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Glossar 

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

verwendet, die hier kurz definiert werden sollen. Weiterführende Erklärungen erfolgen im 

Fließtext oder Fußnoten der Dissertation. 

Alignment räumliche Überlagerung von Molekülen, im Falle von 

Proteinen häufig bezogen auf ihre Aminosäuresequenz 

(vgl. auch Sequenz-Alignment). 

Backbone  Als Rückgrat eines Makromoleküls bezeichnete Kette 

von sich wiederholenden Einzelbausteinen; im engeren 

Sinn: bei Proteinen die Folge von Peptidbindungen. 

Back Pocket Bereich zwischen dem konservierten Lysin und der Sei-

tenkette des Gatekeepers innerhalb der ATP-Bindetasche 

einer Kinase. 

Bindungsmodus  (oder auch Modus). Innerhalb eines Dockings (über ei-

nen oder mehrere Liganden eines Datensatzes) häufig 

generierte und über Scoring gut bewertete Lösung. Kann 

im Weiteren als native Pose in Betracht gezogen werden. 

Clustering  Gruppieren einzelner Elemente eine Menge nach ähnli-

chen Eigenschaften. 

Docking  Einpassen eines Liganden in eine Bindetasche (vgl. IU-

PAC-Definition S. 79). 

Drug Design  Arzneistoffentwicklung; weit gefasster Begriff, der nach 

IUPAC neben der Leitstruktursuche und ïoptimierung 

auch Pharmakokinetik und Toxikologie umfasst. 

Equilibrierung  Kurze MD-Simulation zur Geometrieoptimierung des 

Protein-Ligand-Komplexes innerhalb einer Lösungsmit-

tel-Box. 
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Gatekeeper  Aminosäure, die in der ATP-Bindetasche von Protein-

kinasen für den Zugang zur hydrophoben Untertasche 

(der Back Pocket) eine entscheidende Rolle spielt (vgl. 

S. 13). 

Glycine-rich Loop   Bereich, der die ATP-Bindetasche von Proteinkinasen 

begrenzt und der besonders häufig die Aminosäure Gly-

cin enthält. 

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

Domäne in Proteinkinasen. 

Homology Modelling  Berechnung von Homologie-Modellen (auch Comparati-

ve Modelling, vgl. S. 29 ff.). 

Induced Fit  Anpassen eines Rezeptors an einen Liganden durch des-

sen Bindung. 

Minimierung  Geometrieoptimierung von Ligand, Protein oder Protein-

Ligand-Komplexen in lokales energetisches Minimum. 

MM/GBSA  vgl. Abkürzungen; Algorithmus zur Berechnung der 

Freien Bindungsenthalpie ausgehend von Moleküldyna-

miksimulationen.  

MM/PBSA   vgl. Abkürzungen; Algorithmus zur Berechnung der 

Freien Bindungsenthalpie ausgehend von Moleküldyna-

miksimulationen. 

Moleküldynamiksimulation  (oder auch MD-Simulation), Berechnung der Bewegung 

eines Protein-Ligand-Komplexes (oder auch Protein-

Protein-Komplexes) in einer Lösungsmittel-Box. 

Pose  engl.: Pose; im Zusammenhang mit Docking: eine durch 

das eingesetzte Dockingprogramm berechnete mögliche 

Position des Liganden im Rezeptor. 
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rmsd  vgl. Abkürzungen; im engeren Sinn: Wert [Å] für die 

mittlere quadratische Abweichung der Distanz der 

(schweren) Atome zweier überlagerter Moleküle zuei-

nander. 

rmsf vgl. Abkürzungen; im engeren Sinn: Wert [Å] für die 

mittlere quadratische Fluktuation der Distanz der (schwe-

ren) Atome zweier überlagerter Moleküle zueinander. 

Redocking  Docking eines Liganden in den kokristallisierten Rezep-

tor. 

Scoring  (oder auch Scoringfunktion) Bewertung; im engeren Sinn 

eine Funktion zur vergleichenden Abschätzung der Stär-

ke einer Interaktion zwischen Ligand und Protein. 

Screening  (Virtual/High-Throughput) Auswahlverfahren; im enge-

ren Sinn: das Testen einer großen Anzahl von Molekülen 

auf ihre Aktivität an einer Zielstruktur hin. Geschieht 

dies am Rechner (in silico), wird das Verfahren als Vir-

tual Screening bezeichnet. Werden große Substanzbiblio-

theken real mit biochemischen Assays getestet, spricht 

man von High Throughput Screening (HTS). 

Snapshot Während der Moleküldynamiksimulation generierte Ge-

ometrie des Protein-Ligand-Komplexes in einer Lö-

sungsmittel-Box. Die Summe der erhaltenen Snapshots 

ergibt die MD-Simulation. Ausgangspunkt für die Be-

rechnung der Freien Bindungsenthalphien. 

Startstruktur  Der Begriff der Startstruktur bezeichnet den Protein-

Ligand-Komplex vor dem Beginn des Arbeitsablaufs 

Diese wird, wenn nicht anders erwähnt, in den Auswer-

tungen als Referenzstruktur verwendet. 

Target  Im Allgemeinen: Zielstruktur eines Wirkstoffes. Im Zu-

sammenhang mit MIFs: Struktur, für die Interaktionse-

nergien berechnet werden sollen. 
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Wasserstoffbrückendonor Beschreibt die Eigenschaft einer funktionellen Gruppe, 

die an einer Wasserstoffbrückenbindung beteiligt ist Der 

Begriff Donor umfasst dabei alle Funktionalitäten, die 

Protonen zu dieser Interaktion beitragen (z. B. (proto-

nierte) Amine, Hydroxylgruppen usw.). 

Wasserstoffbrückenakzeptor Beschreibt die Eigenschaft einer funktionellen Gruppe, 

die an einer Wasserstoffbrückenbindung beteiligt ist. Der 

Begriff Akzeptoren umfasst dabei alle Funktionalitäten, 

die freie Elektronenpaare und/oder Ladungen zu dieser 

Interaktion beitragen (z. B. Carbonylverbindungen, Car-

bonsäuren usw.). 
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1. Einleitung 

1.1. Vektor-übertragene Infektionskrankheiten  

Ein Sechstel der weltweit jährlich auftretenden Infektionskrankheiten werden durch Vektoren 

übertragen, für über eine Million Menschen mit tödlichem Ausgang [1]. Mehr als 50 % der 

Weltbevölkerung lebt in einem Risikogebiet für Vektor-übertragene Infektionen. Diese Zah-

len sind Anlass für die Weltgesundheitsorganisation (WHO) im Rahmen des Weltgesund-

heitstages 2014 Schwerpunkt auf Vektor-übertragene Infektionskrankheiten zu legen [1]. 

 

 

Abbildung 1.1. Weltweite Verteilung verschiedener Vektor-übertragener Infektionskrankheiten nach HILL  et 

al.[2]. Die in Klammern angegebenen Zahlen beziffern die geschätzten Todeszahlen für jede Region, angegeben 

in tausend Schritten. Die Diagramme beschreiben die Anteile der jeweiligen Infektionskrankheiten an den ent-

sprechenden Todeszahlen. 

Der Begriff Vektor umfasst lebende Organismen, die Infektionskrankheiten zwischen Tier 

und Mensch übertragen. Dabei handelt es sich zumeist um blutsaugende Insekten, die wäh-

rend der Nahrungsaufnahme krankheitsverursachende Mikroorganismen aufnehmen bzw. ab-

geben und so deren Lebenszyklus aufrecht halten [1]. In Tabelle 1 sind die wichtigsten Vek-

tor-übertragenen Infektionskrankheiten und deren Überträger zusammengefasst. Besonders 

betroffen sind die Entwicklungsländer, auf afrikanische und asiatische Länder entfallen die 

meisten Todesfälle durch Vektor-übertragene Infektionskrankheiten (vgl. Abbildung 1.1.).  
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Tabelle 1. Zusammenfassung der wichtigsten Vektor-übertragenen Infektionskrankheiten und ihrer Überträger 

nach [1] sowie HILL  et al.[2].  

Infektionskrankheit  Vektor  

Malaria  Weibliche Anopheles-Mücke 

Dengue-Fieber Ägyptische bzw. Asiatische Tigermücke (Aedes aegypti bzw. Aedes albopictus) 

Bilharziose (Schistosomiasis) Pärchenegel (Schistosoma) 

Leishmaniose Sandmücke (Phlebotominae) 

Chagas-Krankheit  Raubwanzen (Triatoma infestans) 

Gelbfieber Ägyptische Tigermücke (Aedes aegypti) 

1.2. Malaria  

Wie aus Abbildung 1.1. deutlich wird, stellt Malaria die weltweit verbreitetste und folgen-

schwerste durch Vektoren übertragene Infektionskrankheit dar. In 2012 infizierten sich nach 

Angaben der WHO 207 Millionen Menschen mit Malaria, davon starben 627.000 [3]. Stark 

betroffen sind die afrikanischen Länder: 80 % der Infektions- und 90 % der Todesfälle entfal-

len auf diese Region. Zusätzlich leiden besonders Kinder unter dieser Krankheit: So sind 

77 % der verzeichneten Todesfälle Kinder im Alter unter 5 Jahren. Ausgelöst wird die Infek-

tion beim Menschen durch fünf Protozoen
1
-Spezies der Gattung Plasmodium: Plasmodium 

falciparum, Plasmodium vivax, Plasmodium ovale, Plasmodium malariae und Plasmodium 

knowlesi [3]. Die Übertragung des Erregers erfolgt über den Stich der weiblichen Anopheles-

Mücke. P.falciparum und P.vivax sind dabei für die meisten Infektionen verantwortlich [4]. 

Die durch P.falciparum verursachte Malaria tropica weist die schwersten Krankheitsverläufe 

auf, weshalb nahezu alle Todesfälle auf P.falciparum zurückzuführen sind [4]. Interessanter-

weise ist P.vivax deutlich verbreiteter als P.falciparum, da sich der Erreger bereits bei niedri-

geren Temperaturen innerhalb der Anopheles-Mücke vermehren und überleben kann. Zusätz-

lich können diese Protozoen als Hypnozoiten
2
 im menschlichen Organismus persistieren (vgl. 

auch Abschnitt 1.2.1.) umso in Zeiträumen zu überleben, in denen keine Mücken für die Ver-

breitung der Infektion verfügbar sind (z. B. in den Wintermonaten). P.ovale und P.vivax ver-

ursachen die sogenannte Malaria tertiana. Namensgebend sind dabei die klinisch kennzeich-

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

                                                 
1
Der Begriff Protozoen (griech.ˊɟɤŰɧɕɤɞɜ protózoon Ădas erste Tierñ) umfasst alle aufgrund ihrer Mobilität und 

heterotrophen Lebensweise als tierisch angesehene eukaryotische Einzeller. 
2
Als Hypnozoit versteht man das Ruhestadium der Malariaerreger Plasmodium ovalae und Plasmodium vivax. 

Die Parasiten verbleiben dabei in den Hepatozyten (Leberzellen) ohne dass es zu klinischen Symptomen der Ma-

laria kommt. Aus bisher ungeklärten Gründen können diese zu einem späteren Zeitpunkt reaktiviert werden und 

setzen den oben beschriebenen Lebenszyklus fort. 
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als Malaria quartana bezeichnet. Entsprechend treten hier die charakteristischen Fieberanfäl-

le jeden vierten Tag auf [5]. Die von P.knowlesi ausgelöste Form der Malaria zeichnet sich 

durch tägliche Fieberanfälle aus. Bei P.knowlesi handelt es sich um eine beim Menschen eher 

selten auftretende Form der Malaria, da zumeist Affen betroffen sind. Sie tritt hauptsächlich 

in Südostasien auf [4]. Obwohl bereits in den 1930 Jahren das erste Mal dokumentiert wurde, 

dass auch Menschen von diesem Parasiten infiziert werden können, wurde diesem erst 2004 

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

1.2.1. Lebenszyklus der Malaria 

Alle fünf Protozoen-Spezies weisen grundsätzlich einen gemeinsamen (in Abbildung 1.2. 

schematisch dargestellten) Lebenszyklus auf, der sich lediglich in zeitlichen Abläufen und 

den damit verbundenen charakteristischen Fieberschüben unterscheidet [7].  

 

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

Während der Blutmahlzeit einer mit Malaria infizierten Anopheles-Mücke wird über deren 

Speichel der Erreger in Form von Sporozoiten in den menschlichen Blutkreislauf übergeben 

(vgl. Abbildung 1.2.). Über diesen gelangen sie in die Leber und dringen dort in Leberpa-

renchymzellen ein. Im Fall von P.ovale und P.vivax besitzt der Parasit nun zwei Optionen: 

Zum einen kann er als Hypnozoit in der Leber persistieren und zu einem späteren Zeitraum 

ausbrechen bzw. zu den für diese beiden Protozoen typischen Rezidiven (Rückfällen) führen 

oder zum anderen sich entsprechend der anderen Erreger-Typen durch ungeschlechtliche 

Vielteilung (Schizogonie) zu Merozoiten vermehren (vgl. Abbildung 1.2.). Dieser Prozess 



1. Einleitung    

4 

läuft in den sogenannten Merosomen ab, die anschließend zum Lebersinusoid
3
 wandern und 

dort die Merozoiten in den Blutkreislauf freigeben. Dort befallen selbige die Erythrozyten, in 

denen eine weitere Möglichkeit der Schizogonie besteht. An deren Ende entstehen abermals 

Merozoiten, die bei der Lyse der Erythrozyten freigesetzt werden und die charakteristischen 

Fieberanfälle verursachen. Die freigesetzten Merozoiten befallen nun wiederum neue Eryth-

rozyten. Neben der Schizogonie können die Merozoiten auch zu männlichen und weiblichen 

Gametocyten differenzieren, die bei einer Blutmahlzeit von einer Mücke aufgenommen wer-

den können. In der Mücke erfolgt nun die geschlechtliche Vermehrung über Zygote und Oo-

kinete zur Oocyste, die Sporozoiten beinhaltet, welche wiederum über die Speicheldrüsen 

beim nächsten Stich auf den Menschen übertragen werden können [7-8]. 

1.2.2. Empfohlene Strategien der WHO gegen Malaria 

Die dargelegten Infektions- und Todeszahlen zeigen deutlich, dass Malaria weiterhin eine 

weltweite Bedrohung darstellt. Der letztjährige World Malaria Report der WHO [3] wagt ei-

nen Rückblick auf die Entwicklung der Malariabekämpfung 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 worden [3]. So konn-

ten seit 2000 durch politisches Engagement und die Investitionen in globale Malaria-Projekte 

basierend auf den von der WHO vorgeschlagenen Maßnahmen 3.3 Millionen Leben gerettet 

werden, 3 Mio. davon Kinder unter 5 Jahren. Die Sterblichkeitsrate konnte seitdem weltweit 

um 42 % über alle Altersgruppen (48 % bei Kindern unter 5 Jahren) und die Zahl der Neuin-

fektionen um 31 % reduziert werden. Speziell in Afrika wurden 49 % weniger Todesfälle so-

wie 31 % weniger Neuinfektionen verzeichnet, bezogen auf einzelne Länder fallen diese Zah-

len sogar deutlich höher aus. Diese Entwicklung führt die WHO auf vier Schlagwörter zu-

rück: Vektor-Kontrolle, Chemoprävention, Schnelltestsysteme und Artemisinin-basierte 

Kombinationstherapie (ACT). Die damit verbundenen Strategien und Maßnahmen sollen im 

Folgenden genauer erläutert werden. 

1.2.2.1. Vektor-Kontrolle  

Die von WHO empfohlenen Strategien zur Vektor-Kontrolle, d. h. die zur Eindämmung der 

Anopheles-Mücke als Überträger der Malaria-Erreger eingesetzten Maßnahmen, setzen sich 

                                                 
3
Das Lebersinusoid (lat. Vena intralobularis) ist ein erweitertes Kapillargefäß (Sinusoid), dass das sauerstoffrei-

che Blut aus der Leberarterie (lat. Arteria hepatica propria) und das nährstoffreiche Blut aus der Pfortader (lat. 

Vena portae) transportiert. 
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aus dem Einsatz von insektizidbehandelten Moskitonetzen (engl.: insectide-treated mosquito-

nets, ITNs bzw. long-lasting insecticidal nets, LLINs) sowie der chemischen Behandlung von 

Hausinnenwänden zur Bekämpfung der Mücken zusammen (engl.: indoor residual spraying, 

IRS) [3]. So konnte in den letzten Jahren der Zugang zu ITNs für Menschen in Risikogebieten 

deutlich verbessert werden. Stand 2012 gewährten 88 Länder weltweit, davon 39 afrikanische 

Länder, kostenlosen Zugang zu ITNs, so dass 2013 42 % aller Haushalte südlich der Sahara 

Moskitonetze zur Verfügung standen. Die Funktionsweise der ITNs und LLINs basiert auf 

dem Aufbau von physischen und chemischen Barrieren für die Anopheles-Mücke. ITNs wer-

den dabei mit Insektizid getränkt. Dieser Vorgang muss mindestens einmal pro Jahr wieder-

holt werden. Im Unterschied dazu werden bei den LLINs die Insektizide an das Netzmaterial 

gebunden bzw. in die Fasern integriert, so dass über einen Mindestzeitraum von drei Jahren 

ohne Nachbehandlung der Netze mit dem Insektizid Schutz garantiert werden soll. Als Netz-

material werden Polyester, Polyethylen oder Polypropylen eingesetzt [9]. Als Insektizide 

empfiehlt die WHO verschiedene Derivate aus der Substanzklasse der Pyrethroide, welche 

strukturell an die Wirkstoffe des natürlichen Insektizids des Pyrethrum [10], die Pyrethrine, 

angelehnt sind. In Abbildung 1.3. sind die gängigsten Vertreter Deltamethrin (1), Ŭ-

Cypermethrin (2) und Permethrin (3), welche teilweise mit Piperonylbutoxid (4) als Synergist 

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

 

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

Allerdings sind in Westafrika bereits Resistenzfälle von Anopheles gambiae, einer der Haupt-

vektoren der Malaria, gegen Pyrethroid-Insektizide verzeichnet worden. Ursache hierfür ist 

der Austausch einer Aminosäure in der axonalen Natrium-Kanal-Insektizid-Bindetasche der 
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Mücke. Aus diesem Grund befinden sich aktuell Kombinationen aus Pyrethroid- und Non-

Pyrethroid-Insektiziden wie zum Beispiel das Propoxur (5) als Netzüberzug für LLINs in der 

Entwicklung. Letzteres wurde von PENNETIER et al. [13] bereits gegen Pyrethroid-resistente 

Moskitostämme von Aedes aegyptii, dem Vektor des Dengue-Fiebers, erfolgreich getestet. 

