startstruktur) erfasst und anhand des fWisdtes in eine Farbskala Uberfuhrt (rot starke
Bewegung, blau kaum Bewegung) Anders als beim BackbosdPlot werden die entser
chenden Seitenketten hier auch bertcksichtigt. Im Folgenden soll daesPier Auswertung

der Molekuldynamiksimulationen an der humanen GBKezeigt werden. Die Analyse aller
weiteren im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten Simulationen wurde analog vorgenommen,
wobei in den entsprechenden Kapiteln nur auf Besonderheitgegsingen werden soll.
Wenn nicht anders beschrieben, wurden die-$iDulationen der jeweiligen Proteingand

Komplexe als stabil erachtet.

5.1.2.2. Stabilitat des Gesamtsystems

Anhand der eingangs beschriebenen Herangehensweise wurde nun im ersten Schiiit die Sta
litat des Gesamtsystems jedes der zwolf simulierten PrbigandKomplexe Uber den \fe

lauf der MD-Simulationen analysiert. Dazu wurden fir jede Simulation die ‘viesthufe der
BackboneAtome im Vergleich zur Startstruktur erfasst (Wghbildung5.4.).

Y“Der Begriff der Startstruktur beichnet im Allgemeinen den Protdiigand-Komplex vor dem Beginn des
Arbeitsablaufs, dh. die Kristallstruktur bzw. die Kombination aus Homologiemodell und Dockinglésung, und
wird im weiteren Verlauf, wenn nicht anders beschrieben, immer so verstanése. \lird, wenn nicht anders
erwahnt, in den Auswertungen als Referenzstruktur verwendet.
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5. Ergebnisse und Diskuss
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Abbildung 5.4. Backbonermsd Plots deHsGSK-3-ProteinLigandKomplexe zur Startstruktur ibem@ Mole-
kildynamiksimulation. Aufgetragen ist der rmsd gegenuber der Startstruktur in Angstrém gegen die Snapshots
(1 Snapshot = ps, 1000Snapshots entsprechems).

Es lasst sich deutlich erkennen, dass der rmsd fur alle Molekuldynamiksimulationen 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 einemaibtereich

von 0.5A (iber das gesamte Protein. Dies spricht fiir eine gute Stabilitdt der Systeme unter
den gewahlten Bedingungen. Zudem liegen alle fiexdfiufe in einem Bereich von 1.0

2.0A im Verhéltnis zur Startstruktur, so dass die wahrend der hatdgnamiksimulation
generierten Konformationen grundséatzlich als kristallstrukturahnlich angesehen wenden ko
nen. Die wahrend der MD auftretenden Bewegungen wurden nun genauer Uber Heatmaps
aralysiert und zwischen den verschiedenen 48inulationen verglioen. Die Proteinbegy

gungen lieRen sich dabei jeweils auf die gleichen Bereiche zurlckfihren. Dies wird bei der
Auftragung des rmsWertes (engl.: roetnean square fluctuation) deutlich (v@lbbildung

5.5.). Dabei wird die durchschnittliche positionelle Anderung tiber die Zeit fur jede Amin
saure (dh. die Summe Uber alle durchschnittlichen Positionsanderungen der jeweilmen At

me) gegeniber einer Referenz (der Staukstir) bestimmt.
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Abbildung 5.5. Die flexiblen Bereiche deHsGSK-3h am Beispiel der Kristallstruktur 1Q3W (Hellblau). Die
wahrend der Moleklldynamiksimulation stark beweglichen Bereiche (rot eingefdrtiten anhand der Hea
maps in VMD sowie rmsPlots identifiziert. Die wichtigsten Bereiche sind zusatzlich im fRief (links) ge-
kennzeichnet.

So sind die dem Lésungsmittel zugewandten Sekundarstugtbindenden Loops, 8. im
N-Terminalen Bereich diBereiche zwischen deRaltblattern bzw. inC-Terminus zvischen

den UHelices, derlJHelix C, dem ActivatioALoop, sowie Anfangund Endpunkt der &
quenz fur die Fluktuationen innerhalb der rmabdw. rmstGraphen verantwortlich zu an
chen (vgl.Abbildung5.5.). Diese Bereiche setzen sich aus Aminosauren wie Arginin, Lysin,
Aspartat, Glutamin, Tyrosin und Phenylalanin zusammen, die sich wiederum durch flexible
Seitenletten auszeichnen. Zusatzlich weist der GRRioh-Loop aufgrund des nameresg
benden GlycirAnteils eine erhthte Flexibilitat auf. Insgesamt stehen die erhaltenen rmsf
und rmsePlots in sehr guter Ubereinstimmung mit den Beobachtunge@nen et al.[231].

Sie fuhrten s Moleklldynamiksimulationen verschiedener PretegandKomplexe von
Paullonen (u.a. Alsterpaullon (AT(#9)) in 1Q3W) in der GSK3 bzw. CDK5 durch. A-

hand der MDBSimulationen sowie Berechnung der Freien Bindungsenthalpien
MM/PBSA-Verfahren erklarten sie die Selektivitat dieser Verbindungen zugunsten yder Gl
kogen Synthase Kinas® Die rmsdVerlaufe stabiligerten sich vergleichbar zu den imtRa
men dieser Arbeit durchgefiihrten Simulationen wahrend deiSitulationen ebenfalls 2w
schen 1.5 bis A. Ebenso lassen sich anhand der rfsftragungen der Autoren die ib-
bildung5.5. herausgestellten flexiblen Bereiche der GErbestatigerj231].
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5. Ergebnisse und Diskussion

5.1.2.3. Protein-Ligand-Interaktionen

Neben der Stabilitat des Proteins ist die Qualitat der LigRnotkirInteraktionen entswa-
dend fir die spateren MM/GBSAInd MM/PBSA: Berechnungen. Der Begriff Qualitéind
fasst dabei die Stabilitat des Bindungsmodus und in diesem Zusammenhang die Bestandigkeit
der damit verbundenen Interaktionen. Diese lie3en sich fir die simulierten hu@aKe3b-

Komplexe in vier Kategorien unterteilen:

) Die fur ATP-kompetitive Inhibitoren charakteristischen Interaktionen zur Hinge
Region
(i) Interaktionen zum konservierten Lysin (Lys85) tief in der Bindetasche

(i)  Weitere Interaktionen B. zum Aspartat (Asp2Q@les DFGMotivs
(iv)  Verbrickendende Wassermolekiile

Letztere wurden in den vorbereitenden Schritten nicht berticksichtigt Ein eventuelles Auftr
ten dieser Interaktionen wahrend der Mibnulationen sollte allerdings erfasst werden, um so
moglicherweise Ruckstlisse auf deren Einfluss auf die Stabilitdt der Posen gewinnen zu

koénnen.