Als weiteres Mittel zur Vektor-Kontrolle wird weiterhin indoor residual spraying (IRS) ein-

gesetzt, allerdings sind laut aktuellen Zahlen nur 135 Mio. (4 % der Menschen in Risikogebie-

ten) durch IRS geschützt. Grund hierfür ist, dass in vielen Gebieten aufgrund von Resistenzen 

die bisher eingesetzten Pyrethroid-Insektizide durch die teureren Non-Pyrethroid-Insektizide 

substituiert wurden. Zusätzlich sind die finanziellen Möglichkeiten zum Einsatz von IRS stark 

eingeschränkt [3]. In Gebieten mit Pyrethroid-resistenten Anopheles-Stämmen, wie zum Bei-

spiel die Anopheles funestus in Südafrika, wird oftmals noch Dichlorodiphenyltrichlorethan 

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

1.2.2.2. Chemoprävention 

Eine wichtige Maßnahme zum Schutz von Hochrisikopatienten- besonders Schwangere und 

Kleinkinder- ist die Chemoprävention (engl.: intermittent preventive treatment, IPT). Als 

wichtigstes Präparat wird hier eine Kombination aus Sulfadoxin (7) und Pyrimethamin (8) 

eingesetzt [3].  

 
Abbildung 1.4. Strukturen der in der IPT eingesetzten Wirkstoffe. 

Für Schwangere empfiehlt die WHO den Therapiebeginn ab dem 2. Trimester in einem Ab-

stand von mindestens einem Monat, um eine Monotherapie und damit die Möglichkeit zur 

Resistenzbildung zu vermeiden, allerdings mindestens die Einnahme von drei Dosen während 

der Schwangerschaft [14]. Die Kombinationstherapie von Sulfadoxin/Pyrimethamin hat zwei 

Vorteile: Zum einen verursachen die genannten Wirkstoffe nur geringe Nebenwirkungen und 

zum anderen zeigten Studien, dass diese Therapieform die Zahl an plazentaren Malariafällen 

deutlich reduziert. Für Kleinkinder wird eine Kombination aus Sulfadoxin/Pyrimethamin mit 

DPT2, DPT3 und Masernimpfstoff eingesetzt. Saisonal kann auch eine Kombination aus 

Amodiaquin (9) und Sulfadoxin/Pyrimethamin verabreicht werden [14]. 
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1.2.2.3. Schnelltestsysteme 

Wie bei allen anderen Krankheiten ist auch bei Malaria eine schnelle und korrekte Diagnose 

entscheidend, um eine geeignete Pharmakotherapie einzuleiten und somit falsche oder gege-

benenfalls resistenzenfördernde Anwendungen zu verhindern [3]. Aus diesem Grund wurden 

mehrere Schnelltestsysteme (engl.: rapid diagnostic test, RDT) etabliert, die sich in mikrosko-

pische und nichtmikroskopische Verfahren unterscheiden lassen [15]. Erstere umfasst Blut-

fi lmanalysen, die Fluoreszenzmikroskopie und die Detektion spezifischer Aminosäuresequen-

zen mittels Polymerasekettenreaktion (engl.: Polymerase Chain Reaction, PCR). Diese Me-

thoden zeichnen sich durch eine hohe Spezifizität und Sensibilität aus, da alle Plasmodium 

Spezies bereits bei Konzentrationen von 5-50 Parasiten/ɛl (je nach Methode) detektiert wer-

den können. Allerdings sind diese Verfahren teilweise sehr zeit- (bis zu 24 Stunden im Fall 

der PCR) und aufgrund der benötigten Ausrüstung (Mikroskop, Fluoreszenzmikroskop, PCR-

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

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

Parameter Mikroskopie  PCR Fluoreszenz Teststreifen 

Sensibilität (Parasiten/ɛl) 50 5 50 >100 

Spezifität Alle Spezies Alle Spezies Nur P.falciparum gut Testsystem  

abhängig 

Zeit 30-60 min 24 h 30-60 min 20 min 

Kenntnisstand Hoch Hoch Moderat Niedrig 

Equipment Mikroskop PCR-Anlage Fluoreszenzmikroskop Test-Kit  

Kosten/Test Niedrig Hoch Moderat bis niedrig Moderat 

Daher werden von der WHO sogenannte nichtmikroskopische Schnelltests empfohlen, welche 

schneller (Diagnosezeit: 20 Minuten), einfach in der Handhabung und somit insgesamt auch 

günstiger sind. Dabei handelt es sich um einen Teststreifensystem basierend auf dem Prinzip 

der Immunochromatographie (vgl. Abbildung 1.5.). Als stationäre Phase dient eine Nitrozel-

lulosemembran auf der in bestimmten Bereichen Malaria-Antigen-spezifische Antikörper 

immobilisiert sind (vgl. Abbildung 1.5., Abschnitt A). Die mobile Phase besteht aus einem 

Puffer, der Malaria-Antigen (vgl. Abbildung 1.5., in grün dargestellt) beinhaltenden Blutprobe 

sowie einem panspezifischen Antikörper, welcher allerdings zusätzlich mit einem Liposom, 

an das entweder Selenfarbstoff oder Goldpartikel gebunden sind (vgl. Abbildung 1.5., in vio-

lett dargestellt), komplexiert ist (vgl. Abbildung 1.5., Abschnitt B). Während der Migration 

der mobilen Phase über den Nitrozellulosestreifen interagiert das immobilisierte Antigen mit 
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dem erzeugten Malaria-Antigen-Antikörper-Komplex in der Blutprobe, wobei durch den Lip-

osom-Marker eine farbige Linie (Testlinie) erzeugt wird (vgl. Abbildung 1.5., Abschnitt C). 

Je nach Spezifität des immobilisierten Antikörpers bzw. welches Malaria-Antigen adressiert 

wird, kann lediglich die Infektion mit Malaria nachgewiesen oder sogar zwischen einer Plas-

modium falciparum- und Nicht-falciparum-Malaria unterschieden werden. Zusätzlich ist am 

Ende des Streifens ein für den unkomplexierten, markierten Antikörper spezifischer Antikör-

per (vgl. Abbildung 1.5., in orange dargestellt) oder ein spezifisches Antigen (meist ein Ziege-

Antimaus-Antigen) aufgetragen, dass als Migrationskontrolle eine Kontrolllinie erzeugt (vgl. 

Abbildung 1.5., Abschnitt C). 

 

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

Aktuell finden drei Malaria-Antigene als Zielstrukturen in immunochromatographischen 

Schnelltests Anwendung: Histidin-Rich-Protein 2 (HRP-2), parasitenspezifische Lactatdehyd-

rogenase (pLDH) und Plasmodium Aldolase. ROCK et al. [16] beschrieben wie Plasmodium 

falciparum-infizierte rote Blutkörperchen (engl.: infected red blood cells, IRBC) drei Histi-

din-Rich-Proteine -HRP-1, HRP-2 und HRP-3- an ihrer Zelloberfläche überexprimieren, wo-
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bei das HRP-2 am stärksten ausgeprägt ist. HRP-2 wird in den asexuellen Stadien (Schizon-

ten) sowie jungen Gametocytenstadien des Erregers produziert und tritt in allen P.falciparum-

Parasiten auf [16]. Damit war es das erste Antigen, das in Schnelltests eingesetzt wurde. Als 

zweites detektierbares Antigen wird die parasitenspezifische Lactatdehydrogenase eingesetzt. 

Dieses Enzym wurde im Glykolyse-Signalweg des Parasiten gefunden. Es wird sowohl in den 

asexuellen als auch in den sexuellen Stadien der Protozoen produziert und spezifische Isome-

re der pLDH treten in allen Plasmodium-Spezies auf. Neben der pLDH wurden weitere Anti-

gene aus dem Glykolyse-Signalweg als Zielsysteme für RDTs vorgeschlagen. Diese basierten 

auf den von MEIER et al. [17] durchgeführten Untersuchungen zum Energiestoffwechsel der 

Schizonten in den Erythrozyten. Sie zeigten, dass diesen Entwicklungsstadien der Protozoen 

ein funktionierender Citratzyklus fehlt und ihr Energiehaushalt stark vom Glykolysezyklus 

abhängt. Aldolasen spielen dabei eine entscheidende Rolle. MEIER et al. konnten zudem an-

hand von Klonierungsexperimenten zeigen, dass diese Aldolasen spezifisch für Nicht-

falciparum-Malaria sind und wurden daher für Schnelltests hinzugezogen. Die angewendeten 

Malaria-Antigene lassen sich somit wie folgt ihrer Spezifität zusammenfassen: 

¶ Histidin-Rich-Protein 2: P.falciparum-Spezies 

¶ Parasitenspezifische Lactatdehydrogenase. Isomere, alle Plasmodium-Spezies 

¶ Aldolasen: Nicht-falciparum-Spezies. 

Ein Beispiel für einen immunochromatographischen Schnelltest, welcher zwischen 

P.falciparum und Nicht-falciparum-Malaria differenziert, wird unter dem Handelsnamen Op-

tiMAL -IT (TCS BIOSCIENCES, Botolph Claydon, Buckingham, England) vertrieben. Hier wird 

eine Kombination aus zwei panspezifischen und einem P.falciparum spezifischen pLDH An-

tikörper eingesetzt. Einer der panspezifischen Antikörper, mit Goldpartikel konjugiert, wird 

im Laufmittel zur Komplexierung der Malaria LDH verwendet. Der zweite panspezifische 

sowie der P.falciparum spezifischen pLDH Antikörper sind getrennt voneinander immobili-

siert. Im Fall einer Malaria Tropica Infektion (durch P.falciparum) würde der markierte Mala-

ria-Antigen-Antikörper-Komplex von beiden Testlinien gefangen werden (farblich durch vio-

lette Streifen dargestellt) bzw. von einer Testlinie im Fall einer Nicht-falciparum-Malaria. Die 

fortscheitende Entwicklung der Schnelltestsysteme spiegelt sich auch in den Anwendungszah-

len wieder. So stieg die Zahl der Testungen von Malaria-Verdachtsfällen in Afrika von 37 % 

im Jahr 2010 auf 61 % in 2012 bzw. von 44 % auf 64 % weltweit. Dies ist durch den ver-

mehrten Einsatz der beschriebenen immunochromatographischen Schnellteststreifen begrün-

det, die in 2012 40 % der Testungen in Afrika ausmachten. Ebenso stieg 2012 die Zahl der 
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mikroskopischen Untersuchungen auf 188 Millionen weltweit. Diese Zahlen belegen ein-

drucksvoll, welchen entscheidenden Stellenwert die Diagnostik in der Behandlung von Mala-

ria einnimmt, um eine passende Pharmakotherapie einzuleiten. 

1.2.3. Artemisinin -basierte Kombinationstherapie  

In der heutigen Pharmakotherapie von Malaria steht prinzipiell eine große Bandbreite an 

Wirkstoffen zur Verfügung, die eine hohe strukturelle Variation und ein entsprechend weites 

Wirkungsspektrum aufweisen [18]. Trotzdem wurden gegen alle aktuell eingesetzten Arz-

neistoffklassen Resistenzen dokumentiert, so dass nur die Artemisinin-basierte Kombinations-

therapie (ACT) als einzige effektive Behandlungsmethode von der WHO empfohlen wird [3, 

19]. Im Folgenden sollen daher das Artemisinin (10) (vgl. Abbildung 1.6.) und deren Derivate 

sowie die zur Kombination dargereichten Wirkstoffe vorgestellt werden. 

1.2.3.1. Artemisinin und Derivate 

Bereits 1972 konnte aus dem einjährigen Beifuß (lat. Artemisia annua, Abbildung 1.6.) das 

Sesquiterpenlacton Artemisinin extrahiert werden, welches sich durch eine charakteristische 

Endperoxidstruktur auszeichnet [20].  

 

Abbildung 1.6. Links: Einjähriger Beifuß Artemisia annua. Rechts: Artemisinin und deren in der ACT einge-

setzten Derivate. 

Es weist bei geringen Nebenwirkungen eine kurze Halbwertszeit von fünf bis sieben Tagen 

und somit eine gute Metabolisierung auf [21-25]. Nachfolgend konnten vier Derivate des Ar-

temisinin mit ebenfalls therapeutischer Wirkung entwickelt werden: Dihydroartemisinin (11, 

ein aktiver Metabolit), Artemether (12), Artesunat (13) und Artemotil (14) (vgl. Abbildung 

1.6.). Der Wirkmechanismus dieser Substanzen ist nicht vollständig aufgeklärt. Es konnte al-

lerdings bereits gezeigt werden, dass sie in der Nahrungsvakuole das Parasiten aufgrund ihrer 
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Peroxidstruktur über freie Radikale mit Häm interagieren und zusätzlich die Nukleinsäuren- 

und Proteinbiosynthese der Protozoen hemmen [26]. Artemisinin und deren Derivate wirken 

sowohl in den asexuellen als auch sexuellen Stadien des Parasiten im Blut, so dass auch die 

Transmission reduziert wird. Allerdings wurden auch für diese wichtige Arzneistoffklasse Re-

sistenzen verzeichnet [27-28]. So berichteten JAMBOU et al. [29] bereits 2005 von Resistenzen 

von P.falciparum-resistenten Stämmen gegenüber Artemether. Sie führten dies auf eine 

Punktmutation (S769N) der PfATPase-6 zurück und postulierten diese als mögliche Zielstruk-

tur der Artemisinine [29]. Inzwischen gibt es weitere Berichte über Resistenzen gegen Arte-

misinin z. B. aus Kambodscha, Myanmar, Thailand und Vietnam [3]. Eine Monotherapie för-

dert diese Entwicklung, da aufgrund der geringen Halbwertszeit im Körper entsprechend hö-

here Dosen über einen längeren Zeitraum (mindestens sieben Tage) eingenommen werden 

müssten [21]. Zusätzlich weist die Monotherapie mit Artemisinin aufgrund der schnellen Me-

tabolisierung sehr hohe Rückfallquoten auf [30]. Daher wird die Artemisinin-basierte Kombi-

nationstherapie angewendet, bei der das entsprechende Artemisininderivat mit einem zweiten 

Wirkstoff mit längerer Wirkdauer und anderem Wirkmechanismus gegeben wird [31]. Dies 

führt dazu, dass bei spontaner Resistenzbildung während der Behandlung durch eine Mutation 

des Parasiten der ĂPartnerwirkstoffñ diesen tºtet und so die Verbreitung einer Resistenz ver-

langsamt oder gar unterbindet und so die Nutzbarkeit der individuellen Wirkstoffe erhöht. Als 

Resultat können die ACT-Kombinationen über einen kürzeren Zeitraum als Artemisinin in der 

Monotherapie gegeben werden [31-32]. Nur bei schweren Erkrankungen wird eine kurzzeitige 

Monotherapie mit Artesunat, Artemether oder Artemisinin mit anschließendem Umstieg auf 

eine ACT durchgeführt und andernfalls von der WHO strikt abgelehnt [3]. 

1.2.3.2. Wirkstoffkombinationen in der ACT  

Zur Therapie einer unkomplizierten durch P.falciparum verursachten Malaria empfiehlt die 

WHO in ihrem aktuellen Bericht fünf ACT-Kombinationen (vgl. Abbildung 1.7.) [3]: 

¶ Artemether und Lumefantrin (15) 

¶ Artesunat und Mefloquin (16) 

¶ Artesunat und Amodiaquin (9) 

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

¶ Dihydroartemisinin und Piperaquin (17) 
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Bei Therapieversagen schlägt die WHO die Gabe einer Kombination von Artesunat oder Chi-

nin (18) in Kombination mit den Antibiotika Doxycyclin, Tetracyclin oder Clindamycin vor 

[19]. 

 

Abbildung 1.7. Kombinationspartner in der ACT. 

1.2.3.3. Arylaminoalkohole und 4-Aminochinoline 

Mefloquin (16), Amodiaquin (9), Piperaquin (17) und im weiteren Sinne Lumefantrin (15) 

zeigen strukturelle Verwandtschaft zu Chinin (18, vgl. Abbildung 1.7.), dem ältesten Anti-

malaria-Wirkstoff. Dieses wurde bereits 1820 als Inhaltsstoff der Chinarinde identifiziert, 

welche wiederum bereits seit dem 17. Jahrhundert Anwendung in der westlichen Medizin fin-

det [18, 33]. Heutzutage wird es immer noch in der Behandlung sensibler Erreger verwendet 
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und legte den Grundstein für die Entwicklung der genannten strukturverwandten Substanzen 

sowie z. B. dem Halofantrin (19). Chinin zeigt eine hohe Aktivität gegenüber den Erythrozy-

ten-Stadien der Protozoen [34]. Während dieser Phase des Lebenszyklus des Parasiten nimmt 

dieser das Zytosol der infizierten Zelle in seine Nahrungsvakuole auf. Dadurch steht dem Er-

reger mehr als 95 % des Hämoglobins zur Verfügung, welches durch Proteasen zu Globin, 

das als Aminosäurequelle dient, und Ferriprotoporphyrin IX (Häm) zersetzt wird. Letzteres ist 

allerdings toxisch für den Erreger, da es die Bildung eines reaktiven Sauerstoffatoms indu-

ziert, welches wiederum Schäden an der Membran sowie der parasitären DNA verursachen 

kann [35]. Um der Toxizität des Häms entgegenzuwirken, wird dieses unter den schwach sau-

ren Bedingungen der Nahrungsvakuole zu nicht-toxischem Hämozoin umgesetzt [36]. Das 

verbliebene Ferriprotoporphyrin IX passiert die Nahrungsvakuole und gelangt in das Zytosol 

des Parasiten. Dort wird es entweder durch Interaktion mit Glutathion (GSH), Bindung an ein 

weiteres Enzym wie die Glutathion-S-transferase oder die P.falciparum-Glutathionreduktase 

[37] oder die Reaktion mit Wasserstoffperoxid, welches durch spontane Oxidation des Häms 

entsteht, neutralisiert [38]. Die Aktivität des Chinins gegenüber den Erythrozyten-Stadien der 

Protozoen basiert darauf, dass der Abbau des Ferriprotoporphyrin IX zum Hämozoin durch 

Komplexierung mit selbigem blockiert wird [39]. 