Interaktionen zur Hinge Region

Die Interaktionen der jeweiligen Liganden zu den Backb&toenen der Hinge Region lassen
sich im Wesentlichen auf zwei Aminoséauren reduzieren, da$38spowie das Vall35, die in
Analogie zum AdenirKorper des ATPs adressiert werden. Die Wechselwirkungen erfolgen
beim Aspartat mit dem Backboi@arbonytSauerstoffatom. Fur das Valin ist neben der |
teraktion zum entsprechenden Backb@@bonytSauerstdatom eine Wasserstoffbriiake
bindung zum Proton des benachbarten Backi#onal-Stickstoffatoms denkbar. In allem s
mulierten ProteirLigandKomplexen kann mindestens eine dieser Wechselwirkungen be
bachtet werden. Nachfolgend sollen die Molekildynamiksahen der zwolf Protein
LigandKomplexe anhand der Kontakte zu den genannten Aminosauren diskutiert werden.
Wie ausAbbildung5.1 hervorgeht, interagieren die Ligaad STU(42), IXM (44), 679(54),
BRW (56), HBM (57) und BIM (58) innerhalb der ATHBindetasche der jeweiligen Kriskal
strukturen Uber Wasserstoffbriickenbindung mit dem BackambonyiSauerstoffatom des
Asp133.Abbildung 5.6. und Abbildung 5.7. zeigen die Distanzmessung zwischen dem Ca
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5. Ergebnisse und Diskussion

bonylSauerstoffatom mit dem entsprechenden Interaktionspartnern der jeweiligem-Verbi

dungen in den Kristallstrukturen.
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Abbildung 5.6. Distanzmessung zwischen dem Backbone Carb8aykrstoffatom des Aspl33 und desn j
weils interagierenden Atom des Liganden in 1Q3D (schwarz), 1Q41 (rot), 1Q4L (griin), 1UV5 (blau) und 20W3
(gelb).

Insgesamt sind bei ST (42), IXM (44), 679 (54), BRW (56) und BIM (58) sehr geringe
Fluktuationen zu beobachten, Distanzen groRer ald &&ten im Falle des Staurospor#®)
in 1Q3D sowie des Liganden IXNA4) in 1Q41 nur kurzzeitig auf und sind auf Eigenleew

gungen von Priein und Ligand zuriickzufuhren.

In der Kiristallstruktur 205K konnte fir das HBKb7) zwischen dem Sauerstoffatom der
Hydroxylfunktion und dem Backbor@arbonytSauerstoffatom des Aspl133 noch eib-A
stand von 2.4\ bestimmt werden, hingegen kann wahrend Metekiildynamiksimulation

mit Ausnahme des Bereichs zwischen Snapshot 200 und 400 des-PigdaeickKomplexes
meist eine Entfernung vonAt oder weiter gemessen werden (vhbildung5.7.). Dies lasst

sich anhand der Positionierung des Liganden in der Bindetasche erklaren. Das Molekil inte
agiert Uber die Hydroxylfunktion mit dem BackbeAmid-Stickstoffatom des Val135 sowie
Uber das Proton am Imidaz8tickstoffatomzum BackboneCarbonyiSauerstoffatom der
entsprechenden Aminosaure (v@bbildung 5.7.). Letztere ist aufgrund des Abstands von

3.3A in der Kristallstruktur eher $evach zu bewerten.
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LEU 132
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Abbildung 5.7. Distanzmessung zwischen dem Backbone Carb8aykrstoffatom des Val135 und dem Saue
stoffatom der Hydroxylfunktion (schwarz) und dem Imida3tickstoffatom (NH, rot) des Liganden HB{7)

sowie zwischen dem Backbone CarbeSguerstoffatom des Aspl33 und dem Sauerstoffatom deroHydr
xyfunktion (griin) in 205K.. So wird wahrend der MBEmulation 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 gezeigtaus.

Wahrend des Aufheizprozesses dreht der Ligand mirnmmaHinge Region, so dass anstatt
einer Wasserstoffbriickenbindung zum Aspl133, eine Interaktion zwischen dem Proton der
Hydroxylfunktion des Liganden und dem Backbdab&rbonylSauerstoffatom des Vall3®b
obachtet werden kann, auch wenn diese aufgrundidesaptimalen Winkels von 13040°
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5. Ergebnisse und Diskussion

schwécher zu bewerten ist. Zusatzlich ist aufgrund des Abstandes vArz®iS8chen dem
ImidazolStickstoffatom und der Hinge Region genug Platz, dass sich wahrend fles Au
heizprozesses ein Wassermolekul zwischen Ligamil Hinge Region positioniert. In der
Konsequenz tritt statt der direkten Wasserstoffbriickenbindung eine vermittelte Interaktion
zwischen der Hydroxylfunktion des Liganden und dem BackitembonytSauerstoffatom

des Val135 auf, welche aufgrund des Winkala 166180° deutlich starker zu bewerten ist.

Wie ausAbbildung5.7. zu entnehmen ist, verringert sich der Abstand zwischen dem ®&ackb
ne-CarbonytSauerstoffatom de8sp133 zwischen Snapshot 200 und 400 auf ungefdar 3

Der Grund hierfur 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 dessemwegt sich der Ligand parallel zur Hinge Region in Richtung des
Aspartats und interagiert mit selbigem Uber eine Wasserstoffbriickenbindung. Diese Bew
gung kann zusatzlich anhand des Abstandes zwischen dem Sauerstoffatom der Hy#roxylfun
tion des Liganden uhdem Backbon€arbonytSauerstoffatom des Vall35 nachvollzogen
werden. Gleichermaf3en wird die nun fehlende Interaktion zur Hinge Region durch Wechse
wirkung zwischen dem Imidaz®&troton und dem Carbonrflauerstoffatom des Valins ko
pensiert. Dies wird deh die Abnahme des Abstands zwischen den jeweiligen schweren
Atomen unter die Grenze von 35bestéatigt. Im weiteren Verlauf der MBimulation wird

durch Bewegung des Liganden die Position des verdrangten Wassermolekiils durch ein neues
Wassermolektl eing@mmen und die vorausgehenden Interaktionen treten wieder eie- Insg
samt weist die MESimulation grof3ere Fluktuationen auf, welche den Eigenbewegungen des
Gesamtsystems zuzuordnen sind. Die Pose bleibt wahrend der Molekildynamiksimulation
grundsatzlich stal, allerdings treten die in der Literatur beschriebenen Wechselwirkungen

nur teilweise wéahrend der Simulation §285.

Wie vorhergehend erwahnt, interagiert das HEST) Uber den Hydroxylsubstituenten mit
dem Proton des Backbowenid-Stickstoffatoms des Vall35. Der Verlauf des Abstandes
zwischen den beteiligten schweren Atomen isflbbildung 5.8. gezeigt. Interessanterweise
weist diese Interaktion im HBNb7) im Vergleich zu den daneben gezeigten Abstandawerla
fen der Verbindungen 34@®0) und G3B(61) in 3F7Z bzw. 3GB2 deutlich geringeFduk-
tuationen auf und bleibt Gber den Grol3teil der MdiDnulation stabil. Diese lasst sich anhand
unterschiedlicher Polarisierung der das Proton am BackBond-Stickstoffatom des
Vall35 adressierenden schweren Atome der Liganden erklaren. So wechsadsir4O

(60) Uber einen Benzodioxolamnd das G3HK61) tber einen BenzofuraBauerstoffatom. In
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5. Ergebnisse und Diskussion

letzterem wird Uber das delokalisierte System die negative Partialladung herabgesetzt und in
der Folge die Starke der Wasserstoffbrickenbindung im VergleBhzur Interaktion ziv

schen dem Proton des Val8tickstoffatoms und dem Carboryhuerstoffatoms des ATU

(49) in 1Q3W deutlich reduziert.

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

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

Inhibitor Partialladung
ATU (490 -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 Backb&tiekstoffatom des Val135 und dem jeweils inteeagi
renden Atom des Liganden in 205K (schwarz), 3F7Z (rot) und 3GB2 (grun).