Die strukturelle Verwandtschaft impliziert, dass Mefloquin (16), Amodiaquin (9), Piperaquin 

(17) und Lumefantrin (15) einem ähnlichen Wirkmechanismus unterliegen. Dies konnte für 4-

Aminochinoline wie Amodiaquin, Piperaquin und ähnlichen Substanzen (hier sei Chloroquin 

(20) als wichtiger Wirkstoff gegen die von P.vivax verursachte Malaria tertiana genannt) be-

reits bestätigt werden. Weiterhin inhibieren sie den oxidativen und den Glutathion-abhängigen 

Abbau des Häms innerhalb des parasitären Zytosols [40]. Studien zeigten, dass auch Aryla-

minoalkohole wie Mefloquin und Lumefantrin die Anreicherung von Hämozoin inhibieren, 

allerdings ist im Vergleich zu Chloroquin die Interaktion zum Ferriprotoporphyrin IX deutlich 

schwächer [41-43]. Daher wurden weitere mögliche Wirkmechanismen postuliert. So zeigten 

CHEVLI et al. [44] 1982, dass Mefloquin gut an Phospolipide bindet. Malariaparasiten sind 

mit Phosphatidylinositol angereichert, so dass eine Interaktion zwischen diesem und Meflo-

quin denkbar ist. Als weiteren Interaktionspunkt beschrieben FAMIN  et al. [45] sowie MULLIÉ 

et al. [46] die in vitro Aktivität Mefloquins gegen die GSH-vermittelte Ferriprotoporphyrin 

IX- Zersetzung. Allerdings konnten diese Ergebnisse in einem Membran-Testsystem (da 

Membranen ein potentielles Ziel des Häms darstellen) nicht bestätigt werden [46]. MAERTINS 

et al. [47] beschrieben den Einfluss von Mefloquin auf volumenabhängige Anionenkanäle, 

welche zum einen wichtige Substrate in die Zelle und zum anderen toxische Substanzen aus 
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der Zelle transportieren. 2004 zeigten HOPPE et al. [48], dass Mefloquin die Endozytose im 

P.falciparum D10-Stamm inhibiert. 

Wie eingangs erwähnt, sind gegen alle in eingesetzten Wirkstoffe Resistenzen dokumentiert 

worden. Für die Klasse der Arylaminoalkohole wurden die ersten Fälle 1910 mit Chinin bzw. 

für 1982 in Thailand mit Mefloquin als weiteren wichtigen Vertreter beobachtet [49]. Daher 

wurde von einer Monotherapie abgesehen und nur noch Kombinationstherapien mit Ar-

tesunat, Artemether oder Artemisinin eingesetzt. Besonders die Anwendung mit Artesunat 

oder Artemisinin wird als effektivste Methode gegen P.falciparum-Malaria in Gebieten mit 

ansteigender Mefloquinresistenz angesehen [50-51]. Der Resistenzmechanismus gegen A-

rylaminoalkohole ist nicht vollständig geklärt. ROHRBACH et al. [52] postulierten, dass eine 

Mutation des Plasmodium falciparum Multidrug Resistence Gens (Pfmdr1) eine Veränderung 

des P-Glycoprotein-Homologs 1 (Pgh-1), einem Transmembranprotein, zur Folge hat, auf-

grund dessen die entsprechenden Antimalaria-Wirkstoffe aus der Nahrungsvakuole transpor-

tiert werden. Im Fall des Chinins kann neben dem Pgh-1 eine Mutation des Plasmodium falci-

parum Chloroquine Resistance Transporter (PfCRT) oder eine Kombination zu Resistenzen 

führen [53-54]. Der PfCRT [55] ist hauptverantwortlich für die Resistenzen gegenüber 4-

Aminochinolinen und führt ebenso zu einem Transport der Substanzen aus der Nahrungsva-

kuole. Interessanterweise gibt es Substanzen, die in der Lage sind, die Wirkstoffaktivität wie-

der zu erhöhen, indem sie mit den entsprechenden Efflux-Pumpen interagieren. Als Beispiel 

sei hier Verapamil, ein Calcium-Kanal-Blocker, genannt, welches bereits 1987 als erster An-

timalaria-Reversionswirkstoff dokumentiert wurde [56]. 

1.2.3.4. Antifolate 

Anders als der menschlichen Körper sind Malariaparasiten in der Lage, de novo über einen 

Folat-Biosyntheseweg Tetrahydrofolat zu synthetisieren [57]. Zudem zeigten FERRONE et al. 

[58], dass dieses eine wichtige Rolle für den Lebenszyklus des Parasiten spielt. So stellt es 

einen essentiellen Cofaktor im Kohlenstoff-Transfer in der Purine-, Pyrimidin- und Amino-

säurebiosynthese dar. Zusätzlich führt ein niedriger Tetrahydrofolatspiegel zu einer verringer-

ten, während der Folat-Biosynthese auftretenden Umwandlung von Serin zu Glycin, einer ver-

ringerten Methioninsynthese und einem niedrigen Thymidylatspiegel, welcher wiederum die 

DNA-Replikation stark einschränkt [59]. Die Biosynthese des Tetrahydrofolat ist nicht voll-

ständig aufgeklärt, es konnte allerdings gezeigt werden, dass die Dihydrofolatereduktase 

(DHFR) und Dihydropteroatsynthetase (DHPS) eine entscheidende Rolle spielen. DORMAGK 

[60] dokumentierte bereits 1932 die antibakterielle Aktivität des Sulfonamids Sulfona-



  1. Einleitung 

15 

midochrysoidin (21, vgl. Abbildung 1.8.), welches kompetitiv zum natürlichen Substrat 4-

Aminobenzoesäure die DHPS inhibiert. Die Antimalaria-Aktivität wurde 1937 in einem ers-

ten Versuch dokumentiert [61].  

 

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

Ausgehend davon konnte Sulfadoxin als Wirkstoff in der Malariatherapie etabliert werden. 

Die Kombination mit einem DHFR-Inhibitor wie Pyrimethamin, welches bereits seit Anfang 

der 1950er Jahre als Monotherapie gegen Malaria eingesetzt wurde [62], erhöhte die Aktivität 

gegenüber den Schizonten-Stadien des Parasiten deutlich [63], so dass diese Kombination 

lange in der Pharmakotherapie verwendetwurde. Inzwischen wurden allerdings Mutationen 

der DHPS und DHFR und daraus resultierend Resistenzen gegenüber diesen Wirkstoffe do-

kumentiert [64-65]. Daher werden Sulfadoxin und Pyrimethamin hauptsächlich nur noch in 

der Kombinationstherapie mit Artesunat eingesetzt. 

1.2.4. Weitere Wirkstoffe in der Therapie 

Neben den im Rahmen der ACT vorgestellten Wirkstoffen finden weitere Substanzen starke 

Anwendung in der Malariatherapie z. B. bei der Prophylaxe oder der Behandlung der von 

Plasmodium vivax verursachten Malaria tertiana. Diese sollen im Folgenden kurz vorgestellt 

werden. 

1.2.4.1. Malariaprophylaxe: Proguanil und Atovaquon. 

Proguanil (22) stellt einen weiteren wichtigen Vertreter der DHFR-Inhibitoren dar. Es fun-

giert dabei als Prodrug des aktiveren Metaboliten Cycloguanil (23), welches via hepatischer 

Metabolisierung durch Cytochrom P450 3A und 2C Unterfamilien aus Proguanil hervorgeht 

[66]. 
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Abbildung 1.9. Strukturen weiterer DHFR- und DHPS-Inhibitoren. 

Allerdings zeigte Proguanil auch in vitro Aktivität gegenüber Cycloguanil-resistenten Parasi-

ten [67], so dass FIDOCK et al. [68] vermuteten, dass dieses neben seiner DHFR-Inhibition ei-

nen weiteren unabhängigen Wirkmechanismus aufweist, auf den im weiteren Verlauf noch 

eingegangen werden soll. Proguanil wird in Kombination mit dem DHPS-Inhibitor Dapson 

(24) eingesetzt [69]. Ein weiteres Anwendungsgebiet ist die Malariaprophylaxe in Kombina-

tion mit Atovaquon (25) [70], welche neben Mefloquin, Chloroquin (beide in Ländern ohne 

dokumentierte Resistenzen) und Doxycyclin von der Deutschen Gesellschaft für Tropenmedi-

zin und Internationale Gesundheit als Mittel der Wahl empfohlen wird. [71]. Atovaquon ist 

ebenso in der Monotherapie effektiv, allerdings sind die Rückfallquoten derart hoch, dass es 

nur noch in der Kombination eingesetzt wird [72-73]. 

 

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

Es gehört zur Substanzklasse der Hydroxyl-1,4-napthochinone und ist ein Analogon des im 

Parasiten vorkommenden Ubichinon (26). Dieses dient der Elektronenübertragung von De-

hydrogenasen zu Cytochromen [74]. Dabei bindet Ubichinon an den Cytochrom bc1-Komplex 

III. Atovaquon konkurriert in diesem Schritt mit Ubichinon, so dass in der Folge zum einen 

die Membran der Mitochondrien zusammenbricht und zum anderen die mit dem mitochondri-

alen Elektronentransportsystem zusammenhängenden Enzyme inhibiert werden [75-76]. Ei-

nes dieser Enzyme ist die Dihydroorotatdehydrogenase (DHOD), die durch die fehlende 

Elektronenübertragung ebenfalls gehemmt wird. In der Konsequenz ist der Parasit nicht in der 

Lage, die Biosynthese von Pyrimidinen, welche in die DNA-Synthese benötigt werden, auf-

recht zu halten und stirbt [77]. SRIVASTAVA  et al. postulierten zudem einen zweiten Wirkme-

chanismus des Atovaquons: Dabei agiert es neben der Inhibition des Elektronentransports als 
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Protonophor wodurch der Cytochrom bc1-Komplex destabilisiert wird [78]. Ebenso konnten 

sie für Proguanil einen Zusammenbruch der mitochondrialen Membran beobachten, ohne dass 

der Elektronentransport beeinflusst wird. Daraus folgerten sie, dass sich der synergistische 

Effekt des Proguanils aus der Destabilisierung der Mitochondrienmemban und der Inhibition 

der Dihydrofolatereduktase zusammensetzt. Dies könnte die von FIDOCK et al. oben bereits 

beschriebene intrinsische Aktivität des Proguanils wiederspiegeln [78]. 

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

Tafenoquin 

Die meisten Malariafälle lassen sich auf Infektionen mit P.falciparum und P.vivax zurückfüh-

ren. Letztere wird hauptsächlich über die Gabe von 8-Aminochinolinen wie dem Primaquin 

(27) behandelt [79].  

 

Abbildung 1.11. Primaquin (27), Tafenoquin (28) und Bulaquin (29) als Wirkstoffe in der Therapie von P.vivax. 

Dieses wird bereits seit den 1950er Jahren in die Behandlung von Malaria tertiana in ange-

wendet. Primaquin greift die Hypnozoiten- und Leberschizontenstadien an, die während des 

Zyklus in der Leber persistieren können. Der genaue Wirkmechanismus ist nicht bekannt, es 

wird allerdings vermutet, dass es durch die Erzeugung freier Sauerstoffradikale sowie der In-

hibierung des Elektronentransports die Zellatmung des Parasiten stört [79]. Primaquin ist 

zwar sehr effektiv gegen P.vivax und P.ovale, weist allerdings einige Nebenwirkungen wie 

z. B. die Hämolyse der Glucose-6-phosphatdehydrogenase (G6PD) auf, weshalb der G6PD-

Spiegel während der Therapie überwacht werden sollte [80]. Eine Behandlung von Schwan-

geren mit Primaquin ist kontraindiziert [81]. Primaquin wird nicht der Monotherapie einge-

setzt sondern aufgrund des synergistischen Effekts hauptsächlich in Kombination mit Chloro-

quin [82]. Alternativ ist in Chloroquin-resistenten Gebieten die Kombination mit Varianten 
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der ACT [83] oder die Ădirekteñ Kombination mit Artemisininderivaten [84] denkbar und 

wurde in mehreren Studien bereits erfolgreich untersucht. Aufgrund der Vielzahl an Neben-

wirkungen gibt es starke Interessen, Primaquin in der Therapie von Malaria tertiana zu sub-

stituieren. Als vielversprechendster Kandidat hat sich Tafenoquin (28) herauskristallisiert. Es 

zeichnet sich durch eine im Vergleich zu Primaquin längere Halbwertszeit aus, so dass bei 

einem kürzeren Einnahmezeitraum eine vergleichbare Effektivität gegenüber P.vivax erreicht 

werden kann [85]. Tafenoquin befindet sich aktuell in Phase II/III der klinischen Testung, in 

der besonders die unbedenklichen Dosierungen in Bezug auf die Hämolyse von G6PD unter-

sucht werden [86]. Als letztes sei noch kurz das Bulaquin erwähnt, welches als Prodrug von 

Primaquin bereits in Indien eingesetzt wird [87]. 

1.2.5. Impfung gegen Malaria 

Auf Initiative von GlaxoSmithKline und der PATH Malaria Vaccine Initiative (MVI) hin be-

findet sich seit mehreren Jahren ein Impfstoff gegen Malaria in der Entwicklung. Die neueste 

Generation des RTS,S/AS01 befindet sich in Phase III der klinischen Testung [3]. Dabei han-

delt es sich um ein Fusionsprotein, das sich aus dem Carboxylterminus des Circumsporozoit-

Proteins (ein Sporozoit-Oberflächen-Antigen von P.falciparum) und dem Aminoterminus des 

Hepatitis B Virus S Oberflächen-Antigens zusammensetzt. Dieses wird mit dem AS01 Ad-

juvant System, einer Suspension aus Liposomen und den Immunostimulatien 3ó-O-Desacyl-

4ó-monophosphoryllipid-A (MPL) und Quillaja saponaria 21 (QS21), kombiniert [88]. Die 

Verabreichung induziert eine Immunantwort durch Antikörperbildung und T-Zellen-

Aktivierung. Konnten in Phase II der klinischen Testung noch beachtliche Erfolge verzeichnet 

werden [3, 89-90], so wurde in den letzten vier Jahren der klinischen Testung ein Rückgang 

der Impfstoffeffizienz von 16.8 % auf 0 % beobachtet [91-92]. Diese Zahlen verdeutlichen, 

dass zum einen die Entwicklung einer zweiten Generation an Impfstoffen dringend notwendig 

ist und zum anderen die Behandlung der Erkrankung und in diesem Zusammenhang die Ent-

wicklung neuer Wirkstoffe unabhängig davon unerlässlich bleiben wird. 

1.2.6. Wirkstoffe in der Pipeline 

Aufgrund der dokumentierten Resistenzen - besonders gegenüber den in der ACT eingesetz-

ten Verbindungen [27-28] - wird die Entwicklung neuer Wirkstoffe von akademischer, politi-

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

Beispiele dieser Verbindungen sollen nachfolgend vorgestellt werden.  

1.2.6.1. Weiterentwicklungen bekannter Wirkstoffe 

Ein wesentlicher Ansatz ist die Weiterentwicklung der in der Kombinationstherapie einge-

setzten Wirkstoffe. Aufgrund der Resistenzen von P.falciparum und P.vivax gegenüber 4-

Aminochinolinen wurde auf diese Substanzklasse ein Schwerpunkt gelegt. Hier konnte mit 

dem anfangs vorgestellten Piperaquin bereits ein Erfolg verzeichnet werden. Es wurde im Juli 

2009 der Europäischen Arzneimittelagentur (engl.: European Medicines Agency, EMA) vor-

gelegt und gehört bereits seit 2011 in Kombination mit Dihydroartemisinin zum Portfolio der 

ACT [3, 94]. Mit Pyronaridin (30), das trotz seiner Azachridin-Struktur im weitesten Sinne 

ebenfalls zur Klasse der 4-Aminochinoline gezählt werden kann, hat eine weitere Substanz 

2012 positive Rückmeldung von der EMA für den einmaligen Einsatz im Therapieverlauf er-

halten und wird bereits seit 2011 in Südkorea und Vietnam in Kombination mit Artesunat 

eingesetzt [94]. Die dokumentierten Resistenzen gegenüber Pyrimethamin [64-65] führten zu 

Bestrebungen, diesen Wirkstoff aufgrund seines breiten Einsatzspektrums weiterzuentwi-

ckeln.  

Die Verfügbarkeit von Kristallstrukturen der DHFR als Target
4
 des Pyrimethamin und Kennt-

nisse über das Mutationsmuster resistenter Parasiten ermöglichten einen in silico Designpro-

zess [95]. Als Resultat konnte das Diaminopyridin P218 (31) als DHFR-Inhibitor mit nano-

molarer Aktivität gegenüber P.falciparum entwickelt werden [96]. Resistenzen gegenüber Ar-

temisinin führten zu Weiterentwicklungen auf dessen Wirkprinzip - den Ozoniden [97]. Die 

neueste Generation dieser Substanzklasse, OZ439, befindet sich in Phase III der klinischen 

Testung. Die hohe Aktivität des OZ439 (32) [98-99] lässt sich anhand der Bildung aktiver 

Kohlenstoffradikalspezies, welche durch Reduktion der Peroxidbindung mittels Eisen oder 

Häm gebildet werden, erklären, die das Häm sowie Parasiten alkylieren und so zu dessen Tod 

führen [100]. 

                                                 
4
Der Begriff Target bezeichnet im Weiteren das von einem Inhibitor zu adressierende Enzym. 
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Abbildung 1.12. Beispiele für Weiterentwicklungen bekannter Wirkstoffe. 