Die Partialladung des mit dem Proton am BackbAnad-Stickstoffatom des Vall35 int&r
gierenden Sauerstoffatoms im Benzodioxolan 838Q) liegt als Acetal gebunden vor und ist
daher in seiner Polarisierung in Relation zum Carb&aylerstoffatom in ATUWY49) herabge-
setzt. Allerdings wird dieser anders als im Benzofuran nicht durch die Delokalisation beei
flusst. Zusatzlich schiebt die benachbarte Methyleneinheit Elektronendichte zum Beozodiox
lan-Sauerstoffatom, so dass die negative Partialladung in(@@Maoher ist als im G3B61).
Folglich ist die Interaktion zwischen dem 3460) und dem Proton am BackbcaAenid-
Stickstoffatom des Vall135 starker als die zwischen dem &3Bund den entsprechenden

Atomen der Hinge Region und kann so eine Erklarung fuudterschiedlichen Fluktuati
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5. Ergebnisse und Diskussion

nen sein. Zusatzlich scheint die Startgeometrie eine Rolle zu spielen, da zwischen kem Bac
boneAmid-Stickstoffatom des Vall35 und dem BenzofuBauerstoffatom in der Kristal
struktur ein Abstand von 34 vorliegt, so dass dse Wechselwirkung in G3B51) als
schwach einzuschatzen ist. Dies wird durch die beschriebenen Beobachtungen unterstitzt.
Der native Bindungsmodus G3@B1) in der HsGSK-3b-Struktur 3GB2 bleibt entgegen der
dokumentierten Fluktuationen beztiglich der Iritéoa zur Hinge Region Uber die gesamte
MD-Simulation stabil. Zwar ist die Hydroxylfunktion des HB(®7) in ihrer Eigenschatft als
Wasserstoffakzeptor im Vergleich zum CarbeSwgluerstoffatom schwacher, allerdings ist sie
aufgrund ihres phenolischen Chaeakt azide und zieht infolge ihres negativen induktiven
Effekts €I-Effekt) Elektronendichte vom benachbarten Aromaten ab, so dass zwar die negat
ve Partialladung in Relation zum Carboi8duerstoffatom weniger ausgepragt ist aber immer
noch deutlich starke als in den entsprechenden Benzofurdrew. Benzodioxolan
Sauerstoffatomen. Daher ist die Interaktion zum Proton am Baclkkoie Stickstoffatom

des Vall35 entsprechend und kann den deutlich stabileren Verlauf der Distanzmessung der
beteiligten schwerentAme Uber den Simulationszeitraum vons2erklaren. Zusatzlich wird

das verbriickende Wassermolekil zwischen Ligand und CarBaurstoffatom sowie die
Interaktion zum konservierten Lys85 tief in der Bindetasche einen stabilisierenden Effekt auf
die Ligandpose und somit auf die Wechselwirkung zwischen dem HB/§und Hinge R-

gion ausiben. 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 Backb&tiekstoffatom des Val135 und dem jeweils inteeagi
renden Atom des Liganden in 1Q3D (schwarz), 1Q3W (rot), 1Q41 (griin) und 1Q4L (blau), 1Q5K (gelb), 1UV5
(braun), 20W3 (hellblau) th3DU8 (magenta).
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5. Ergebnisse und Diskussion

Neben den diskutierten Verbindungen interagieren acht weitere Substanzen des Datensatzes
mit dem Proton des Vall3BackboneAmid-Stickstoffatoms. Die entsprechenden Digtan
messungen zwischen den beteiligten schweren Atomen von Ligandnaimdsdure sind in
Abbildung 5.9. gezeigt. Es lasst sich erkennen, dass fir diese Verbindungen die jeweiligen
Interaktionen Uber die gesamten Verlaufe der-Bibwulatonen stabil bleiben und nur geri

ge Fluktuationen aufgrund von Eigenbewegungen des PiatgandKomplexes innerhalb

der Bindetasche auftreten. Wasserstoffbriickenbindungen zwischen dem BaCliooey}
Sauerstoffatoms des Val135 und den Inhibitorenrirate bei sieben der simulierten Protein
LigandKomplexe auf. Die Abstandsmessungen der beteiligten schweren Atome #ibd in
bildung5.10. gezeigt. Anhand der dargditen Grafiken werden die Interaktionen der Lnga

den ATU (49), 679(54), BRW (56) und 553(59) zum Vall135 als stabil erachtetet und nicht
naher diskutiert. Fur das Alsterpaullof9) steht diese Beobachtung in guter Ubereinsti
mung mit den Ergebnissen v@seN et al. Die Distanzmessungen zwischen dem Proton am
ImidazolStickstoffatom des HBM(57) und dem Backbon€arbonytSauerstoffatom des
Vall35 in 205K weist grof3ere Fluktuationen auf (Wgbbildung 5.7.), welche aus deneb

reits diskutierten Griinden erklarbar sind.
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Abbildung 5.10. Distanzmessung zwischen dem Backbone Carb8aykerstoffatom des Val135 und den jewe
ligen interagierenden Atomen der Liganden in 1Q3W (schwarz), 1Q41 (rot), 1UV5 (griin), 3DU8 (blau) und
3ZDI (gold).

Die Wechselwirkung zwischen dem Aminosubstituenten des Thierb]y&din UGJ (53
und dem Carbonybauerstoffatom zeichnet sich ebenfalisrch gréRere Bewegungen aus
und kann daher eher als schwach angesehen werden (der Abstand liegt zumeist deutlich Gber

dem Maximalwert von 3.8). Fiir diese Beobachtung sind drei mdgliche Ursachen erken
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5. Ergebnisse und Diskussion

bar: Zum einen ist der Winkel zwischen dem ValiabonylSauerstoffatom und der Anon
funktion des Liganden mit 11020° nicht optimal. Zum anderen ubt das benachbarte Proton
des Amids des Vall35 einen sterigagativen Effekt auf diese Wechselwirkung aus. Zisat
lich interagiert der Ligand Uber die Aminafktion am Thiophenring mit der Aspadat
Seitenkette des DF@Iotivs, die unter physiologischen Bedingungen deprotoniert ist. In der
Folge ist diese Wasserstoffbriickenbindung fast vergleichbar mit einer Salzbriicke und somit
fur den Liganden deutlich gunstigals die nicht ganzlich optimale Interaktion zur Hinge R
gion. Dies spiegelt sich auch in der Abstandsmessung zwischen derrSfiokistoffatom am
Thiophen und den Aspart&auerstoffatomen wieder (vgl. hierabbildung5.14.). Der nait

ve Bindungsmodus des Thieno[ypyridins UGJ(53) in 3ZDI bleibt aber sonst tber dieg
samte Molekildynamiksimulation stabil.
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Abbildung 5.11. Distanzmessung zwischen dem Backb@sebonytSauerstoffatom des Vall135 und den Istic
stoffatomen N1 (schwarz) und N2 (rot) des Liganden T(8%) in 1Q5K.
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5. Ergebnise und Diskussion

Das HarnstofiDerivat TMU (55) ordnet sich in der Bindetasche des humanen-Gf$&0 an,

dass beide Protonen des Diamids mit dem CarbBaykrstoffatom des Valins in Wechse
wirkung treten kénnen. Verfolgt man, wie Abbildung5.11. gezeigt, den Bstand zwischen

den beteiligten schweren Atomen, so zeigt sich, dass beide Interaktionen Uber den gesamten
Verlauf der MDSimulation auftreten, wobei die Interaktion des &aufReren Amid
Stickstoffatoms (vglAbbildung5.11, N2) aufgrund des gréReren Abstands und der gro3eren
Fluktuation schwacher ausfallt. Eine Erklarung ist, dass die Wechselwirkung zum Proton am
N1-Stickstoffatom groR3tenteils einen optimalen Winkel vof-180° einnimmt und das Br

ton am N2 Stickstoffatom nur noch in einem Winkel von -130° mit dem Carbonyl

Sauerstoffatom interagieren kann.