Als letztes Beispiel sei das ELQ-300 (33) genannt, welches sich aktuell in der präklinischen 

Phase befindet. ELQ-300 gehört zur Substanzklasse der 4-Pyridon-3-diarylether und ist eine 

Weiterentwicklung des Endochins (34), dessen Antimalariaaktiviät bereits seit den 1940er 

Jahren bekannt ist [101]. Besonders die Verbesserung der pharmakokinetischen Eigenschaften 

stand im Optimierungsprozess im Vordergrund. 4-Pyridon-3-diarylether inhibieren wie Ato-

vaquon den Cytochrom bc1-Komplex III [102]. 

1.2.6.2. Wirkstoffe mit neuem Wirkmechanismus 

Neben der Weiterentwicklung bekannter Wirkstoffe steht die Suche nach Substanzen mit neu-

en Wirkmechanismen mittels Hochdurchsatzscreenings (engl.: High-Throughput-Screening, 

HTS) im Vordergrund. Hierzu konnten verschiedene Assayssyteme (vgl. Abbildung 1.13), 

welche verschiedene Stadien des Erregers adressieren, etabliert werden [103-111]. Ein 

Schwerpunkt dabei lag besonders auf den Blutstadien der Erreger. So wurden Vorläufer des 

sich aktuell in Phase II befindlichen Spiroindolon KAE609 (35) als neue Substanzklasse mit 

neuem Wirkmechanismus gefunden [112]. Es inhibiert die plasmodiale ATPase 4 (PfATP-4), 

einem äußeren Membrantransporter, welcher für die Aufrechthaltung eines gleichbleibenden 

Natrium-Spiegels zuständig ist [113]. Inhibition dieses Enzyms führt zu einer erhöhten intra-
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zellulären Natriumkonzentration, welches aufgrund von Osmose zu einem Anschwellen des 

Parasiten und letztendlich dessen Tod führt [114-116]. 

  

Abbildung 1.13. In der Entwicklung neuer Malariawirkstoffe zur Verfügung stehende Assaysysteme und daraus 

hervorgegangene Substanzen in der klinischen Testung nach FLANNERY et al. [93]. 

Gamo et al. führten 2010 bei GlaxoSmithKline (GSK, Tres Cantos, Spain) ein Hochdurch-

satzscreening durch, bei dem ausgehend von zwei Millionen Verbindungen 13533 als potenti-

elle Leitstrukturen für die Entwicklung neuer Malariawirkstoffe identifiziert wurden Diese 

Substanzen wurden der Öffentlichkeit als Tres Cantos Antimalarial Compound Set (TCAMS) 

zur Verfügung gestellt [109]. GSK nutzte diesen Datensatz weitergehend, um neue Substanz-

klassen zu identifizieren. Nach Clustering der Leitstrukturen und weiterer Auswahl nach Ei-

genschaften wie Bioverfügbarkeit und Aktivität gegenüber den Parasiten konnten 47 chemi-

sche Grundgerüste gefunden werden. Fünf dieser Substanzen wurden von GSK zur Untersu-

chung von Struktur-Aktivitäts-Beziehungen (engl.: Structure-Activity-Relationships, SAR) 

ausgewählt, die restlichen Verbindungen öffentlich zugänglich gemacht [117]. Auf zwei die-
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ser ausgewählten Substanzklassen, vertreten durch TCMDC-139046 (36) [118] und 

GSK1057714 (37) [119] soll nachfolgend kurz eingegangen werden. TCMDC-139046 (und 

Derivate) zeichnet sich durch einen Indolin-Grundkörper aus und ist ein bekannter Inhibitor 

des humanen Serotonin-Rezeptor (5-Hydroxyltryptamin 2C). Aufgrund dieses Nebeneffekts 

wurden ausgehend von SAR-Studien weitere Derivate entwickelt, die sich durch eine höhere 

Aktivität und Selektivität gegenüber P.falciparum bei verringerter Aktivität gegenüber dem 

humanen Serotonin-Rezeptor auszeichnen. Allerdings gilt es die in vivo Wirksamkeit weiter 

zu verbessern [118]. GSK1057714 gehört zur Klasse der Cyclopropylcarboxamide und zeich-

net sich durch sowohl in vitro als auch in vivo Aktivität gegenüber P.falciparum aus, aller-

dings entwickelten die Pararisten in vitro schnell Resistenzen, so dass hier weitere Optimie-

rungsschritte notwendig sind [120]. Ausgehend von den ersten Hochdurchsatzscreenings ge-

genüber den Blutstadien der Malaria wurden weitere fokussierte Screenings durchgeführt, die 

ihren Schwerpunkt auf bestimmte Substanzbibliotheken oder Parasitenlinien legten. So wurde 

in einem Proliferationsassay der Parasitenblutstadien [121] gegenüber einer kommerziell ver-

fügbaren Bibliothek von Kinaseinhibitoren [122] die Klasse der 3,5-Diaryl-2-aminopyridine 

als potentielle Antimalariawirkstoffe identifiziert. Ein Vertreter dieser Substanzklasse, 

MMV390048 (38), wurde trotz der unveröffentlichten Zielstruktur zur klinischen Testung zu-

gelassen. Gründe hierfür sind die hohe antiparasitäre Aktivität (IC50 = 25 nM), eine kurze 

Halbwertszeit von 7-8 Stunden und eine gute orale Bioverfügbarkeit [123].  

Neben den Blutstadien spielt die Identifikation von Substanzen, die gegenüber den Lebersta-

dien des Parasiten aktiv sind, eine wichtige Rolle, da hier im Fall einer Infektion mit P.vivax 

oder P.ovale die Erreger als Hypnozoiten persistieren können. Allerdings gestaltet sich die 

Entwicklung eines Hypnozoitenassays als schwierig, da P.vivax-Erreger nicht langfristig in 

Zellkulturen gelagert werden können [93]. Kürzlich wurde ein in vitro-Assay entwickelt, bei 

dem P.cynomogli-Sporozoiten primären Hepatozyten von Affen ausgesetzt werden [104]. Da-

bei bildeten sich zum einen große, schnell wachsende Sporozoiten und zum anderen kleinere, 

langsamere Parasitenformen (die vermuteten Hypnozoiten) aus. Dieses System erlaubt die 

Unterscheidung von Substanzen, die generell die Proliferation der Leberstadien der Parasiten 

inhibieren oder potentiell Hypnozoitenaktivität zeigen. Allerdings konnte noch nicht validiert 

werden, ob es sich bei den kleineren Parasitenformen wirklich um Hypnozoiten handelt. Die 

meisten Screeningexperimente zu den Leberstadien des Parasiten basieren auf in vitro Studien 

anhand von mit P.yoelii infizierten Mäusehepatozyten. So untersuchten MEISTER et al. [124] 

die Effizienz von Wirkstoffen mit bekannter Aktivität in den Blutstadien der Parasiten gegen-

über den Leberstadien. Dabei konnte GNF179, eine Substanz aus der Klasse der Imidazo-
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lopiperazine, identifiziert werden. Anhand von Genomscanning und in vitro Evolution wurde 

die PfCarl (engl.: Cyclic Amine Resistance Protein) als mögliche Zielstruktur postuliert, auch 

wenn bisher die genaue Funktion der PfCarl nicht genauer bekannt ist. Ausgehend von 

GNF179 konnte durch Leitstrukturoptimierung GNF156 (39, vgl. Abbildung 1.13) entwickelt 

werden, welches sich in Phase II der klinischen Testung befindet [125-126]. Dieses weist ne-

ben der Inhibition der PfCarl prophylaktische Eigenschaften auf und zeigt Aktivität gegenüber 

Gametocyten. Die Etablierung von Transmissionsassays gestaltet sich bisher ebenfalls 

schwierig, so dass bisher keine neuen Substanzen aus diesen hervorgegangen sind. Ausgehend 

von einem Hochdurchsatzscreening konnte 2005 [127] an der Dihydroorotatdehydrogenase 

(DHOD) und anschließenden strukturellen Variationen der DHOD das Triazolopyrimidin 

DSM265 (40) entwickelt werden [128-129]. Dabei zeigte DSM265 Aktivität gegenüber Chlo-

roquin-, Atovaquon- und Pyrimethamin-resistente P.falciparum und ist der erste DHOD-

Inhibitor in klinischer Testung [130].  

 

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

Einen umfassenden Überblick über weitere potentielle Malariawirkstoffe in der Entwicklung 

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

In den folgenden Abschnitten soll ein Überblick über vorhergehende Arbeiten zu diesem Pro-

jekt gegeben werden, welche die Grundlagen darstellten, auf denen die entstandene Disserta-

tion aufbaut. Zunächst wird dabei auf die Wahl der plasmodialen Glykogen-Synthase-Kinase 

als Target ausgehend vom plasmodialen Genom eingegangen (siehe 2.2 und 2.3.) Anschlie-

ßend sollen die dreidimensionale Struktur des Enzyms (siehe 2.4.), die Ergebnisse eines 

Hochdurchsatzscreenings, weiterführende Synthesen einer Hitstruktur (siehe 2.4.) und die 

damit verbundenen computergestützten Untersuchungen zum Bindungsmodus und zur Selek-

tivität zusammengefasst werden (siehe 2.6.), aus denen sich die in der Arbeit bearbeiteten 

Fragestellungen ergaben. 

2.1. Proteinkinasen 

FISCHER et al. hielten bereits 1959 fest, dass für die meisten zellulären Prozesse wie z. B. 

Zellwachstum, Differenzierung, Proliferation, Migration und Apoptose der Phosphorylie-

rungsgrad der beteiligten Enzyme maßgebend ist [133-134]. COHEN schätzte den Vorgang der 

reversiblen Phosphorylierung als essentiell f¿r die ĂRegulation praktisch aller Aspekte im Le-

ben einer Zelleñ ein [135]. Man bezeichnet die Enzyme, die diese Reaktion katalysieren, als 

Proteinkinasen. Die Phosphorylierung kann an den Hydroxylfunktionen der Seitenketten der 

Aminosäuren Serin, Threonin oder Tyrosin erfolgen. Entsprechend des adressierten Substrats 

werden Kinasen in zwei große Gruppen eingeteilt: Serin/Threonin-Kinasen und Tyrosin-

Kinasen [136]. Aufgrund dieses starken Einflusses von Proteinkinasen auf alle zellulären Pro-

zesse, spielen sie eine große Rolle als Targets in der Wirkstoffforschung [137].  

2.1.1. Der Aufbau von Proteinkinasen 

Proteinkinasen weisen im Bereich ihrer katalytischen Domäne eine gemeinsame Tertiärstruk-

tur auf. Sie setzt sich aus einem "oberen" Teil, dem sogenannten N-terminalen Bereich (oder 

auch N-terminale Domäne), welcher mit Ausnahme der Ŭ-Helix C (vgl. Abbildung 2.1., grün) 

hauptsächlich aus ɓ-Faltblattstrukturen besteht (vgl. Abbildung 2.1., cyan), und dem "unteren" 

C-terminalen Bereich (C-terminale Domäne) zusammen, in der Ŭ-Helices (vgl. Abbildung 

2.1., rot) vorherrschen. Diese beiden Bereiche sind über eine kurze Aminosäuresequenz, die 

Hinge Region (engl.: Scharnier, vgl. Abbildung 2.1., blau), verbunden und gegeneinander 

beweglich. Zwischen den beiden Unterdomänen befindet sich die ATP-Bindetasche. ATP (o-

der in Abbildung 2.1., AMPPNP) bindet mit dem Puringerüst des Adenosins zur Hinge Regi-
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on. Die Phosphatreste zeigen in Richtung des Activation Loops (vgl. Abbildung 2.1., magen-

ta). Dieser zeichnet sich durch eine hohe Flexibilität aus, wodurch er sich bei einigen Kinasen 

vor die Bindetasche setzen kann und so selbige für ATP unzugänglich macht, was zu einer 

Inaktivierung des Enzyms führt.  

 

Abbildung 2.1. Die Tertiärstruktur von Proteinkinasen am Beispiel der humanen Glykogen Synthase Kinase-3ɓ 

(HsGSK-3ɓ) (PDB-Eintrag: 1J1B). Das Enzym ist entsprechend der Sekundärstrukturelemente eingefärbt (cyan; 

ɓ-Faltblatt; rot: Ŭ-Helix). Des Weiteren hervorgehoben sind die Hinge Region (blau), die Ŭ-Helix C (grün), der 

Activation Loop (magenta), der Glycin-Rich-Loop (gelb) und der native Ligand AMPPNP (orange). 

Der Activation Loop wird durch ein charakteristisches End- und Startmotiv definiert: Er be-

ginnt mit dem DFG-Motiv (benannt aus dem Ein-Buchstabencode der beteiligten Aminosäu-

ren Asparagin, Phenylalanin und Glycin), welches eine entscheidende Rolle im Phosphorylie-

rungsprozess spielt (vgl. 2.2) und daher hochkonserviert in eukaryotischen Proteinkinasen 

(ePK) vorliegt. Der Endpunkt wird meist über das APE-Motiv definiert (Alanin, Prolin und 

Glutaminsäure). Ragt der Activation-Loop nun wie in Abbildung 2.1. nach außen, zeigt das 

DFG-Motiv in die Bindetasche und das für den Phosphorylierungsmechanismus notwendige 

Aspartat steht zur Verfügung. Man bezeichnet diese Anordnung als DFG-in. Nimmt der Acti-
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vation Loop nun einen inaktiven Zustand ein und legt sich vor die Bindetasche, zeigt das As-

partat hingegen in der Regel nach außen und das benachbarte Phenylalanin besetzt einen Teil 

der Bindetasche. Diesen Zustand wird analog als DFG-out bezeichnet. Allerdings wurden 

auch inaktive Strukturen mit DFG-in oder Zwischenformen (DFG-out-like) dokumentiert 

[138]. Ebenso gibt es für den Activation-Loop Übergangsformen, die maßgeblich vom Phos-

phorylierungsgrad der entsprechenden Aminosäuren abhängen (vgl. hierzu 2.3.1.) [139]. Ab-

schließend sei auf einen neben den Domänen und dem beschriebenen Activation-Loop ebenso 

flexiblen Bereich eingegangen -den Glycin-Rich-Loop (vgl. Abbildung 2.1. gelb). Die Flexi-

bilität ist dabei durch einen hohen Anteil an Glycin in diesem Bereich begründet Dieser kann 

sich nach Ăuntenñ vor das ATP legen und so entweder die Affinitªt des Proteins zum Nukleo-

tid oder einem kompetitiven Inhibitor verstärken.  

2.1.2. Mechanismus der Phosphatübertragung 

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

lysierten Phosphorylierungsreaktion dargestellt.  

 

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

Dabei wird zunächst in der ATP-Bindetasche (vgl. Abschnitt 2.1.1.) selbiges über zwei Mag-

nesium-Ionen, die ihrerseits wiederum über das Asp184 bzw. das Asn171 koordiniert werden, 

und das Lys72, das durch die Seitenkette des Glu91aus der Ŭ-Helix C fixiert ist, für die an-

schließende Reaktion in Position gebracht [140]. Die Hydroxylfunktion des entsprechenden 

Substrats (Serin, Threonin oder Tyrosin) greift nun nukleophil das ɔ-Phosphat des ATP an. 
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Das in diesem Bereich hochkonservierte Asp166 stabilisiert den Übergangszustand der Reak-

tion und bindet das Proton des Substrats [141-142]. 

2.2. Das humane und das plasmodiale Kinom 

Eine wichtige Strategie in der Entwicklung neuer Malariawirkstoffe ist die Identifikation neu-

er Targetstrukturen zur Bekämpfung von P. falciparum [8]. Neben den bereits aus Ganzzell-

screenings (z. B. die genannte PfATPase-4) oder durch Untersuchungen zum Wirkmechanis-

mus bekannter Malariawirkstoffe charakterisierte Strukturen (z. B. die DHOD) bietet das 

2002 von GARDNER et al. [143] aufgeklärte plasmodiale Genom einen weiteren Ansatzpunkt. 

Im Zuge dessen konnten 5300 Gene identifiziert werden, welche in einer Datenbank öffent-

lich zugänglich gemacht wurden [144]. Ausgehend davon wurde 2004 die Gesamtheit der 

Gene, die plasmodiale Proteinkinasen kodieren -analog zum Genom als das plasmodiale Ki-

nom bezeichnet- publiziert [145]. Es zeigte sich, dass das plasmodiale Kinom im Vergleich 

zum humanen deutlich kleiner ist, allerdings gibt es zur genauen Anzahl an plasmodialen Pro-

teinkinasen unterschiedliche Angaben [145-146]. Im nächsten Schritt wurden die plasmodia-

len Kinasen auf Homologie zu humanen Strukturen untersucht, um so mögliche Funktionen 

der identifizierten Enzyme einschätzen zu können, anschließend ihre Bedeutung als potentiel-

le Targets zur Bekämpfung von P.falciparum einzuordnen und letztendlich anhand dessen be-

reits gewonnene Erkenntnisse aus der Wirkstoffforschung homologer Strukturen auf die des 

Parasiten zu übertragen [8]. So benennen ANAMIKA et al. [146] 99 für Proteinkinasen kodie-

rende Sequenzen, die sie als homolog zu eukaryotischen Proteinkinasen (ePK), der größten 

Familie der humanen Proteinkinasen, einschätzen. Zum Vergleich: MANNING et al. [147] ka-

talogisierten 2002 518 humane Proteinkinasen, 478 entfallen dabei auf eukaryotischen Pro-

teinkinasen, 40 auf atypische Proteinkinasen (aPK). Erstere teilten sie zusätzlich in mehrere 

Gruppen ein: AGC (PKA, PKG, PKC), CAMK (Calcium/Calmodulin-abhängige Kinasen), 

CK1 (Casein Kinase-1), CMGC (CDK, MAPK, GSK und CDK (Cyclin-abhängige Kinase)-

ähnliche), TK (Tyrosinkinasen). TKL (Tyrosinkinasen-ähnliche), STE (Homologe der Sterile 

7-, 11- und 20-Kinasen), RGC (Rezeptor-Guanylat-Kinasen) und Ăandereñ (Kinasen, die in 

keine der vorangegangenen Gruppen einzuteilen sind). Diese Gruppen können wiederum in 

Familien und Unterfamilien unterteilt werden (vgl. Abbildung 2.3.). 
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Abbildung 2.3. Phylogenetischer Baum der eukaryotischen Proteinkinasen nach MANNING [147]. Die im Text 

beschriebenen Hauptgruppen sind farblich abgesetzt, die verbliebenen, unter Ăandereñ fallenden Kinasen sind 

nahe der Mitte in grau dargestellt. Je ähnlicher sich Enzyme innerhalb ihrer Klassifizierung sind, desto näher 

liegen sie in der Darstellung beieinander. 