Interaktionen zum konservierten Lysin

Der Umstand, dass das Lys85 tief in der Bindetasche hochkonserviertaseHKiwvorliegt
[246, macht es zu einem interessanten Adressierungspunkt fur PrageirdInteraktionen.

Im Fall der humanen GSRb interagieren funf der simulierten Inhibien Uber Wassersftof
bruckenbindungen mit der Seitenkette dieser Aminoséaure. Die Interaktion zwischen dem 340
(60) in 3F7Z und dem Lys85 ist in der entsprechenden Publikation beschfzb&nAller-
dings findet man in der Kristallstruktur einen Abstand vonf3.80 dass die Wechselwirkung
nur der Vollstandigkeit halber mitinbezogen wurde. Die Kristallstruktur des Liganden ist in
Abbildung5.12. gezeigt. Zum Vergleich wurde durch Ausrichtung der Proteinstrukturen von
3F7Z und 3GB2 dasntsprechende Derivat G3B1) in die Bindetasche des 3460) proji-

ziert. Es lasst sich nachvollziehen, dass das Benzodick®amat 340(60) aufgrund der
geringeren GroRe tiefer in die Bindetasche und der Oxadidpler amUStickstoffatom der
Lys85-Seitenkette vorbei zeigt und somit der Abstand vorA3z8stande 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@3)@icht so tief in

die Bindetasche zeigen und hier ein Abstand vorR3im konservierten Lysin in 3& be-

steht (Der Abstand von 3.92in Abbildung5.12. zeigt die Distanz des projizierten GB&l)

in der Bindetasche des 3F7Z und dient nur zum Verstandnis der tgez@igstandsplots).
Diese Interaktion kann aufgrund der hohen Eigenbewegungen der Asgli¢hkette wa-

rend der Molekuldynamiksimulationen nicht beobachtet werden und geht bereits wahrend der
Equilibrierungsphase verloren. In den Produktionslaufen kékeere Abstande kleiner als
5.00A zwischen den beteiligten schweren Atomen von G&B und Argl41Seitenkette e

mittelt werden. Interessanterweise wird diese fehlende Wechselwirkung durch eine rseue Wa
serstoffbriickenbindung zur Hydroxylgruppe der ThrBg@enkette kompensiert. Anhand

des Verlaufs der Distanzmessung zwischen den beteiligten schweren Atomen kann dieser
Kontakt mit ungeféahr 3.08 tiber die gesamte MiSimulation als sehr stabil erachtet werden.
Dariiber hinaus kdnnen fur beide Liganden Uberg#isamten Zeitrdume der jeweiligeo-M
lekilldynamiksimulationen zumeist nur Abstéande groRer A.Gum UStickstoffatom der
Lys85-Seitenkette ermittelt werden. Kleinere Distanzen, die eine Wasserstoffbriickenbindung
vermuten lassen, treten lediglich fur deiganden 340(60) kurzzeitig zwischen Snapshot

600 bis 800 auf (vglAbbildung 5.12.). Dieses Ergebnis ist insofern interessant, als-das
ausgehend von den Startgeon®st der beiden ProteinigandKomplexefur das G3B(61)
aufgrund der im Vergleich zum 34@®B0) deutlich kiirzeren Distanz zum Lys85 eine stabile
Interaktion erwarten wirde. Einen méglichen Ansatz bieten hier ebenfalls die Partialladungen
der an der Inteidion beteiligten schweren Atome, welcheTiabelle6 aufgefihrt sind.

Tabelle 6. Mit ANTECHAMBER berechnete Partialladungen der zum Lys88&kStoffatom interagierenden schw

re Atome der LigandeATU (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 zlistickstoffatom der Lys85
Seitenkette Uber das N&tickstoffatom des Oxadiazol. InRosition zu selbigem liegt in 340
(60) ein Thioether, in G3KE61) eine Methylgruppe vorErstere bt einen positiven mesem
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5. Ergebnisse und Diskussion

ren Effekt (+MEffekt) auf den OxdiazeRing aus, welcher deutlich starker zu bewerten ist
als der positive induktive Effekt (+Effekt) der Methylgruppe in G3E1). Dementsprechend

ist der N3Stickstoffatom in 34Q60) starker negativ polarisiert, so dass eine Interaktion zum
UsStickstoffatom der Lys85eitenkette entsprechend haufiger auftreten kann. Bezieht man die
in Abschnitt5.1.2.2 diskutierten rmsWerlaufe und die daraus herausgestellten flexiblen B
reiche deHsGSK-3b-ProteirLigandKomplexe mit ein, ergibt sich eine Erklarungsmdlglic

keit die Bewegungen des Lysins in der ABihdetasche. Grundsatzlich ist die Seitenkette
des Lys85 uber zwei Salzbriicken zu den Carbo8éaterstoffatomen der Asp200
Seitenkette des DFGlotivs bzw. der Glu6Seitenkette am Anfang détHelix C fixiert

(vgl. Abbildung5.13)).
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Abbildung 5.13. Die Interkationen des Lys85 mit dem Asp200 des BW@ivs sowie dem Glu121 désHelix
C in 3GB2. Zur Orientierung istbenfalls der Oxadiazdting des gebunden Liganden G8&l) gezeigt. Oben
links ist die Distanzmessung zwischen dem Backb@aebonylSauerstoffatom des Vall35 und deth
Stickstoffatom der Lys8%eitenkette in 3GB2 aufgefiihrt. Die beweglichen Bereichd_deps im Bereich der
UHelix C sind rot eingefarbt.

Vergleicht man nun fur 3GB2 den Abstand des BackioasonylSauerstoffatoms des
Val135 der Hinge Region zutdStickstoffatom der Lys8Seitenkette in der Kristallstruktur
mit dem Verlauf des Abstandewischen den beteiligten schweren Atomen wahrend der MD

Simulation, l&sst sich eine deutliche Veranderung der Positionierung erkennen. Wahrend des
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5. Ergebnisse und Diskussion

Vorbereitungsprozesses steigt der Abstand von A3m8der Startstruktur auf ca. 36 an.

Grund hierfir isdie hohe Flexibilitat bzw. Beweglichkeit des Loops vor detelix C. Die-

ser Az iUelditx @in Richiing des Losungsmittels und dariiber 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 SalzbHicke erha
ten bleibt. Diese Beweglichkeit wirkt der attraktiven Wechselwirkung zwischen Ligand und
der Lys85Seitenketten entgegen, so dass neben einer gewissen Interaktionskatinkert

Uber die Partialladungen der beteiligten schweren Atome) auch eine passende Anordnung der
Lysin-Seitenkette in der Bindetasche fir eine stabile Wasserstoffbriickenbindung notwendig
scheint. In 3F7Z hingegen konnte lediglich ein Anstieg von Adid der Kristallstruktur auf

14.5 bis 158 wahrend der MBSimulation fiir den Abstand zwischen dem Backbone
CarbonytSauerstoffatom des Val135 der Hinge Region und G&iickstoffatom der Lys85
Seitenkette beobachtet werden. Zwischen Snapshot 600 uneé@b@ert sich dieser auf bis

zu 13A und die Interaktion zwischen OxdiazBtickstoffatom des 34Q60) und U
Stickstoffatom der Lys8%eitenkette kommt zustande.
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Abbildung 5.14. Distanzmessung zwischedem UStickstoffatom der Lys8Seitenkette und dem Nitil
Stickstoffatom des UG(®3) (griin) in 3ZDI (hellblau).

Fir die Interaktion zwischen der an Position 2 gebundenen Nitrilfunktion des Thieno[2,3
blpyridins UGJ(53) in 3ZDI und demUJStickstoffatom der Lys8%5eitenkette kann wahrend

der Molekuldynamiksimulation nur zwischen den Snapshots 200 bis 400 sowie ab 950 ein
Abstand von etwa & beobachtet werden (vgAbbildung5.14.). Ein Grund hierfirr kann die
Geometrie innerhalb der Kristallstruktur sein, da der Abstand des interagierenden $tickstof
atoms des Liganden zulStickstoffatom der Lys85eitenkette 3.58 betragt. Zusatzlich

wird der Ligand durch die Wasserstoffbriickenbindung zum Carboxylat der Asp200
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5. Ergebnisse und Diskussion

Seitenkette im DF&@/otiv derart fixiert, dass der NitdBubstituent am Lysin vorbei tief in

die Back Pocket zeigt. Betrachtet man die Partialladung desJ8tiokstoffatom der Lys85
Seitenket interagierenden Stickstoffatoms des Liganden, so kann hied.887 ein hoherer

Wert als fur die Oxadiazebtickstoffatome in 34@60) (-0.346) bzw. G3B61) (-0.297) -
funden werden. Folglich kommt es zu einem starkeren Kontakt zwischen Ligand und Lys
und eine entsprechende Wasserstoffbrickenbindung kann im Vergleich zuie@42w.

G3B (61) haufiger beobachtet werden. Die Anordnung des Lysins zwischen Snapshots 200

bis 400 sowie ab 950 beguinstigt die Interaktion zusatzlich.
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Abbildung 5.15. Distanzmessung zwischen dé#stickstoffatom der Lys8Seitenkette und den Sauerstaffat
men der Nitrogruppe des AT49) (griin) in 1Q3W (hellblau).

Das Alsterpaullon ATU49) tritt in der Bindetascheadt HSGSK-3b Uiber eine Nitrogruppe mit
dem UStickstoffatom des konversierten Lysins in Wechselwirkung. Demnach kénnen in der
entsprechenden Kristallstruktur 1Q3W zwischen den an der Wasserstoffbrickenbiedung b
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teiligten schweren Atomen Abstédnde von 20@%. 4.21A gefunden werden. In den ib-
bildung5.15. gezeigten Verlaufen der Distanzen tber die gesamte Molekildynamiksimulation
konnten zumeist nur Abstande gréBeB0A gefunden werden. Zudem kommt es zu Retat
onsbewegungen entlang der Einfachbindung zwischen Nitrogruppe und benachbartean Arom
ten, so dass die Interaktion zu#Stickstoffatom der Lys8%eitenkette lediglich tiber eines

der Sauerstoffatome erfolgt. &e Wechselwirkung kann, gewonnen aus den Erkenntnissen
aus der Kristallstruktur 1Q3W, als schwach angesehen werden. Dies lasst sich anhand der
Patialladungen verstehen. So sind die Sauerstoffatome der Nitrogruppe aufgrund der Delok
lisierung schwacher gativ polarisiert und die Interaktionsstarke der Wasserstoffbriiakenbi

dung herabgesetzt.

Die Liganden HBM(57) und 553(59) interagieren iiber Amigauerstoffatome mit detd
Stickstoffatom der Lys8%eitenkette in den jeweiligen Kristallstrukturen 205K (3i2iU8.

Hier lassen sich im Vergleich zu den bisher diskutierten Liganden aufgrund stéarkerer Polar
sierung der Carbonylfunktion deutlich stabilere Wasserstoffbriickenbindungen ausmachen
(vgl. Abbildung5.16. undAbbildung5.17.).
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Abbildung 5.16. Distanzmessung zwischen dedStickgoffatom der Lys85Seitenkette und dem Carbonyl
Sauerstoffatom des LactaRings des 55859) (grtin) in 3DU8 (hellblau).

Dies lasst sich anhand derTiabelle6 genannen Partialladungen der Sauerstoffatome Hekra
tigen. Die Wechselwirkung des Liganden §58) in 3DU8 zumUStickstoffatom der Lys85
Seitenkette weist dabei Fluktuationen auf. Eine mdgliche Ursache hierfur kbénnte ein negativer
sterischer Effekt des benachtga AmidProtons auf das Lysin sein, so dass die Wasskrstof
briickenbindung zwischen Protein und Inhibitor immer wieder unterbrochen wird. Aus diesem
Grund resultiert ein nicht optimaler Winkel von 1480° entlang der Bindung zwischen

CarbonytSauerstofitom und LysirSeitenkette.
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5. Ergebnisse und Diskussion

In der Kristallstruktur des HBM57) in 205K konnte zwischen dem AmBauerstoffatom

und UStickstoffatom der Lys8Seitenkette ein Abstand von 37ermittelt werden. Wahrend

der Molekildynamiksimulationen konnte untéerdrangung eines Wassermolekiils, welches
sich wahrend des Vorbereitungsprozesses in die Back Pocket bewegte, eine stabile Wasse
stoffbriickenbindung zwischen Ligand und Lys85 aufgebaut werdemApigildung5.7.).
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Abbildung 5.17. Distanzmessung zwischen dedStickstoffatom der Lys8Seitenkette und dem Carbonyl
Sauerstoffatom des Amids des HEBF) (grin) in 205K (lellblau).

Weitere Protein-Ligand-Interaktionen

Neben den Interaktionen zur Hinge Region und dem konservierten Lysin werden in einzelnen
Fallen weitere Aminoséuren im Bindetaschenbereich Uber Wasserstoffbriickenbindungen
bzw. Salzbricken adressiert, die mallgch zur Stabilitat der jeweiligen Bindungsmodi-be
tragen.
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Abbildung 5.18. Distanzmessung zwischen dem Carboxfaterstoffatom der Asp200 Seitenkette und dem
Amino-Substituenten am Thiophenring déganden UGJ53) in 3ZDlI.
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So wird wahrend der Simulation des U@RB) 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 schwacheterdktion zur Hinge Region
kompensiert (vglAbbildung5.18.). Als weiteres Beispiel sei noch kurz auf den Liganden 679
(54) in 1Q4L eingegangen. Dieser interagierefidie Carboxylatfunktionalitdt mit der Gu
nidinstruktur der Seitenkette des Argl41 uber ionische Wechselwirkungen. Ebenso wird die
Amidfunktionalitat der GIn185%eitenkette adressiert. Hingegen sind beide Interaktiorfen au
grund der Eigenbewegungen dieflekiblen Seitenketten nicht tGiber den gesamten Zeitraum
der Simulation stabil (vgAbbildung5.19.).
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Abbildung 5.19. Unten links Distanzmessung zwischen dem Stickstoffatom der Ar¢fdifenkette und dem
Carboxylat des 67954) in 1Q4L. Unten rechtsDistanzmessung zwischen dem Stickstoffatom der G185
Seitenkette und dem Carboxylat des &4 in 1Q4L.
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Verbrickende Wassermolekdule

Der Einfluss verbriickender Wassermolekile als zusatzliche Mediatoren von Rrgéeid
Interaktionen undzur Stabilisierung dieser Komplexe wurde bereits fir verschiedene E
zymsysteme wie Lysozymen und Aspaffabteasen beschrieb@WNALLNOEFER et al. unta-

suchten den stabilisierenden Effekt eines konservierten Wassers in Fak@48KaEbenso
wurden VOrKNIGHT et al. bereits sechs konservierte Wasser in 13 aivformeren Kinasen