WARD et al. ordneten 65 plasmodiale Kinasen den genannten ePK-Familien zu, konnten al-

lerdings für die STE und TK-Familien keine plasmodialen Homologen finden. Zusätzlich 

identifizierten sie eine neue Unterfamilie, die entsprechend dem konservierten Phe-Ile-Lys-

Lys-Motiv als FIKK bezeichnet wurde [145]. Dieser Klasse umfasst 20 Enzyme, die spezi-

fisch für Apicomplexa sind. Überdies gibt es auch plasmodiale Kinasen, die keiner Gruppe 

der ePK zugeordnet werden können (sogenannte Orphan Kinases) [148-149]. Zu den beiden 

letztgenannten Klassen gibt es keine humanen Homologen, so dass diese besonders interes-

sant als Zielstrukturen in der Malariatherapie sind, da hier weniger Probleme bezüglich der 

Selektivität der entwickelten Wirkstoffe zu erwarten sind. Hier sei auf Arbeiten von MERCKX 

et al. [150] sowie BRYAN et al. [151] verwiesen, die sich mit der Entwicklung von Inhibitoren 

der PfPK7, einer Orphan Kinase, deren Inaktivierung die asexuelle Vermehrung des Parasiten 
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beeinträchtigt. Sie entwickelten basierend auf Kristallstrukturen ATP-kompetitive Inhibitoren 

und konnten nach Optimierung mit dem Derivat 41 einen IC50 von 0.13 ɛM erreichen (vgl. 

Abbildung 2.4.). 

 

Abbildung 2.4. Von BRYAN optimierter PfPK7-Inhibitor 41. 

Des Weiteren wurden auch plasmodiale Kinasen untersucht, für die homologe Enzyme im 

Menschen existieren, so zum Beispiel die plasmodiale Glykogen Synthase Kinase-3 (PfGSK-

3) aus der Gruppe CMGC, welche im Folgenden im Vergleich zur humanen GSK-3 (HsGSK-

3) vorgestellt werden soll. 

2.3. Homologie der HsGSK-3und PfGSK-3 

DROUCHEAU et al. beschrieben 2004 die Klonierung und Expression der PfGSK-3 [152]. Sie 

legten dabei die Homologie zur humanen GSK-3 zum einen über Vergleich der Sequenzen als 

auch Antikörperreaktion dar. Zusätzlich wiesen sie das Enzym in von P.falciparum infizierten 

Erythrozyten nach. In der Folge wurden verschiedene Funktionen postuliert. Diese sollen in 

Bezug auf die physiologische Relevanz der Glykogen Synthase Kinase-3 für den Menschen 

und den daraus gewonnenen Kenntnissen vorgestellt werden, um das plasmodiale Enzym als 

potentielles Target in der Malariatherapie zu bewerten.  

2.3.1. Physiologische Bedeutung der HsGSK-3 

Die humane Glykogen Synthase Kinase-3 wird der Gruppe CMGC der eukaryotischen Pro-

teinkinasen zugeordnet. Sie ist als Serin/Threonin-Kinase nah verwandt mit den Cyclin-

abhängigen Proteinkinasen (CDK), den Mitogen-aktivierten Proteinkinasen (MAPK) und den 

CDK-ähnlichen Kinasen (CLK) (vgl. Abbildung 2.5.). In Säugetierzellen kann die GSK-3 in 

zwei Isoformen vorliegen, der GSK-3Ŭ oder der GSK-3ɓ, welche in ihrer katalytischen Do-

mäne praktisch identisch sind (98 % Identität) und ubiquitär exprimiert werden [153]. Diese 

hohe Ähnlichkeit führt dazu, dass eine genaue Unterscheidung der Isoformen der GSK-3 be-

züglich ihrer Funktion bisher nicht möglich ist [154]. 



  2. Kenntnisstand 

31 

 

Abbildung 2.5. Ausschnitt der CMGC-Gruppe des phylogenetischen Baums der eukaryotischen Proteinkinasen
5
. 

Die GSKŬ und GSKɓ sind entsprechend blau markiert. 

Im Grundzustand ist die Glykogen Synthase Kinase-3 aktiv, d. h. sie muss nicht erst durch ein 

weiteres Enzym aktiviert werden. Allerdings kann eine etwa 5-fach verstärkte Aktivität durch 

Phosphorylierung des Tyr216 (im Fall der GSKɓ) bzw. des Tyr279 (im Fall der GSKŬ) im 

Activation Loop hervorgerufen werden [155]. Die GSK-3 reguliert als Teil der Insulin-

Signalkaskade den Glukosespiegel, in dem sie die Glykogen Synthase phosphoryliert, welche 

dadurch inaktiviert wird [156]. Dabei besitzt die GSK-3 eine besondere Substratspezifität, da 

sie bevorzugt Substrate (z. B. die Glykogen Synthase) phosphoryliert, die in C-terminaler 

Richtung im Abstand von vier Aminosäuren bereits ein phosphoryliertes Serin oder Threonin 

vorweisen. Man bezeichnet diese vorhergehende Phosphorylierung als Primed Phosphorylati-

on [155]. Bei der Glykogen Synthase erfolgt sie durch die Proteinkinase CK2. Das nun ge-

bundene Phosphat interagiert mit der Oxyanion-Bindetasche, welche in der GSK-3ɓ durch die 

Arg96 und Arg180 sowie das Lys205 definiert ist, und macht die Glykogen Synthase somit 

für eine weitere Phosphorylierung und letztendlich die Inaktivierung zugänglich [157]. In der 

Folge wird weniger Glukose zu Glykogen umgesetzt und der Glukosespiegel steigt. Bindet 

nun Insulin an seinen membranständigen Rezeptor, löst dies eine Enzymkaskade aus, an deren 

                                                 
5
 Bildquelle: Haplogen-Genomics.com, abgerufen am 03.12.14 
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Ende die Proteinkinase B aktiviert wird. Diese phosphoryliert wiederum die GSK-spezifisch 

am Ser9 (GSK-3ɓ) bzw. Ser21 (GSK-3Ŭ) in der N-terminalen Domäne, wodurch es zu einem 

Autoinhibierungsmechanismus kommt, bei dem das entstandene Phosphoserin als Pseudosub-

strat gebunden und die oben beschriebene Oxyanion-Bindetasche für neue Substrate blockiert 

wird [154]. Letztendlich führt dies zu einer erhöhten Aktivität der Glykogen Synthase und der 

Glukosespiegel sinkt wieder. Neben der Insulinkaskade beeinflusst die HsGSK-3 weitere Sig-

naltransduktionswege wie die Brain-derived Neurotrophic Factor (BDNF)-, Hedgehog- und 

Wnt/ɓ-Catenin-Signalkaskade [158]. In letzterer liegt sie in einem Multiproteinkomplex mit 

Axin, APC-Protein (Adenomatous-polyposis-coli-Protein) und -Catenin vor. ɓ-Catenin wird 

durch die Glykogen Synthase Kinase-3 in seiner N-terminalen Domäne phosphoryliert 

wodurch der Abbau des Proteins initiiert wird. Binden nun Wnt-Proteine an ihren membran-

ständigen Rezeptor, wird der Multiproteinkomplex gelöst und die Phosphorylierung des ɓ-

Catenin wird unterbunden. In der Folge steigt der Anteil an nicht-phosphoryliertem ɓ-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 verknüpft sind [159]. Neben den Proteinen aus den 

beschriebenen Signalkaskaden gehören das Tau-Protein sowie diverse Transkriptionsfaktoren 

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

2.3.1.1. Inhibitoren der HsGSK-3 

Die verschiedenen Einflussbereiche der HsGSK-3ɓ machen diese zu einem interessanten Tar-

get in der Erforschung und Therapie verschiedener Erkrankungen wie Diabetes mellitus Typ 

II, Alzheimer Demenz oder Parkinson [157]. Besonders in der Behandlung neurodegenerati-

ver Erkrankungen scheint die HsGSK-3ɓ eine interessante Zielstruktur zu sein, da ein hyper-

phosphoryliertes Tau-Protein zu den charakteristischen pathophysiologischen Merkmalen im 

Zusammenhang mit Alzheimer Demenz gehört [160]. Zusätzlich werden Inhibitoren der 

HsGSK-3ɓ aufgrund der inzwischen gewonnenen Erkenntnisse über die Einflussgebiete der 

humanen Glykogen Synthase Kinase-3 im menschlichen Organismus als potentielle Thera-

peutika in der Behandlung verschiedener Krebserkrankungen, Osteoporose und Herzhyper-

trophie diskutiert [161]. Die meisten Inhibitoren der GSK-3 in der aktuellen Wirkstofffor-

schung agieren dabei ATP-kompetitiv, d. h. sie treten analog zu selbigen in Interaktion mit 

der Hinge Region und verdrängen dabei das ATP. Im Folgenden soll eine Auswahl an Sub-

stanzen vorgestellt werden, die zu einem späteren Zeitpunkt auch an der PfGSK-3 getestet 

wurden [152]. Einen Überblick über GSK-3 Inhibitoren in der aktuellen Forschung geben 
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ELDAR-FINKELMAN  et al. [162]. Bereits 1977 wurde Staurosporin (42) als erstes Alkaloid mit 

der charakteristischen Bis-Indolstruktur aus dem Bakterium Streptomyces staurosporeus iso-

liert. Es hemmt die GSK-3ɓ mit einem IC50-Wert von 15 nM, allerdings ist die Inhibition sehr 

unspezifisch. So werden z. B. die Enzyme PKA, PKB und PKG im nanomolaren Bereich in-

hibiert. Flavopiridol (43), Indirubin-3ó-monoxim (44) und Hymenialdisin (45) weisen eben-

falls eine hohe Aktivität gegenüber der GSK-3ɓ auf (IC50 von 0.45 ɛM bis 10 nM), hemmen 

allerdings auch die CDK sowie die CK1 im nanomolaren Bereich [163-164].  

 

Abbildung 2.6. Strukturen ausgewählter HsGSK-3ɓ Inhibitoren, die an der PfGSK-3 getestet wurden (vgl. auch 

Tabelle 3.) 

Die Substanzklasse der Paullone (Beispiele 46-49) wurde ursprünglich als CDK1/Cyclin B 

Inhibitoren entwickelt, zeigte allerdings auch Aktivität gegenüber der GSK-3ɓ. Mit der Wei-

terentwicklung Azakenpaullon (50) konnte die Selektivität zugunsten der GSK-3ɓ gegenüber 

der CDK1/Cyclin B verbessert werden (IC50 (GSK-3ɓ) = 0.018 nM; IC50 (CDK1/Cyclin 

B) =< 2 ɛM). Abschließend sei hier noch die Substanzklasse der Thiadiazolidinone (gezeigt 

am Beispiel des aktivsten Vertreters TZDZ-8 (51) (IC50 = 2 ɛM)) erwähnt. Hierbei handelt es 

sich um einen von MARTINEZ et al. entwickelten nicht-ATP-kompetitiven Inhibitor, der selek-

tiv die HsGSK-3ɓ hemmt. Allerdings gibt es von dieser Arbeitsgruppe inzwischen Hypothe-

sen, dass die TZDZ doch innerhalb der ATP-Bindetasche liegen. 
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Abbildung 2.7. Struktur des Azakenpaullon (50) und des Thiadiazolidinon TZDZ-8 (51). 

2.3.2. Physiologische Bedeutung der PfGSK-3 

Der starke Einfluss der HsGSK-3 auf verschiedene Prozesse im menschlichen Körper lässt 

Vermutungen für eine ähnlich gewichtige Rolle im Parasiten zu. So ist eine zum humanen 

Enzym analoge Beteiligung am Glukosestoffwechsel oder im Zellzyklus denkbar. Ebenso 

wird ein Einfluss auf die Zelldifferenzierung während des Ringstadiums zu Schizonten in den 

Erythrozyten diskutiert. In diesen Zusammenhang fällt die von DROUCHEAU et al. aufgestellte 

Hypothese, dass die PfGSK-3 an der Regulation des zirkadianen Rhythmus beteiligt ist. Diese 

Annahme wird zum einen dadurch gestützt, dass in allen Plasmodium-Spezies die meisten 

Vorgänge, wie die Übergänge zwischen verschiedenen Stadien oder das Auflösen der Eryth-

rozyten und anschließendem Neubefall, einem starken Synchronismus unterliegen (zumeist 

Vielfache von 24 Stunden, vgl. dazu Abschnitt 1.2.1) [152]. Zum anderen berichteten YOUNG 

et al. von einem homologen Enzym der GSK-3 in Drosophila (Fruchtfliege), dass eben diese 

regulierende Funktion des zirkadianen Rhythmus einnimmt [165]. Es phosphoryliert das Pro-

tein TIMELESS, das in der Folge ein Heterodimer mit einem weiteren Enzym namens PERI-

OD bildet, welches letztendlich als Regulator der zirkadianen Uhr wirkt.  

Die Phosphorylierung begünstigt dabei die Wanderung in den Zellkern. PERIOD wird vor-

hergehend mittels Phosphorylierung durch das DOUBLE-TIME-Enzym, einem Homolog der 

Casein Kinase-1Ů (CK-1Ů), im Zytoplasma angereichert. Interessanterweise wurde mit der 

PfCK-1 ebenfalls eine zur DOUBLE-TIME homologe Kinase im plasmodialen Kinom gefun-

den [166]. Die Anwesenheit von zwei Homologen zu den am zirkadianen Rhythmus der Dro-

sophila beteiligten Enzymen in P.falciparum ist ein weiteres Indiz dafür, dass die PfGSK-3 

eine ähnliche Funktion einnimmt. Im Weiteren wurden bekannte HsGSK-3ɓ Inhibitoren auf 

ihre Aktivität gegenüber der plasmodialen GSK-3 getestet, um gegebenenfalls Kenntnisse 

über die Wirkungsweise dieser Strukturen am humanen Enzym auf das plasmodiale Homolog 

übertragen zu können und in diesem Zusammenhang eine erste Vorstellung bezüglich der Se-

lektivität gegenüber Eukaryonten zu erhalten (vgl. Abbildung 2.6. und Tabelle 3) [152].  
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Tabelle 3. Biologische Aktivität ausgewählter GSK-3ɓ Inhibitoren an der PfGSK-3. Die Aktivität der Substan-

zen an der GSK-3ɓ wurde am Enzym der Ratte vermessen. Die Ähnlichkeit zwischen HsGSK-3ɓ und rat-GSK-

3ɓ beträgt 98.8 %. 

Verbindung PfGSK-3 IC50 [ɛM]  rat-GSK-3ɓ IC 50 [ɛM]  

Staurosporin (42) 0.01 0.015 

Flavopiridol  (43) 2.3 0.45 

Indirubin -3ô-monoxim (44) 0.065 0.022 

Hymenialdisin (45) 0.023 0.01 

Paullon (46) 18.0 0.62 

Kenpaullon (47) 8.0 0.023 

Gwennpaullon (48) 1.5 0.04 

Alsterpaullon (49) 0.32 0.004 

Es zeigte sich allerdings, dass alle getesteten Inhibitoren an der GSK-3ɓ aktiver waren als an 

der PfGSK-3, im Fall der Paullone (46ï49) sogar 100 bis 300 Mal aktiver. Indirubin-3ó-

monoxin (44) und Hymenialdisin (45) hemmten dabei die Proliferation von P.falciparum in-

vitro. Diese Ergebnisse verdeutlichen das Potential der PfGSK-3 als Target in der Entwick-

lung neuer Malariawirkstoffe [152]. 

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

Die in Abschnitt 2.3.2 vorgestellten Erkenntnisse initiierten ein Hochdurchsatzscreening, wel-

ches in den Laboratorien von L.MEIJER in Roscoff durchgeführt wurde. Der Datensatz bein-

haltete 10480 Substanzen, zur Hälfte aus bekannten Kinase-Inhibitoren bestehend. Es konnten 

18 aktive Substanzen gefunden werden (0.17 % Erfolgsquote), von denen fünf einen Thien-

o[2,3-b]pyridin-Grundkörper aufwiesen. Im nächsten Schritt wurden 427 Derivate mit diesem 

Strukturelement in einem fokussierten Screening untersucht. Dabei konnte die Verbindung 

(52) mit einer biologischen Aktivität von 0.43 ɛM an der PfGSK-3 identifiziert werden, wel-

che zugleich noch Selektivität gegenüber der HsGSK-3 zeigte [167].  

 

Abbildung 2.8. Struktur der Thieno[2,3-b]pyridin-Hitstruktur 52. 
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Ausgehend von dieser Substanz konnte FUGEL
6
 in ihrer Dissertation eine Vielzahl neuer Deri-

vate synthetisieren [168]. Diese lassen sich anhand ihres Substitutionsmusters in drei Klassen 

unterteilen: Klasse 1a, 1b und 2. (vgl. Abbildung 2.9). Die Klasse 1 im allgemeinen weist eine 

6-Amino-5-cyano-Substitution auf und unterscheidet sich nur im Substitutionsmuster der Po-

sition 2, an der im Fall der Klasse 1a eine Nitril-Funktionalität vorliegt und im Fall der Klasse 

1b der Grundkörper über eine Ketofunktion zumeist direkt mit einem weiteren aromatischen 

Substituenten (R2) verbunden ist. Bei dem Rest R1 handelt es sich in der Regel ebenso um 

aromatischen Substituenten. Die Klasse 2 hingegen ist zwischen Positionen 5 und 6 um einen 

gesättigten Ring erweitert (Cyclopentan bis Cycloheptan; X = CH2 bis C3H6). Die Position 2 

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

einem Aroyl-Substituenten versehen sein.  

 

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

Die generierte Substanzbibliothek und die in deren Zusammenhang experimentell bestimmten 

biologischen Daten stellte die Grundlage für die in dieser Arbeit beschriebenen Ergebnisse 

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

2.5. Die Struktur der PfGSK-3 

Anhand von ermittelten biologischen Aktivitäten der von FUGEL synthetisierten Verbindun-

gen konnten erste Erkenntnisse zu Struktur-Aktivitäts-Beziehungen gewonnen werden, wel-

che im Abschnitt 2.6 genauer diskutiert werden sollen. Um diese besser verstehen und für ei-

nen strukturbasierten Ansatz nutzen zu können, ist eine dreidimensionale Struktur der PfGSK-

3 unabdingbar. Allerdings steht aufgrund von schlechten Kristallisationseigenschaften der 

PfGSK-3 bisher keine Kristallstruktur zur Verfügung, so dass die Berechnung und Untersu-

chung von Homologiemodellen ein zentraler Punkt der Arbeiten von KRUGGEL darstellte 

[167]. Ein wichtiger Arbeitsschritt beinhaltete dabei die Auswahl der Kristallstrukturen der 

HsGSK-3 für die Generierung der Modelle. DROUCHEAU et al. klärten im Rahmen der Ex-

pression der PfGSK-3 anhand eines Sequenzvergleichs auf, dass das plasmodiale Enzym der 

humanen ɓ-Isoform näher ist als der HsGSK-3Ŭ [152]. Die Sequenzidentität der PfGSK-3 

                                                 
6
Wiebke Fugel, geb. Brandt. 
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liegt bei 44.3 %, bei einer Ähnlichkeit von 61.4 %. KRUGGEL et al. wählten zehn publizierte 

Kristallstrukturen aus und ergänzten den Datensatz um eine zum Zeitpunkt der Anfertigung 

noch nicht veröffentlichte Struktur, die einen Klasse 1a Thieno[2,3-b]pyridin-Liganden bein-

haltete (PDB-Eintrag: 3ZDI, Ligand UGJ (53), vgl. Abbildung 2.10.), um den konformativen 

Raum und in diesem Zusammenhang die Flexibilität des Proteins widerspiegeln zu können.  

 

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

Das Bindungsverhalten dieser Struktur soll im Abschnitt 2.6. noch genauer besprochen wer-

den. Die Vorlagen umfassten allerdings nicht den gesamten Sequenzbereich, so dass die Mo-

delle nur für den Bereich Ser58 bis Phe413 des plasmodialen Enzyms (356 Aminosäuren, ent-

spricht dem Bereich Ser35 bis Ala388 der HsGSK-3ɓ) generiert wurden. Hier lag die Identität 

bei 53.1 % bei einer Ähnlichkeit von 69.7 %. Erwähnt sei hier noch der Bereich der ATP-

Bindetasche. Hier liegt die Sequenzidentität bei 82.9 %. Ausgehend von den 11 Vorlagen 

wurden je 400 Modelle generiert, wobei die Hälfte die Ligandinformationen beinhaltete und 

die andere Hälfte entsprechend nicht. Die 4400 Homologiemodelle wurden anschließend be-

wertet, wobei hier auf die Dissertation von KRUGGEL verwiesen sei [169]. Letztendlich konn-

ten so basierend auf den Vorlagen elf Homologiemodelle herausgearbeitet werden. Von be-

sonderer Wichtigkeit für die nachfolgenden Studien waren dabei die Modelle pfgsk_1j1b und 

pfgsk_3ZDI basierend auf dem PDB-Eintrag 1J1B (Ligand: ANPPNP) und 3ZDI (Ligand: 

UGJ (53), im Laufe der Arbeit auch als KuBra139 bezeichnet) (vgl. Abbildung 2.10.). Nach-

folgend sollen die von KRUGGEL durchgeführten Untersuchungen zum Bindeverhalten der 

von FUGEL synthetisierten Verbindungen zusammengefasst werden, an deren Ende ein Bin-

dungsmodus für die Thieno[2,3-b]pyridine in der plasmodialen Glykogen Synthase Kinase-3 

postuliert werden konnte, der einen Zusammenhang zwischen Struktur-Aktivitäts-

Beziehungen und Selektivität herstellt [169]. 
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Abbildung 2.11. Alignment der von KRUGGEL berechneten Homologiemodelle pfgsk_1j1b (links, pflaumenblau) 

und pfgsk_3ZDI (rechts, pink) der PfGSK zu den zugrunde liegenden PDB-Einträgen 1J1B (links, blau) und 

3ZDI (rechts, dunkelblau).  

2.6. Bindungsmodus und Selektivität 

KRUGGEL verglich die erhaltenen Homologiemodelle mit den humanen Kristallstrukturen an-

hand der Berechnung molekularer Interaktionsfelder [169]. Dabei wird die Bindetasche ent-

lang eines Gitters mit verschiedenen Sonden, die unterschiedliche Eigenschaften wie z. B. 

hydrophobe Interaktionen oder Wasserstoffbrückenakzeptoren repräsentieren, gescannt. An-

hand dieser Scans ergeben sich letztendlich Felder mit diesen Eigenschaften, an denen die 

entsprechenden Sonden positive Wechselwirkungen gefunden haben, welche anschließend 

weitergehend hinsichtlich der Unterschied zwischen Homologiemodell und Vorlage analysiert 

wurden. Dabei fiel besonders ein Halogenfeld (genauer ein Feld für organisch gebundenes 

Iod) am Boden Bindetasche im Zentrum eines Dreiecks zwischen Thr163/Thr138, 

Leu213/Leu188 und Cys224/Cys199 auf, welches nur in der PfGSK-3 genug Platz hat und 

theoretisch entsprechend adressiert werden kann [169]. 
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Abbildung 2.12. Molekulares Interaktionsfeld der im Text beschriebenen Iod-Sonde (Halogen-Sonde) nach 

KRUGGEL. Die humane Struktur ist in grün eingefärbt, das plasmodiale Homologiemodell magenta. 

Das im Rahmen der Arbeiten von FUGEL synthetisierte Thieno[2,3-b]pyridin UGJ (53) zeigte 

die höchste Inhibition gegen die Sus scrofa GSK-3 (SsGSK-3; Sus scrofa: Wildschwein), 

welche aufgrund der hohen Ähnlichkeit (99 %, unterscheidet sich in 6 von 420 Aminosäuren) 

zur HsGSK-3 in den biologischen Testungen als Vergleichsenzym zur PfGSK-3 eingesetzt 

wurde. In Kombination mit einem Axin-Peptid konnte diese Substanz als Komplex mit der 

HsGSK.3ɓ kristallisiert werden und so eine Vorstellung des Bindeverhaltens im plasmodialen 

Enzym dieser Substanzklasse vermitteln.  

 

Abbildung 2.13. Bindungsmodus von UGJ (53) in HsGSK-3ɓ. Gezeigt sind der Ligand (grün), die benachbarten 

Wasser /(rote Kugeln), sowie die mit dem Liganden interagierenden Aminosäuren im Bindetaschenbereich. 

Es zeigte sich, dass UGJ (53) einen für einen Typ I-Inhibitoren typischen Bindungsmodus in 

der ATP-Bindetasche einnimmt (vgl. Abbildung 2.13.). Der Ligand wird dabei über mehrere 

Wasserstoffbrückenbindungen fixiert. Die 6-Aminofunktionalität interagiert mit dem Back-
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bone Carbonyl-Sauerstoffatom des Val135. Über ein verbrückendes Wassermolekül, dass 

zwischen dem Amid-Stickstoffatom des Val135, dem Backbone Carbonyl-Sauerstoffatom des 

Asp133 sowie dem Pyridin-Stickstoffatom des UGJ (53) eingebunden ist, wird ein weiterer 

Kontakt zur Hinge Region hergestellt. Die 3-Amino-2-cyano-Substitution am Thiophen kann 

wiederum über zwei Wasserstoffbrückenbindungen zum konservierten Lys85 bzw. dem 

Asp200 des DFG-Motivs mit dem Protein interagieren. Der Chlor-Substituent zeigt in Rich-

tung der N-Terminalen Domªne (ĂDachñ der Bindetasche). Nachfolgend sollen kurz die in der 

Arbeit von FUGEL beobachteten Struktur-Aktivi täts-Beziehungen vorgestellt werden, welche 

für die nachfolgenden Studien von KRUGGEL und diese Arbeit relevant waren. Ein Fokus lag 

dabei auf der Selektivität der Hitstruktur 52, so dass hier viele synthetische Variationen vor-

genommen wurden. Dabei konnte gezeigt werden, dass alle aktiven Substanzen der Klasse 1b 

auch selektiv waren, wobei diese Eigenschaften durch das Substitutionsmuster sowie die Sub-

stituenten definiert ist. Als bisher selektivste Varianten haben sich eine meta-Chlor- bzw. me-

ta-Nitril -Substitution erwiesen.  

 

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

Ersetzt man synthetisch die 2-Aroyl-Substitution der Klasse 1b durch die Nitril-Funktionalität 

der Klasse 1a, so geht die Selektivität, allerdings nicht die Aktivität verloren. Hier scheint die 

Größe des Aryl-Substituenten der limitierende Faktor zu sein, da mit absteigender Größe z. B. 

der Halogene (mit Ausnahme des Fluors) die Aktivität zunimmt. Diese Beobachtung scheint 

auf hydrophobe Wechselwirkungen zurückführbar zu sein. Allerdings gibt es auch inaktive 

Klasse 1b-Verbindungen, die keine Aryl-Substituenten aufweisen. Zusätzlich zeigte eine 
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Klasse 1a-Verbindung ohne Aryl-Substitution Aktivität. FUGEL und KRUGGEL vermuteten, 

dass die 2-Cyanosubstitution ähnlich dem Liganden UGJ (53) eine entscheidende Rolle bei 

der Interaktion mit dem Protein spielt und der fehlende Substituent am Arylrest weniger ins 

Gewicht fällt. Die erhaltenen Struktur-Aktivitäts-Beziehungen sind in Abbildung 2.14. zu-

sammengefasst. Unter Berücksichtigung der bisher erhaltenen Ergebnisse konnte von KRUG-

GEL durch eine Vielzahl an Docking- und 3D-QSAR-Experimenten an den generierten Homo-

logiemodellen der PfGSK-3 ein Bindungsmodus für die Thieno[2,3-b]pyridine erarbeitet wer-

den, der eine Erklärungsmöglichkeit für die Selektivität bietet. Der postulierte Bindungsmo-

dus, in Analogie zur Nomenklatur von KRUGGEL als Modus A bezeichnet, ist in Abbildung 

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

 

Abbildung 2.15. Dockinglösung des KuBra216 (68) in (A) HsGSK-3ɓ (PDB-Eintrag: 1J1B) und (B) PfGSK-3 

(Homologiemodell pfgsk_1j1b). 

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

KuBra216 (68) bindet in ähnlicher Art und Weise wie das in Abbildung 2.15. gezeigte UGJ 

(53). So findet man sowohl im humanen als auch plasmodialen Enzym die Interaktion der 6-
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Aminofunktion zum Ile160/Val135. In Analogie fungiert das konservierte Lys108/Lys85 als 

Wasserstoffbrückendonor zum Carbonyl-Sauerstoffatom des Liganden. Aufgrund der im Ver-

gleich zum Nitril der Klasse 1a sterisch anspruchsvolleren 2-Aroyl-Substitution ergeben sich 

allerdings Unterschiede im Bindeverhalten. So ist der Thieno[2,3-b]pyridin-Grundkörper um 

etwa 30° im Uhrzeigersinn gedreht. Daraus resultiert ein verändertes Wasserstoffbrücken-

netzwerk. In der Folge wird das Wasser nicht mehr über den Pyridin-Stickstoffatom des 

Grundkörpers sondern ebenso über die 6-Aminofunktion fixiert. Alle weiteren verbrückten 

Interaktionen zur Hinge Region bleiben dabei erhalten. Aryl- und Aroyl-Substituent nehmen 

dabei prinzipiell eine parallele Ausrichtung senkrecht zum Thieno[2,3-b]pyridin-Grundkörper 

ein, wobei eine über den Amino-Substituenten vermittelte intramolekulare ́- -́

Wechselwirkung denkbar ist. Nun gibt es zwei Ansätze, die Selektivität der Klasse 1b Ligan-

den zu erklären. Der erste resultiert aus der veränderten Position des Grundkörpers. So ist im 

plasmodialen Enzym eine Van-der-Waals-Interaktion mit der Seitenkette des Gatekeepers 

Met157 denkbar, allerdings aufgrund der kürzeren Seitenkette des Leu132-Gatekeeper im 

humanen Enzym nicht (vgl. Abbildung 2.15.). Die daraus verminderte Interaktionsfähigkeit 

des Liganden könnte die entsprechende Selektivität hervorrufen, da im Vergleich dazu die ste-

risch weniger anspruchsvollen Thieno[2,3-b]pyridine Ătieferñ in die Bindetasche gelangen 

können (vgl. Abbildung 2.15.) und somit in beiden Fällen mit dem Gatekeeper wechselwirken 

können. Ein vergleichbares Konzept konnten KURZ et al. in der Entwicklung reverser Fos-

midomycin-Analoga als Inhibitoren der 1-Deoxy-D-xylulose 5-phosphat-reduktoisomerase in 

Plasmodium falciparum (PfIspC) nutzen. So führten diese Verbindungen unter anderem eine 

Van-der-Waals-Interaktion zu einem Methionin ein, so dass in der Konsequenz deren die bio-

logische Aktivität im Vergleich zum Fosmidomycin deutlich erhöht werden konnte [170]. Der 

zweite Ansatzpunkt umfasst die Positionierung des ortho-Substituenten (in Abbildung 2.15. 

Chlor) am Arylrest. In beiden Dockinglºsungen zeigt diese nach unten, allerdings Ădurch-

stºÇtñ es im humanen Enzym die Oberflªche des Proteins, in der PfGSK-3 hingegen adres-

siert es perfekt das von KRUGGEL herausgestellte Halogenfeld (vgl. Abbildung 2.12.). Die da-

raus resultierende zusätzliche Interaktion kann zur Aktivität bzw. Selektivität beider Substan-

zen beitragen.  

2.7. Docking und Scoring 

Das Docking und die Bewertung der generierten Posen stellten zentrale Prozesse in der Bear-

beitung der Frage nach dem Bindungsmodus der Thieno[2,3-b]pyridine dar. Ersteres umfasst 

eine möglichst vollständige Erfassung des konformativen Raums von Zielprotein und Ligan-
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den. Die gängigen Dockingprogramme verfolgen dabei verschiedene Ansätze [171] z. B. den 

inkrementellen Aufbau des Liganden in der Bindetasche (z. B. FLEXX) [172] oder es werden 

über Monte-Carlo-Verfahren dem eigentlichen Dockingprozess vorrausgehend alle Konfor-

mationen des Liganden bereits erzeugt (z. B. in GLIDE) [173-174].  

Das Scoring der generierten Posen lässt sich allgemein über alle Dockingprogramme betrach-

tet nach drei Verfahren durchführen: Kraftfeld- oder wissensbasiert sowie empirisch. In erste-

rem erfolgt die Priorisierung der Dockinglösungen basierend auf traditionellen molekülme-

chanischen Kraftfeldmethoden unter Berücksichtigung von Lennard-Jones- und Coloumb-

Potential für nichtbindende Interaktionen [173-174]. Wissensbasierte Scoringfunktionen 

kombinieren zur Bewertung paarweise Abstands- und Lösungsmittel-zugängliche Oberflä-

chenpotentiale zwischen Ligand- und Rezeptoratomen [175]. Empirische Verfahren hingegen 

beruhen auf der mathematischen Beschreibung von beobachtbaren Phänomenen, wobei die 

Parametrisierung der entsprechenden Terme auf Grundlage von experimentell ermittelten Da-

ten erfolgt [176]. Aufgrund dieser unterschiedlichen Bewertungsansätze und den damit ge-

setzten Schwerpunkten sind die Vorteile jeder einzelnen Methode lediglich in Teilaspekten zu 

sehen. Zusätzlich werden in jedem Verfahren vereinfachende Annahmen getroffen, die dazu 

führen, dass die erhaltenen Ergebnisse lediglich als Näherung zur Bindungsaffinität angese-

hen werden sollten und nicht als absolute Werte. So konnte in verschiedenen Studien keine 

Überlegenheit einer einzigen Scoringfunktion herausgestellt werden [177-179]. Diese Man-

nigfaltigkeit sowohl in Generierung der Dockingposen als auch deren Bewertung führt un-

weigerlich zu zwei grundsätzlichen Problemen: Das Docking- und das Scoring-Problem. So 

muss das Dockingprogramm in der Lage sein, zunächst die korrekte Geometrie des Protein-

Ligand-Komplexes zu generieren und anschließend die entsprechende kristallstrukturnahe Po-

se zu priorisieren. KRUGGEL [169] entwickelte daher einen Arbeitsablauf, in dem er mehrere 

Dockingprogramme mit unterschiedlichen Algorithmen zur Generierung der Posen (AUTO-

DOCK, FRED und FLEXX) kombinierte und die erzeugten Lösungen nach Clustering und Mi-

nimierung der erhaltenen Protein Ligand-Komplexe über ein unabhängiges Scoringprogramm 

(DRUGSCOREX (DSX)) bewerten ließ. Entsprechend der Arbeitsschritte aus Docking, Resco-

ring, Clustering, Complex M inimierung und Rescoring benannte KRUGGEL dieses Verfahren 

als DoReCCoM. Er stellte im Ausblick seiner Arbeit fest, dass so das Docking-Problem gelöst 

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

Die Aufgabenstellung der vorliegenden Dissertation bestand in der Weiterentwicklung der 

Substanzklasse der Thieno[2,3-b]pyridine als Inhibitoren der PfGSK-3 über einen struktur-

basierten Designansatz. Am Ende dieses Prozesses sollten Vorschläge für neue Thieno[2,3-

b]pyridine abgeleitet und die bestbewerteten Verbindungen synthetisiert werden. Die Arbeiten 

wurden fortlaufend zur Dissertation von KRUGGEL angefertigt und griffen dabei teilweise of-

fene Fragestellungen auf. Besonders das beschriebene Scoring-Problem sollte unter Verwen-

dung von Moleküldynamiksimulation (MD-Simulationen) sowie anschließenden Berechnun-

gen der Freien Bindungsenthalpien mittels MM/GBSA- und MM/PBSA-Methode bearbeitetet 

werden und stellte einen zentralen Punkt dieser Dissertation dar, welche sich anhand der not-

wendigen Arbeitsschritte wie folgt gliedern lässt. 