Uber Sequenzalignment, Molekuldynamiksimulationen und Berechnungen der Freien Bi
dungsenthalpien identifiziert und als essahthachgewieseri249. Allerdings kann keine
allgemein gultige Aussage Uber die Wichtigkeit von Wasser getroffen werden, da unter ene
getischen Gesichtspunkten gegenlaufige Effekte berticksichtigt werden missen. So fuhrt der
Aufbau zusatzlicher Wasserstoffbriickenbindungeer iverbriickende Wasser zu einent-En
halpiegewinn, jedoch der Einbau des Wassers in die Bindetasche gleichzeitig zu eireem Entr
pieverlust, da durch die zusatzlichen Wechselwirkung(en) Translatimaks Rotationsfrie
heitsgrade eingeschrankt werden. Daheltesah den durchgefuhrten Simulationen dag-Ve
halten des Wassers und dessen Einfluss auf die Qualitat der Dynamiken betrachtet werden.
Zunéchst wurden die in den Protdilgand-Komplexen kokristallisierten Wasser entfernt und

in der Folge erfasst, ob diekécken durch neue Wassermolekile besetzt sowie weiteoe ver
rickende Wassermolekile ewnd/oder neue Netzwerke aufgebaut werden, die wéahrend des

Kristallisationsprozesses nicht erfasst werden konnten.

Wahrend der Simulationen konnten einige Wassernekanieentifiziert werden, derene3
wegungen ebenfalls anhand von Abstandsmessungen zwischen den interagierenden schweren
Atomen verfolgt wurden. Dabei wurde untersucht, ob Wassermolekule kristallstrukiurahnl
che Positionen einnahmen oder weitere Netzwenkgebildet wurden. Von besonderem |
teresse waren dabei die Wasser in 1Q3W und 3ZDI, die eine Wasserstoffbrickenbindung
zwischen dem Liganden und dem Asp133 der Hinge Region aufbauen. Zusatzlich wurden die
beobachteten Wassernetzwerke mit den Ergebnisseh.w et al. verglichen, die sich mit
verbrickenden Wassermolekilen im Bereich der Bindetaschen6ffnuts@&K-3b ause
nandersetztef250. Sie definierten die Kristallwasser anhand von ONBasierteff quan-
tenmechanischen und molekilmechanischen Berechnungen vor und bewerteten diese durch
MD-Simulationen und Dockinr@tudien als essenlidir die Stabilitdt der Bindungsmodi der

betrachteten Inhibitoren.

2ONIOM (engl Our own Nlayered Integrated Orbital and Molecular Mechanics) bezeichnet eine Methode im
ProgrammGAussIAN, welches grofRe Molekiile modelliert.
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In den hier durchgefuhrten Simulationen konnten fir 1Q41, 1Q4L, 3GB2, 1Q3W und 1Q3D
die in den Kiristallstrukturen auftretenden Wassernetzwerke zwischen jeweiligem Ligand,
Thr138 und GIn&5 beobachtet werden. Fur 3F7Z, 1Q5K, 1UV5 und 3DU8 bildeten sich die
entsprechenden Netzwerke nicht aus. Fir 1Q41und 1Q4L waren die entsprechenden verbr
ckenden Interaktionen nur zu Beginn der Simulation stabil Mghildung 5.20 und Abbil-
dung5.21). Zuséatzlich konnten neue verbrickende Wasser gefunden werden. So wurde ein
Uber die gesamte Molekuldynamiksimulation ein stabiles Netzwerk zwischen dem Liganden
679(54) in 1Q4L und dem Vdl35 aufgebaut. Grund hierfir scheint die Startstruktur zu sein,
da der Ligand in der Kristallstruktur einen Abstand vonAZim BackboneSauerstoffatom

des Valins besitzt.
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Abbildung 5.20. Distanzmessum zum verbrickenden Wasser zwischen dem E&auerstoffatom des IXM
(44) in 1Q41 und dem Backbor@arbonytSauerstoffatom des GIn185.
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Abbildung 5.21. Unten links: Distanzmessung zum verbrickenden Wassischen dem Backbor@arbonyt
Sauerstoffatom des Vall135 sowie dem Stickstoffatom des Liganderb8)/th (1Q4L. Unten rechts: Distan
messung zum verbrickenden Wasser zwischen dem Carb&aylatstoffatom des 61{94) in 1Q4L und dem
Amid-Sauerstoffatonder Seitenkette des GIn185 bzw. dem Sauerstoffatom der Hydroxylfunktion der Seitenke
te des Thr138.

Wahrend der Molekildynamiksimulationen des 1Q3W konnte das beschriebene verbriickende
Wassermolekil zwischen dem Backbdb@&bonyiSauerstoffatom des GIn18md demA-
min-Stickstoffatom des ATU49) gefunden werden. Allerdings war diese Wechselwirkung
nur fur 800ps stabil (vgl.Abbildung 5.22.). Daneben wurden weitergeltedie verbriicke-

den Wassermolekile innerhalb der Bindetasche, die eine Interaktion zum Liganden in der
Kristallstruktur aufweisen, betrachtet. Besonders interessant waren die Wechselwirkungen zur
Hinge Region. In 3ZDIl und 1Q3W werden die Liganden Uber Wiassermolekil zum
Asp133 verbrickt. Hingegen konnte nur in 1Q3W Uber die gesamte Simulation eine-entspr
chende Interaktion gefunden werden (Vgbbildung5.22.).
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Distanz [A]
Distanz [A]

Abbildung 5.22. Links: Distanzmessung zum verbrickenden Wasser zwischen dem Laatarstoffatom des
ATU (49) in 1Q3W und dem Backbor@arbonyl des Asp133 der Hinge Region. Rechts: Distanzmessung zum
verlrickenden Wasser zwischen dem Asfsitickstoffatom des ATU 49) in 1Q3W und dem Backbone
CarbonylSauerstoffatom des GIn185.

Lediglich fir Staurosporind@) in 1Q3D konnte ein Uber die gesamte Midnulation stabiles
WasseiNetzwerk entsprechend der kokrifsderten Wasser in der Kristallstruktur erfasst
werden, wobei das Wasser zum Threonin nachm4.8urch ein weiteres Molekil awsg
tauscht wurde (vglAbbildung 5.23)). Fir 3GB2 war das Wasser zwischen dem Oxadiazol
Sauerstoffatom und dem GIn185 Backb@&wmerstoffatom fur 1.8s stabil (vgl.Abbildung
5.24.).
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Abbildung 5.23. Oben links: Distanzmessung zum verbriickenden Wasser zwischen denrS#ckstoffatom

bzw. dem Sauerstoffatom des MetheSybstituenten des STUIZ) in 1Q3D und dem Backbor@arbonyt
Sauerstoffatom des GInl8Bnten links: Distanzmessung zum verbriickenden Wasser zwischen dem Amin
Stickstoffatom des ST\#2) in 1Q3D und der Hydroxylfunktion des Thr138.
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Abbildung 5.24. Distanzmessung zum verbriickenden Wassgschen dem Oxadiaz&auerstoffatom des
G3B (61) in 3GB2 und dem BackborearbonylSauerstoffatom des GIn185.