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

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

Da keine dreidimensionale Kristallstruktur der PfGSK-3 mit Liganden zur Verfügung stand, 

sollte die Eignung von Moleküldynamiksimulationen und die anschließenden MM/GBSA- 

und MM/PBSA-Berechnungen zur Abschätzung der Freien Bindungsenthalpien anhand von 

in der Proteindatenbank zugänglichen HsGSK-3ɓ-Komplexen durchgeführt werden. Die er-

haltenen Freien Bindungsenthalpien sollten mit den biologischen Aktivitäten der gebundenen 

Verbindungen in Zusammenhang gebracht werden. Anhand der Variation verschiedener Pa-

rameter wie z. B. der Simulationszeit sollten sowohl die Qualität der Korrelationen als auch 

die Parameter der durchgeführten Simulationsexperimente weiter verbessert bzw. optimiert 

werden. 

Untersuchungen zum Bindungsmodus der Thieno[2,3-b]pyridine in der PfGSK-3 

Im nächsten Arbeitsschritt sollten MD-Simulationen der von KRUGGEL im DoReCCoM-

Workflow generierten Dockinglösungen unter den anhand der HsGSK-3ɓ-Komplexe optimier-

ten Bedingungen durchgeführt und anschließend analysiert bzw. bewertet werden. Ein beson-

deres Augenmerk sollte dabei in der Bewertung des Bindungsmodus A gelegt werden. KRUG-

GEL verwendete im DoReCCoM-Workflow allerdings nur wenige ausgewählte Verbindungen. 

Hier sollten nun alle von FUGEL synthetisierten Substanzen, für die diskrete biologische Daten 

vorlagen, via Docking und anschließender Anwendung der MD-MM/GBSA- bzw. 

MM/PBSA-Methode untersucht werden. Die erhaltenen Moleküldynamiksimulationen und 
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Freien Bindungsenthalpien sollten dabei in Bezug zu den bisherigen Struktur-Aktivitäts-

Beziehungen sowie den gemessenen biologischen Daten gesetzt werden. 

In silico Screening neuer Thieno[2,3-b]pyridine  

Ausgehend von den Ergebnissen der vorhergehend genannten Untersuchungen sollte sich ein 

Bewertungssystem ergeben, dass es erlaubt, neue in silico generierte Synthesevorschläge in 

Bezug auf ihre Bindungseigenschaften zu analysieren und zu priorisieren.  

Synthetische Umsetzung der bestbewerteten Liganden 

Im Anschluss sollten die anhand der MD-Simulation und berechneten Freien Bindungsenthal-

pien sehr gut bewerteten Liganden synthetisiert und für eine biologische Testung gegenüber 

der PfGSK-3 bereitgestellt werden.    
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4. Material und Methoden 

Im Laufe der vorliegenden Arbeit wurde eine Vielzahl verschiedener Programme für die Be-

arbeitung der Problemstellungen verwendet, deren Funktionsweise im Folgenden erläutert 

werden soll. 

4.1. Docking 

Docking im Allgemeinen wird als die Generierung und Untersuchung von möglichen Protein-

Ligand-Komplexen bezeichnet, d. h. es wird untersucht, in welcher Art und Weise ein kleines 

Molekül mit einem Enzym bzw. einer Bindetasche in Interaktion treten kann. Diese Arbeiten 

laufen in silico (am Computer) ab. Neben den von KRUGGEL bereits in dessen Arbeiten er-

zeugten Dockingposen wurden im Rahmen dieser Arbeit weitere Dockingexperimente unter-

nommen. Dabei lag der Schwerpunkt auf zwei Programmen, FLEXX und GLIDE, die nachfol-

gend vorgestellt werden sollen. 

4.1.1.  FLEX X 

FLEXX [172, 180-182] verfolgt bei der Erzeugung von Protein- Ligand-Komplexen einen in-

krementellen Ansatz. Dies bedeutet, dass zunächst ein starres Basisfragment des Liganden 

ausgewählt und im vordefinierten Bindetaschenbereich positioniert wird, welches dann 

schrittweise unter Berücksichtigung der konformativen Flexibilität zum vollständigen Ligan-

den erweitert wird. Die Positionierung des Basisfragments kann zum einen manuell, zum an-

deren über zwei automatisierte Methoden erreicht werden: single interaction scan (SIS) und 

triangle hashing techniques based (TRI). Die Namen spiegeln dabei die Zahl der für das Ba-

sisfragment gesuchten Interaktionen wieder. So wird es beim SIS basierend auf einem einzi-

gen Kontakt zum Protein positioniert. Verschiedene Konformationen des Basisfragments in 

dieser Position werden über den contact score ausgewählt [172]. Beim TRI wird entsprechend 

versucht, drei Kontakte zwischen Fragment und Protein aufzubauen. Alle in dieser Arbeit mit 

FLEXX durchgeführten Dockingexperimente wurden unter Verwendung des SIS durchgeführt. 

Beim anschließenden "Aufbau" des Liganden wird auf jeder Stufe dieses Prozesses nach 

möglichen Interaktionen zwischen Ligand und Bindetasche gesucht und diese hinsichtlich 

Distanzen, Winkel etc. bewertet. Letztendlich führen die jeweils besten Erweiterungen des 

Basisfragments zur Pose des gänzlich wieder aufgebauten Liganden im Rezeptor. Das Scoring 

der generierten Posen erfolgt entsprechend der von BÖHM et al. [183] entwickelten empiri-
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schen Berechnung von Freien Bindungsenergien von Protein-Ligand-Komplexen. Die in (4.1) 

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

 

ЎὋ ЎὋ Ў Ὃ В ὪЎὙȟЎ‌ Ў Ὃ В ὪЎὙȟЎ‌

Ў Ὃ В ὪᶻЎὙ Ў Ὃ ὔ  

Ў Ὃ В ὪЎὙȟЎ‌ 

(4.1) 

Zum einen gehen die Energieanteile von Wasserstoffbrückenbindungen (Ghb), der ionischen 

Interaktionen (Gion) und der durch die lipophile Kontaktfläche bedingte Anteil der Bindungs-

energie (Glipo) ein, welcher als Summe paarweiser Atom-Atom-Kontakte berechnet wird. Da 

diese Interaktionen zu Einschränkungen in der Rotierbarkeit von Bindungen führen können, 

wird dies durch Produkt mit Nrot berücksichtigt. Zusätzlich werden für alle Interaktionen geo-

metrische Idealwerte (z. B. Winkel und Distanz) definiert und deren Abweichungen über eine 

skalierende Funktion einbezogen (f(ȹR,ȹŬ)). Für (Glipo) wurde eine eigene Funktion (f*(ȹR)) 

eingef¿hrt, die Ămehr oder wenigerñ ideale Kontakte ber¿cksichtigt, allerdings zu nahe Kon-

takte bestraft. Nach BÖHM wird zusätzlich G0 als nicht-direkt mit spezifischen Interaktionen 

zu korrelierender Anteil berücksichtigt, der entropischen Charakter hat. Zusätzlich wird mit 

Garo ein Anteil für die Wechselwirkung von ́-Systemen eingeführt, der wie Ghb und Gion als 

geometrisch ausgerichtete Größe in die Gleichung eingeht [172]. 

4.1.2. Glide 

GLIDE (engl.: grid-based ligand docking with energetics) [173-174, 184] verfolgt einen ande-

ren Ansatz. Hier wird der Rezeptor durch ein Gitter (engl.: Grid) beschrieben, an dessen Kno-

tenpunkten Aussehen und Eigenschaft der Bindetasche erfasst sind. Anders als bei FLEXX 

werden alle Konformationen des Liganden vorhergehend generiert und nicht erst während des 

Dockingprozesses aufgebaut. In einem ersten groben Screeningprozess über das gesamte Po-

senspektrum werden die interessanten Lösungen herausgefiltert. Die vorselektierten Posen 

werden nun innerhalb des Rezeptorgitters mittels molekülmechanischer Energiefunktionen in 

Kombination mit einem abstandsabhängigen Dielektrizitätsmodell minimiert. GLIDE verwen-

det hierzu das OPLS2005 Kraftfeld [185]. Die daraus resultierenden Top 3-6 energieärmsten 

Posen werden einem Monte-Carlo-Verfahren unterzogen, um benachbarte Torsionsminima zu 

finden. Das Scoring erfolgt über den Emodel-Wert, welches sich aus dem GlideScore, Ligand-

Rezeptor-Interaktionsenergien und Deformationsenergien des Liganden zusammensetzt. Wer-

den mehrere Liganden miteinander verglichen, so erfolgt die Auswahl der Ăbestenñ Pose ¿ber 

Emodel, das Ranking der Liganden über den GlideScore. Grundsätzlich können in GLIDE zwei 
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Varianten des GlideScore verwendet werden: standard-precision (SP) und extra-precision 

(XP). Dabei ist SP die Ăsoftereñ Scoringfunktion, XP hingegen deutlich strenger bez¿glich 

negativer sterischer und elektronischer Wechselwirkungen. In der Arbeit wurden Dockingex-

perimente hauptsächlich im SP-Modus durchgeführt, so dass im Folgenden die dem Scoring 

zugrunde liegende Terme beschrieben werden sollen. Für das XP-Docking sei auf die Litera-

tur verwiesen. Grundlage des GlideScore, dessen Funktion in Formel (4.2) gezeigt ist, bildet 

der von ELDRIDGE et al. 1997 entwickelte ChemScore [176].  

 

ЎὋ ὅ ВὪὶ     ὅ ВὫЎὶὬ Ў‌
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(4.2) 

Die Funktionen f(r lr), g(ȹr) und h(ȹŬ) erfassen dabei Winkel und Distanzen, wobei ein Score 

von 1.00 vergeben wird, wenn diese Werte innerhalb der definierten Optima liegen und einen 

Score zwischen 1.00-0.00 wenn sie außerhalb dessen, aber innerhalb eines bestimmten Tole-

ranzbereichs liegen. Crotb
 
beschreibt die eingeschränkt drehbaren Bindungen, wobei einge-

schränkt bedeutet, dass die beteiligten Atome in Wechselwirkung mit dem Rezeptor treten. 

Die lipophilen Clipo-lipo und die Wasserstoffbrücken-Interaktionen Chbond sind dabei grundsätz-

lich wie in ChemScore definiert, allerdings wird letztere hinsichtlich der Ladung der beteilig-

ten Partner unterteilt und gewichtet. Daraus ergeben sich drei mögliche Kombinationen: Do-

nor und Akzeptor sind beide neutral, einer der beiden ist geladen oder beide sind geladen. 

Gmetal berücksichtigt die Wechselwirkungen zu koordinierten Metallionen (z. B. in Me-

talloproteasen) und unterscheidet sich in zwei Prinzipien zum ChemScore: i) Es werden nur 

Interaktionen zu anionischen Akzeptoratomen (z. B. den Sauerstoffatomen des Aspartat-

Carboxylats) ber¿cksichtigt, wobei nur die Ăbesteñ Interaktion zum Metall ins Gewicht fªllt. 

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

Des Weiteren wurde der ChemScore um mehrere Terme erweitert: Cpolar-phob, Ccoul, CvdW und 

Solvatationsterm. Cpolar-phob erfasst, wenn polare, nicht-wasserstoffbrückenbildende Atome in 

einem hydrophoben Bereich platziert werden. Ccoul und CvdW erfassen entsprechend Coulomb- 

und Van-der-Waals Interaktionen zwischen Ligand und Rezeptor. Um die Vorhersagekraft 

der Bindungsenthalpie durch die Gasphasen- Coulomb-Interaktionsenergie zu verbessern, 

wurde die Formalladung von geladenen Gruppen z. B. Carboxylat um ca. 50 % und die Van-
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der-Waals Interaktionsenergie der direkt beteiligten Atome reduziert. Als letzte wichtige 

Komponente wurden Solvatationsterme hinzugefügt, da gerade geladene Gruppen genau be-

züglich ihrer Zugänglichkeit betrachtet werden müssen. Dafür wird entlang des Gitters ein 

Docking von expliziten Wassermolekülen für jede energetisch kompetitive Ligandpose 

durchgeführt und anschließend die Wechselwirkungen über ein empirisches Scoring erfasst.  

4.2. Moleküldynamiksimulationen (MD -Simulationen) mit AMBER11 

Die Simulation von Molekülbewegungen über die Zeit, d. h. im Allgemeinen die Berechnung 

von Wechselwirkungen vieler Teilchen eines Systems auf Grundlage der Molekülmechanik 

(d. h. kraftfeldbasiert) durch die Lösung der Newtonschen Bewegungsgleichung, bildete die 

Hauptmethode der vorliegenden Arbeit. Die daraus resultierenden Ergebnisse erlauben ther-

modynamische Berechnungen (vgl. Abschnitt 4.4.) sowie die Untersuchung der Beweglich-

keiten innerhalb des Systems. Die in Rahmen dieser Dissertation angefertigten Moleküldyna-

miksimulationen wurden mit dem Programm AMBER11 [186-188] durchgeführt, dessen 

Grundlagen zunächst vorgestellt werden sollen.  

4.2.1.1. Kraftfelder: GAFF und AMBER  ff99SB 

Kraftfelder werden stetig bezüglich ihrer Parametersätze und Potentialfunktionen an die expe-

rimentell und quantenchemisch gewonnenen Erkenntnisse angepasst. Dabei hat sich gezeigt, 

dass das Generalized Amber Force Field (GAFF) besonders f¿r Ăkleineñ organische Molek¿le 

(d. h. Liganden) geeignet ist [189]. Dabei kann es gut in Kombination mit anderen AMBER-

Kraftfeldern, die auf die Repräsentation von Nukleinsäuren und Proteinen optimiert sind, ein-

gesetzt werden. Hier wurde das AMBER ff99SB eingesetzt, das als von SIMMERLING  et al. an 

der Stony Brook University ausgehend vom ff94 und ff99 weiterentwickelt wurde [190-191]. 

Als Ergebnis konnte ein verbessertes Verhältnis zwischen Helices und offenkettigen Struktu-

ren und somit eine bessere Repräsentation dieser Strukturelemente erreicht werden. Dies ist 

besonders für die C-Terminale Domäne sowie die Ŭ-Helix C in relevant. Analog konnte die 

Darstellung von ɓ-Faltblattstrukturen über die Glycin-Parametrisierung verbessert werden, 

welches besonders für den Glycin-Rich-Loop von Bedeutung ist. Für eine detaillierte Erklä-

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

on beschreiben, wobei V der potentiellen Energie des Systems entspricht [186]:  
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(4.3) 

Das zu simulierende Modell wird dabei entsprechend der Grundlagen der Molekülmechanik 

als ein System aus elastischen Kugeln und Federstäben betrachtet. Dabei repräsentieren kr, kɗ 

und k  ɲdie Kraftkonstanten der Bindungen, Winkel und Rotationsbarrieren der Diederwinkel. 

Die Konstanten r0 und ɗ0 entsprechen Gleichgewichtsgrößen, n gibt die Multiplizität und ɔ 

den Phasenwinkel für den Torsionswinkel  ɲwieder. Der erste Term beschreibt folglich die 

Energie des Abstands zwischen kovalent gebundenen Atomen, der zweite repräsentiert die 

Energie der bei der kovalenten Bindung involvierten Atomorbitale. Der dritte Term umfasst 

die Energie, die für die Drehung einer Bindung benötigt wird, unter Berücksichtigung von 

Bindungsordnung, Nachbaratomen und freien Elektronenpaaren. Entsprechend der Bindungs-

ordnung kann dieser Term mehrfach auftreten, so z. B. bei einer Einfachbindung, so dass die 

Gesamttorsionsenergie dann über eine Fourier-Serie ausgedrückt wird. Die letzten beiden 

Terme behandeln nicht-bindende Interaktionen zwischen zwei Atomen i und j. Ersterer ergibt 

sich durch Aufsummieren der van der-Waals Wechselwirkungen, welche durch das Lennard-

Jones-Potential beschrieben werden. Letzterer, d.h. die zweite Summation, definiert die elekt-

rostatischen Wechselwirkungen. Aij und Bij
 
umfassen die Van-der-Waals-Parameter, qi und qj 

die Partialladungen der beteiligten Atome. Für weitergehende Erklärungen der einzelnen Pa-

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

4.2.1.2. Velocity-Verlet Algorithmus  

Um aus dem angelegten Kraftfeld die entsprechenden Bewegungen des Systems zu erzeugen, 

muss die Kraftfeldgleichung (4.3) zunächst nach den Atomkoordinaten differenziert werden. 

Daraus erhält man die auf jedes einzelne Atom wirkenden Kräfte. Bezieht man nun die 

Newtonschen Bewegungsgleichungen (4.4) und (4.5) mit ein, ergibt sich ein Integrations-

schema zur Berechnung des zeitlichen Verlaufs der atomaren Bewegungen.  
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Dieses basiert in AMBER11 auf dem Velocity-Verlet-Algorithmus [186]. Daraus folgend las-

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

teln:  
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Aufgrund der Komplexität der Potentialfunktion wird empfohlen, die Iteration mit kleinen 

Schrittweiten erfolgen zu lassen. Als Richtlinie kann dabei gelten, dass die Schrittweite deut-

lich kleiner als die hochfrequentesten Molekülschwingungen sein muss. Frequenzen um 10
14

 

Hz für Bindungsschwingungen, an denen Wasserstoffatome beteiligt sind, erfordern bei Tem-

peraturen um 300 K Schrittweiten um 1 fs. Bei niedrigen Simulationstemperaturen kann die-

ser Wert angehoben, bei höheren Temperaturen sollte er verringert werden. Alle in dieser Ar-

beit beschriebenen Simulationen wurden bei 300 K durchgeführt, so dass eine Schrittweite 

von 1 fs beibehalten wurde. Die Abfolge der Orts- und Geschwindigkeitsinformationen bildet 

die Trajektorie. 

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

MD-Simulationen sind grundsätzlich räumlich limitiert, das heißt es wird ein System z. B. ein 

Protein-Ligand-Komplex, welcher von einem Solvent umgeben ist, geometrisch definiert z. B. 

durch eine quadratische Box. Um Randeffekte zu vermeiden, wird ein Kontinuummodell für 

weitreichende Van-der-Waals-Interaktionen und das Particle-Mesh-Ewald-Verfahren [192-

193] für die Berechnung elektrostatischer Wechselwirkungen eingesetzt, welches auf Überle-

gungen von EWALD  basiert [194].  
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Abbildung 4.1. Schematische Darstellung der Periodischen Randbedingungen nach SCHILL [195].  