Snapshots

-

Ahnlich zum Verhalten des Wassernetzwerks in 1Q3D konnte auch hier ein Austausch des
Wassers beobachtet werden. Die fir diese Kristallstruktur dartiber hinals aral. [250

91



5. Ergebnisse und Diskussion

beschriebenen verbrickenden Wasser konnten wahrend der Molekildynamiksimulationen

nicht beobachtet werden.
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Abbil dung 5.25. Oben rechtsDistanzmessung zum verbrickenden Wassermolekile zwischen dem Carbonyl
Sauerstoffatom des HBN67) in 205K und dem Backborstickstoffatom des Asp200. Unten recHisstare-
messung zm verbrickenden Wasser zwischen dem Sulf@aderstoffatom des HBNb7) in 205K und der
Hydroxylfunktion des Thr138. Oben links: Distanzmessung zum verbriickenden Wasser zwischen dem Imid
zol-Stickstoffatom des Liganden HBN67) in 205K und dem Backbor@arbonylSauerstoffatom des Val135

der Hinge Region. Die Graphen entsprechen den verschiedenen Wassermolekil die nacheinandefidie Verbr
ckung zur Hinge Region Ubernehmen.

Weiterhin trat tber die gesamte MD des 205K ein neues, verbrickendes Wassermalekil zw
schen dem SulfonyBauerstoffatom des Liganden und dem Thrl8 auf Mgjhildung5.25.).

In den Kristallstrukturen 1Q4L, 1UV5, 1Q5K, 20W3 3F7Z und 3ZDI trat ein veKkaides
Wassermolekil zwischen Ligand uein Backbonémid-Stickstoffatoms des Asp200 auf.
Jedoch konnten nur fur 3ZDIl und 20W3 entsprechende Interaktionen gefunden werden (vgl.
Abbildung 5.26. und Abbildung 5.27.). Wie bereits beschrieben wird das Wassermolekil im
205K zwischen Ligand und Lys85 durch eine direkte Interaktiontiswilest (vgl. Abbildung

5.25)).
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Abbildung 5.26. Distanzmessung zum verbriickenden Wasser zwischen dem Ca8zmmeyistoffatom des BIM
(58) in 20W3 und dem Backbor@arbonyl-Sauerstoffatom des Asp200 des DM@tivs.

Anders als in der Kristallstruktur des 1Q3W positionierte sich in 3ZDI kein Wasser wahrend
der MD zwischen Ligand und Asp200 (vélbbildung5.27.). Ebenso fuhrte die starke Wec
selwirkung zwischen dem Amin am Thiophenring des WU&3) und dem DFGAspartat in

3ZDI zu einem grof3eren Abstand zwischen Hinge Region und Ligand, dass von einem neuen
verbrickenden Wasser kompeamsiwurde.
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Abbildung 5.27. Links: Distanzmessung zum verbriickenden Wasser zwischen dem 3tiokstoffatom des
Liganden UGJ53) in 3ZDI und dem Backbon€arbonytSauerstoffatom des Vall35 der Hinge RadgRechts
Distanzmessung zum verbrickenden Wasser zwischen dem Nitril de¢58)@&d 32Dl und dem Backbone
Stickstoffatom des Asp200.
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In Abbildung5.28. sind die Positionen der Wassermolekiile in der Kristallstruktur 3ZDI, die
wéhrend des Vorbereitungsprozesses entfernt wurden (orang®/ 3 W, und W) und die
Lage der neuen Wassermolekidé sich wahrend der Simulation an die zeigten Positionen

in der Bindetasche bewegen (rotg,Ws, und W), dargestelit.

VAL 135

"y . "' - * -, f /,?
ASP 200 LUN

Abbildung 5.28. Die Abbildung unten links vergleicht die Position der Wasser ifwBindetaschenbereich in
der Kristallstruktur 3ZDI (orange, WW,, W, und W) und die Positionen, die von Wassern in der MD eing
nommen werden (rot, ¥WWs, und W,). Daneben ist die Lage des Liganden in der Kristallstruktur (orange) und
wahrend der MD gzeigt (grin).

Bei Vergleich der Anordnungen der Wassermolekle wird deutlich, dass die neu airgeno
menen Positionierungen von den jeweiligen Ausgangslagen in der Kristallstruktur ausgehen
kénnten. Dies ist besonders fiir das neue verbriickende Wasserexwtsiciye Region und
Vall35 interessant. Die Wassers\Ohd W, zeigen vergleichbare Positionen und Inteiakti

nen. Die Molekile Wund W; liegen an der Bindetaschendffnung und kénnten aufgrund der

Bewegungen entsprechend austauschen.

Ebenso konnte fiir das HB67) in 205K ein Wassermolekul zwischen Hinge Region und
Ligand beobachtet werden, wobei dieses zwischen zweimal ausgetauscht wirdbpigl.
dung5.25.). Des Weiteen wurde eine Uber ein Wasser vermittelte Wechselwirkung zwischen
Ligand zum Lys85 wahrend der Equilibrierung aufgebaut und wéahrend degiMDlation

durch eine direkte Interaktion zwischen Inhibitor und Aminosaure ersetzt. Insgesamt lasst sich
festhaltendass die Simulationen ohne Vordefinition der verbriickenden Wassermolekile ke
ne Instabilitaten aufwiesen. Die entsprechenden Bindungsmodi der Liganden waren Uber den
gesamten Verlauf der Simulationen stabil. Da nur teilweise zu Kristallstruktur &hnbghe P
tionen von Wassermolekilen eingenommen wurden, kann keine generelle Aussage uber die
Wichtigkeit getroffen werden. Grundsatzlich lassen sich aber fir einen Teil der Liganden
Tendenzen ausmachen, dass die entsprechenden Netzwerke zur Bindetascheridindiag)
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Wasser in 1Q3W zur Hinge Region eine wichtige Rolle spielen. Ziel war es aber aus- Konsi
tenzgrinden alle ProteingandSysteme gleich zu behandeln. Daher wurde zu diesetn Zei
punkt von Simulationen mit vordefinierten Wassermolekulen abgesehetenirspateren
Energieberechnungen wurden die Interaktionen zwischen Ligand und Wasser nickt bertic
sichtigt, so dass der Effekt selbiger nur indirekt durch eine deutliche Stabilisierung Jen dire

ten ProteirLigand Interaktionen beriicksichtigt werden wirden.

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

Nach Auswertung der Molekildynamiksimulationen der ausgewdahlten Rrtogeind
Komplexe wurden nachfolgend die Freien Bindungsenthalpien der jeweiligen gebundenen
Inhibitoren unter Verwendung der in Athsitt 4.4 beschriebenen MM/GBSAund
MM/PBSA-Methode ausgehend von je 1000 Snapshots berechnet und den gemesgenen IC
Werten gegeniber gestellt (v@labelle?.).

Tabelle 7. Ubersicht der berechneten Freien Bindungsenthalpi@MM/GBSA- bzw. MM/PBSAMethode.

Als Grundlage dienten jeweilsrs Simulationszeit bei 1000 herausgeschriebenen Snapshots. Daneben sind die
gemessenen KgWerte inuM sowie die eingesetzten ATiRonzentrationen.plgs = -log (ICsg). @) Die biologr

sche Aktivtat wurde hier Uber einen Filtrationsassay bestimmt und keinekdr2entration angegeben.

PDB-Eintrag  Inhibitor ICso[uM]  pICso c(ATP) P Ging P Ging
[UM] (MM/GBSA) (MM/PBSA)
[kcal Amo [kcal Amo

1Q3D STU (42 0.015 7.824 15.0 -38.18+2.738  -28.70+ 3.687
1Q3W 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 8523 @ -42.26+3.468  -26.16+ 4.437
3Dus8 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 Abbildung5.29. und Abbildung 5.30. sind die berechneten Freien Bindungsenthalpen g
gen die negativen dekadischeodarithmen der I€g-Werte aufgetragen. Unter der Annahme,
dass ein linearer Zusammenhang zwischen den biologischen Daten und berechneten Freien
Bindungsenthalpien besteht, wurden fir beide Datenséatze Trendlinien und Bestimmtheitsmalf3

R? berechnet.

95



5. Ergebnisse und Diskussion

-50

g5, (MM/GBSA) [k c a | A mo |

e — °

6,0 6,5 7,0 7,5 8,0 8,5 9,0
pIC s

Abbild ung 5.29. Auftragung dervia MM/GBSA-Methode berechneten Freien Bindungsenthalpiger zwolf
HsGSK-3b-Komplexe gegen den negativen dekadischen Logarithmus gieWWérte.
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Abbildung 5.30. Auftragung dervia MM/PBSA-Methode berechneten Freien Bindungsenthalpien der zwolf
HsGSK-3b-Komplexe gegen den negativen dekadischen Logarithmus g€t te.

Dabei ergab sich fir die MM/GBSMethode ein R = 0.385, fiir die MM/PBSAViethode

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

¥ m Weiteren als MM/GBSA bzw. fiir die MM/PBSAMethode als MM/PBSAEnergien (oder Werte)eh
zeichnet.
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Bertcksichtigung der Qualitat der Simulationen sowie der biologischen Daten betrachtet wu
de. Dabei wurde ein Schwerpunkt auf M&/GBSA-Berechnungen gelegt, da hier eins-be
sere Korrelation bestand. Anhand vAhbildung 5.29. konnten funf Ausreil3er festgemacht
werden: 3ZDI, 1Q41; 3DU8, 3F7Z dr2O5K. Dabei werden fur die entsprechenden rhiga
den UGJ53) und IXM (44) im Verhéltnis zu ihren biologischen Daten zu geringe Freme Bi
dungsenthalpien, fur 55&9), 340 (60) und HBM (57) zu hohe Freie Bindungsenthalpien
erhalten. Allerdings kann nur fiBM (57) anhand der Molektldynamiksimulationen eine
Erklarung gefunden werden. Wie bereits beschrieben, veréandern hier sich wahrend-der MD
Simulationen die Bindungsverhaltnisse zwischen Ligand und ProteinAbblldung 5.7.).
Daraus resultieren stark unterschiedliche Freie Bindungsenthalpien der verwendgten Sna
shots, so dass der angegebene Durchschnittswert Giber die gesarSienM&tion eine en
sprechend hoh&tandardabweichung (MM/GBSA:6 . 0 4 5 K, dViIPBSAR:I8.045

k ¢ a | TAaufodist.

In der Molekuldynamiksimulation des UG33j wird die Interaktionen zur Hinge Regioer|

diglich tber ein verbrickendes Wasser aufrechterhalten, bleibt allerdingsié@lggsdmte
MD-Simulation stabil (vglAbbildung5.27.). Die Wechselwirkung zum konservierten Lys85

kann aufgrund der Positionierung des Liganden nur als schwachehegeserden. Intese
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 HBBJ) (alle Molekuldyramiksimulationen anhand

der im vorhergehenden Abschnitt diskutierten Ergebnisse als stabil erachtet werden.

In der Folge wurde ein Augenmerk auf die biologischen Daten gelegt. So sipd/é@te im
Allgemeinen von der Substratkonzentrationh dhier vonder ATRKonzentration, abhangig.

Bei Vergleich der verwendeten Konzentrationen bei der Bestimmung geYWi&te der s
mulierten ProteirLigand-Komplexe fallen hier groRe Schwankungen auf (0.5 bis 1€M,0

vgl. Tabelle7.). Somit lassen sich die biologischen Daten nicht mehr direkt miteinander ve
gleichen, so dass entsprechend defabelle 7 aufgefihrten ATRKonzentrationen die é3
rechneten Freien Bindungsenthalpien von 205K, 20W3, 3DU8, 3F7Z und 3GB2 aus-der Ko
relation entfernt wurden. Die daraus erhaltenem neuen Auftragungemblgldung 5.31.

und Abbildung 5.32) konnten mit einem Bestimmtheitsma vof=R0.670 fir das
MM/GBSA- und R= 0.407 fir éds MM/PBSAVerfahren deutlich verbessert werden.
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Abbildung 5.31. Auftragung dervia MM/GBSA-Methode berechneten Freien Bindungsenthalpien gegen die
plCso-Werte der bei dhnlicher Substratkonzentration gemessés@8K-3b-Inhibitoren.
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Abbildung 5.32. Auftragung dervia MM/PBSA-Methode berechneten Freien Bindungsenthalpien gegen die
plICso-Werte der bei dhidher Substratkonzentration gemesseded SK-3b-Inhibitoren.

Dies lasst die Schlussfolgerung zu, dass die Vergleichbarkeit der biologischen Daten untere
nander, dh. das diese unter den gleichen Bedingungen (Substratkonzentration, Temperatur
etc.) generig werden, entscheidend fur die Qualitdt der erhaltenen Bestimmtheitsmal3e zw

schen Experiment und berechneter Freier Bindungsenthalpie sind. ldealerweiseksollten
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Werte verwendet werden, welche unabhangig von Grol3en wie der Substratkonzentration sind

undsomit eine bessere Vergleichbarkeit gewahrleisten.

Ausgehend von den gewahlten Einstellungen sollte in Anlehnung an Arbeitétouoet al.

[203 der Einfluss der Simulationslange sowie die Schrittweite zur Auswahl der fur die
MM/GBSA- bzw. MM/PBSAMethode verwendeten Snapshots untersucht und anhand dieser
optimierte Einstellungenuf die Molekildynamiksimulationen 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.
die Anzahl der furdie MM/GBSA- bzw. MM/PBSABerechnungen verwendeten Protein
Ligand-Konformationen, auf die Gute der Korrelation analysiert werden. Grundlage hierfur
waren die bereits erstelltern® MD-Simulationen mit 1000 generierten Snapshots. Nur wu

den Start und Enaeitpunkt der fur die Energieberechnung verwendeten Snapshots variiert.
Zusatzlich wurden verschiedene Schrittweiten in diesen Bereichen definiert, bei dergin Sna
shot flir die Berechnung der Freien Bindungsenthalpien in Betracht gezogen wurde.eAnschli
Rerd wurden die erhaltenen Energiewerte in Analogie zur bisherigen Durchfiihrung gegen den
negativen dekadischen Logarithmus desy-MVertes aufgetragen. Die daraus erhaltenen B
stimmtheitsmal3e sowie die variierten Parameter sifi@loele 8 beschrieben.

Anhand der erhaltenen Bestimmtheitsmal3e lassen sich mehrere Erkenntnisse gewinnen. So
erlaubten die mittels MM/GBSAbzw. PBSAVerfahren berechneten Freien Bindungsentha

pien basierend auf einem Simulationsbereich vans flie hochsten Bestimmtheitsmalde, a
lerdings nur unter der Voraussetzung, dass in Relation dazu die Equilibrierungsphase nicht zu
lang gewahlt wird. Dies lasst sich anhand der Freien Bindungsenthalpi&mudéationsn-

tervalle B1 ns, 0.51.5ns sowie 12 ns bei je 50Bnapshots beispielhaft nachvollziehen. In
ersterem liegt eine Equilibrierungsphase vonrd.5im zweiten Fall entsprechenahd und in

letzterem ist die Equilibrierungsphase mit dasbveraschlagt.

Folglich nimmt das Bestimmtheitsmal3 von 0.727 auf 0.597 ab. Dies lasst sich danmt begri
den, dass die wahrend der Simulation generierten Konformationen der figsteid
Komplexe anfangs noch ahnlich zu ihren Startstrukturen sind. Diese Thesarkaand der

in Abschnitt5.1.2.2 bereits diskutierten rmdgelots bestarkt werden.
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