Dabei wird die definierte Box analog zur Kristallografie als Einheitszelle definiert und in alle 

Raumrichtungen durch Spiegelbilder erweitert. Verlässt ein Teilchen nun diese Elementarzel-

le, tritt es auf der entgegengesetzten Seite wieder ein, so dass die Gesamtteilchenzahl gleich 

bleibt. Dadurch ergeben sich die sogenannten periodischen Randbedingungen (engl.: Periodic 

Boundary Conditions, PBC) [196]. Letztlich werden alle Berechnungen in einem invertierten 

Raum ausgeführt und die Energien bzw. Kräfte durch anschließende Rücktransformation er-

mittelt. Dabei ist es möglich, dass ein Teilchen der Elementarzelle mit den Teilchen des Spie-

gelbilds interagieren kann. Daher wird ein Cut-off für die Wechselwirkungsdistanz zwischen 

nicht-kovalenten Teilchen definiert. In den durchgeführten Experimenten wurde dieser auf 8 

Å festgelegt. Zusätzlich benutzt man die minimum image convention, bei dem nur die Wech-

selwirkungen der Teilchen mit dem kürzesten Abstand einfließt. Als Nebeneffekt wird 

dadurch der Rechenaufwand minimiert.  

Für die elektrostatischen Wechselwirkungen muss das Verfahren verfeinert werden, da der 

festgelegte Cut-off zu Artefakten führen würde. Daher wird das PME-Verfahren verwendet, 

bei dem das elektrostatische Interaktionspotential in zwei Komponenten aufgeteilt wird, wel-

che die Wechselwirkungen mit einer kurzen bzw. langen Reichweite beschreiben. Ersterer 

kann im realen Raum berechnet werden, letzterer über Fast-Fourier-Transformation. Ent-

scheidend dabei ist die elektrische Neutralität der Einheitszelle, welche ggf. durch Einführung 

von Gegenionen erreicht werden muss. In den durchgeführten Moleküldynamiken waren alle 

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

4.3.1. Semiempirisches Verfahren (AM1-BCC) 

Der elektrostatische Anteil der Gesamtenergie (vgl. Gleichung (4.3)) stellt im Vergleich zu 

den Van-der-Waals-Interaktionen den einflussreichen Energieterm der nichtbindenden Inter-

aktionen dar, so dass seine korrekte Repräsentierung der elektrischen Ladung essentiell für die 

Simulationen von biochemischen Systemen (z. B. Protein-Ligand-Komplexe) ist [197]. Hier-

für sind die entsprechenden Atomladungen entscheidend. Ursprünglich wurden diese über 

Hartree-Fock (HF/G-31G*) ab initio Berechnungen des elektrostatischen Potentials (engl.: 

Electrostatic Potential, ESP) quantenmechanisch erfasst [198]. Allerdings sind diese sehr zeit- 

und hardwareintensiv, so dass weitere Modelle entwickelt wurden, um das quantenmechani-

sche ESP möglichst effizient zu generieren. Hier hat sich das von JAKALIAN  et al. [199-200] 

entwickelte AM1-BCC-Bindungsladungskorrektur-Modell (engl.: Bond Charge Correction, 

BCC) bewährt. Es kombiniert dabei komplementäre, bereits bekannte Methoden: AM1 Atom-

ladungen, den inkrementellen Bindungsladungs-Ansatz (engl.: Bond Charge Increment, BCI) 

von BUSH et al. [201] und die Methoden des elektrostatischen Potentials. Die AM1-

Atomladungen werden direkt anhand der Orbitalbesetzung berechnet, sind dabei schnell gene-

rierbar und erfassen dabei die elektronische Verteilung innerhalb eines Moleküls wie Nettola-

dung und ˊ-Delokalisierung [202]. Allerdings wird so das ESP noch nicht reproduziert, son-

dern dient lediglich als erste Näherung, welche im Anschluss über das Bindungsladungskor-

rektur-Modell verfeinert wird. Die BCC-Korrektur nutzt dabei einen ähnlichen Algorithmus 

wie das von BUSH et al. entwickelte BCI-Modell während des Consensus Fitting des BCI zum 

durch HF/G-31G* berechneten elektrostatischen Potential [199]. Die vorhergehend generier-

ten AM1-Ladungen reduzieren die Freiheitsgrade und erhöhen zum einen die Qualität des Fit-

tings und vermindern zum andere n den Zeit- und Hardwareaufwand, so dass letztendlich die-

ses Ladungsmodell gänzlich ohne HF/G-31G*-Berechnungen auskommt. Für genauere Aus-

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

MM/PBSA 

Die Berechnungen der Freien Bindungsenthalpien erfolgten nach folgender allgemeiner Glei-

chung in AMBER [186]: 

 ЎὋ   ЎὌ ὝЎὛ  ЎὉ  ЎὋ ὝЎὛ (4.10) 

 

 ЎὉ  ЎὉ  ЎὉ  ЎὉ  (4.11) 
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Die Freien Bindungsenthalpien werden durch Lösen und Differenzbildung der Gleichung 

(4.10) für Komplex, Rezeptor und Ligand über die gesamte MD-Simulation berechnet, wobei 

durch die vorhergehend definierten Topologien von Komplex, Protein und Ligand die Unter-

terme EMM, Gsolv und TĀȹS aus einer Moleküldynamiksimulation erhalten werden können, so 

dass nicht einzelne Simulationen für Protein, Ligand und Komplex notwendig sind. Zusätzlich 

reduziert diese Methode den zeitlichen Aufwand und das "Rauschen", da in einer solchen 

MD-Simulation die Einternal zwischen Ligand, Rezeptor und Komplex nicht berücksichtigt 

wird [203]. Allerdings geht dieses Verfahren auf Kosten der Genauigkeit im Vergleich zur 

drei separaten Simulationen. EMM setzt sich grundsätzlich aus der Summe der im Molekül 

enthaltenen molekülmechanischen Energien in der Gasphase zusammen, wobei Einternal Bin-

dungen-, Winkel- und Torsionsenergien, Eelec
 
alle elektrostatischen und EvdW alle nichtbinden-

den Interaktionen umfasst. Diese Parameter sind direkt aus dem Kraftfeld (analog zu Glei-

chung (4.1)) zugänglich. Gsolv entspricht dabei der freien Solvatationsenergie, einem Korrek-

turterm, da das System während der Simulation von Solvent umgeben ist. Die Korrektur ent-

spricht dabei der Überlegung, dass der Solvatationsprozess des Systems ausgehend von der 

Gasphase in drei Schritte aufgeteilt werden kann: 1. Erzeugung einer ĂHºhleñ in die der Pro-

tein-Ligand-Komplex eingebettet wird. 2. Berücksichtigung von Verteilungseffekten zwi-

schen Komplex und Solvent unter Vernachlässigung von Partialladungen. 3. Berücksichti-

gung von elektrostatischen Interaktionen zwischen Medium und Biomolekül [204]. Die ersten 

zwei Schritte werden dabei durch den unpolaren Anteil der Freien Solvatationsenergie, GSASA, 

repräsentiert. Dieser geht aus der Solvent Accessible Surface Area (engl.: Lösungsmittel-

zugängliche Oberfläche (des Protein bzw. Liganden), SASA) hervor und betrachtet die Wech-

selwirkungen zwischen Lösungsmittel und der Oberfläche des Proteins. Grundlage bilden die 

Überlegungen von LEE und RICHARDS [205]. Als Lösungsmittel-zugänglicher Oberfläche 
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kann grundsätzlich der Bereich der Van-der-Waals-Oberfläche verstanden werden, welcher 

durch den Atomradius definiert ist. GSASA lässt sich nach verschiedenen Ansätzen berechnen, 

klassischerweise wird dabei das "Rollender Ball" Prinzip von SHRAKE und RUPLEY angewen-

det, bei dem eine Sphäre mit einem Radius von 1.4 Å (das ungefähr dem Radius eines Was-

sermoleküls entspricht) entlang der Van-der-Waals-Oberfläche verfolgt wird [206]. Hier wur-

de aufgrund der besseren Behandlung von Halogenen die LCPO- (Linear Combination of 

Pairwise Overlaps) Methode angewendet, welches die beim ĂRollenñ auftretende paarweise 

Überlappung dieser Sphären berücksichtigt. Dies reduziert die zu berechnende Gesamtfläche 

und in der Folge den Computeraufwand [207]. ȹGPB/GB bezeichnet den (polaren) elektrostati-

schen Anteil der Freien Solvatationsenergie und umfasst den 3. Schritt des Solvatationspro-

zesses, welcher entsprechend ihres Ansatzes entweder nach der POISSON-BOLTZMANN  (PB) 

[208] oder GENERALIZED-BORN (GB) Methode [209] berechnet wird. Dabei werden beide 

Ansätze als Kontinuum-Modelle behandelt, d. h. der Protein-Ligand-Komplex wird als nie-

drig dielektrische Fläche in einem hoch dielektrischen Medium betrachtet. Daher wurden eine 

interne Dielektrizitätskonstante Ůin von 1.0, welche im weiteren Optimierungsprozess noch auf 

2.0 und 4.0 variiert wurde und eine externe Dielektrizitätskonstante Ů von 80.0 definiert. Nach 

SIMONSON [210] ergibt sich die Freie Solvatationsenthalpie eines Moleküls X aus der Summe 

der Partialladungen aller Atome:  
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Entscheidend ist nun die Quantität gij
PB/GB

, die entweder durch nummerisches Lösen der Pois-

son-Boltzmann-Gleichung (PB-Methode) oder über analytische Näherung in Gleichung (4.14) 

(GB-Methode) berechnet werden kann [210-212].  
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Der Parameter Bij hängt von der Position des jeweiligen Atoms ab (Abstand von dielektri-

schen Grenzfläche von Solvent und Biomolekül) sowie der Form des Proteins ab. Ůin ist die 

Dielektrizitätskonstante des Solvent, r ij
 
entspricht dem Abstand zwischen den Atomen i und j. 

Bei n und A handelt es sich um Konstanten, die von STILL  et al. [212] definiert wurden (n = 2 

bzw. A = 4). Ůin beeinflusst im PB-Modell die Berechnung der Quantität gij
PB

, im GB-Modell 

entfällt sie aufgrund von Näherungen (Ůin = 1.0). Allerdings kann auch hier eine andere interne 

Dielektrizitätskonstante als 1.0 verwendet werden, wobei der GB-Term dabei der Freien 
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Übergangsenergie des Komplexes aus einem Medium mit der entsprechenden Dielektrizitäts-

konstante Ůin > 1.0 in Lösung mit einer Dielektrizitätskonstante Ů entspricht. Hier sei auf Ar-

beiten von BASHFORD verwiesen [213]. Entropische Effekte werden durch den Term TĀȹS be-

rücksichtigt, wobei ȹS für den Entropie-Term steht und T für die Temperatur in Kelvin. Die 

Entropie lässt sich durch Normal Mode Analyse berechnen, welche sich in Amber über das 

Tool nmode erhalten lässt. Allerdings erfordert dies entsprechende leistungsstarke Hardware, 

die erst zum Ende der Arbeiten zur Verfügung stand, so dass -wenn nicht anders erwähnt- die 

Entropie nicht mit einbezogen wurde. Zur Berechnung der Freien Bindungsenthalpien wurde 

das Modul MMPBSA.py in AMBER genutzt. 

4.5. Temperaturmodelle 

4.5.1. Langevin-Dynamik 

Die durchgeführten Moleküldynamiksimulationen wurden als NPT-Ensemble durchgeführt, 

d. h. die Zahl der Atome N, der Druck P und die Temperatur T werden konstant gehalten. 

Diese wird in den ersten beiden Fällen durch die Periodischen Randbedingungen gewährleis-

tet. Die Temperaturkonstanz wird über ein Thermostat gewährleistet, dass das Gesamtsystem 

in einen kanonischen Zustand versetzt. Dies gelingt durch Einführung künstlicher Freiheits-

grade oder die Definition eines makroskopischen Wärmebads, dass sehr viel größer ist als das 

betrachtete System und im thermischen Gleichgewicht mit diesem steht, so dass ein stetiger 

Energieaustausch mit diesem Reservoir standfinden kann [214]. Hier wurde das LANGEVIN 

Thermostat, basierend auf der gleichnamigen Dynamik, verwendet, welches den ersten Ansatz 

durch Lösen stochastischer Differentialgleichungen verfolgt [215]. Anstatt NEWTONôS Bewe-

gungsgleichung zu lösen wird hier die LANGEVIN- Gleichung entsprechend hinzugezogen:  
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Dabei repräsentiert r i die Position des Atoms i, vi die Geschwindigkeit des Teilchens, ai die 

Beschleunigung und mi die Masse. Da die Simulationen in Ăwªssrigem Mediumñ (TIP3P-

Wasser) durchgeführt werden und somit zwischen den Atomen des Protein-Ligand-

Komplexes und dem umgebenden Solvent Reibungen entstehen, wird ein Reibungskoeffizient 

ɻ hinzugefügt. ɝi (t) bezeichnet eine Gaussôsche Zufallsvariable, ausgedr¿ckt durch den Term 

 ộ‚ὸẗ‚ὸỚ φὯὝː‏‏ὸ ὸ  (4.16) 
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Diese beschreibt die Zusammenstöße der Lösungsmittemoleküle mit dem betrachteten Atom. 

Die Temperaturkontrolle durch Lösen stochastischer Differentialgleichungen reduziert im 

Vergleich zu anderen Thermostaten wie z. B. dem BERENDSEN- [216] oder dem ANDERSON- 

[217] Thermostat die Zahl der Berechnungen pro Zeit und vermeidet zusätzlich Hot-Spot-

Effekte, die bei den genannten Varianten auftreten können [186]. 

4.6. Geometrieoptimierungen 

4.6.1. Steepest descent und Conjugate-gradient 

Die STEEPEST-DESCENT-Methode (engl.: Steilster Abstieg) bezeichnet einen molekülmechani-

schen Minimierungsansatz [218]. Dabei wird gemäß Gleichung (4.17) für jede Koordinate des 

Systems der Algorithmus so lange durchgeführt, bis die entsprechend definierten Konver-

genzkriterien, d. h. entsprechend die Differenz der x-Werte oder der Energiewerte, erreicht 

werden [219].  
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In den MD-Simulationen vorausgehenden Minimierungen wurden zum einen die Anzahl der 

Zyklen (500 Iterationen) sowie zum anderen ein energetisches Kriterium (ȹE) von 0.001 

kcalĀmol
-1
ĀA

-1
 als Konvergenzkriterium angelegt. Der Faktor ɚ wird vordefiniert. Das Verfah-

ren konvergiert zu Beginn sehr schnell, wird allerdings in der Nähe des Minimums immer 

langsamer. Daher wird dieser Algorithmus in Kombination mit der CONJUGATE-GRADIENT-

Methode eingesetzt, welche im Bereich des Minimums effizienter ist. Die CONJUGATE-

GRADIENT-Methode wurde 1952 von STIEFEL und HESTENES entwickelt und entspricht einer 

Weiterentwicklung des STEEPEST-DESCENT-Algorithmus [220-221]. Dabei wird der Faktor ɚ 

nicht vordefiniert sondern aus der Steigung des vorhergehenden Iterationsschrittes berechnet. 

In der Konsequenz erreicht man eine bessere Konvergenz im Bereich des Minimums. Für 

weiterführende Erklärungen sei auf die Literatur verwiesen [220-221]. 
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5. Ergebnisse und Diskussion 

5.1. Generierung, Validierung und Optimierung eines  

MD/MM/G(P)BSA -Arbeitsablaufs anhand von  

Protein-Ligand-Komplexen der HsGSK-3ɓ 

Eine mögliche Lösung des Scoring-Problems (Abschnitt 2.7.) stellt die Bewertung mit unab-

hängigen externen Programmen dar. KRUGGEL verwendete für das Scoring bzw. Rescoring 

der Thieno[2,3-b]pyridin-Dockinglösungen in den Homologiemodellen der PfGSK-3 das Pro-

gramm DRUGSCOREX [222], welches im Unterschied zu den Scoringfunktionen der verwen-

deten Dockingprogramme (AUTODOCK [223], FRED [224] und FLEXX [225]) einen wissens-

basierten Ansatz verfolgt. Dieses wurde schon in vergleichenden Studien verschiedener Sco-

ringfunktionen von WANG et al. [226] als geeignete Bewertungsmethode für die Priorisierung 

von nativen Bindungsmodi aus Dockinglösungen dargestellt. Die Vorhersage von Bindungs-

affinitäten wurde allerdings aufgrund der bereits beschriebenen Näherungen von den Autoren 

als moderat angesehen. HOU et al. [227] griffen den verwendeten Datensatz auf und führten 

Moleküldynamiksimulationen sowie anschließende Berechnung der Freien Bindungsenthal-

pien mittels MM/GBSA und MM/PBSA durch. Sie kamen zu dem Ergebnis, dass die Ver-

wendung dieses Arbeitsablaufs sowohl in der korrekten Bewertung der kristallstrukturnahen 

Dockingpose als auch in der Vorhersage der Bindungsaffinität zu einer deutlichen Verbesse-

rung führt. Die Autoren führten dies auf die im Vergleich zu empirischen und wissensbasier-

ten Scoringfunktionen strengeren Bewertungskriterien sowie die Möglichkeit, mittels Mole-

küldynamiksimulationen konformative Änderungen von Protein und Ligand zu erfassen, zu-

rück [227]. 

Diese Einschätzung wurde in einer aktuellen Publikation von CHEN bekräftigt [228]. Daher 

sollten MD-Simulationen sowie MM/GBSA- und MM/PBSA-Berechnungen auf Dockinglö-

sungen der Thieno[2,3-b]pyridine in den von KRUGGEL generierten Homologiemodellen an-

gewendet werden. Allerdings wurden diese Verfahren bisher noch nicht an Protein-Ligand-

Komplexen der PfGSK-3 durchgeführt. KRUGGEL verwendete lediglich kurze MD-

Simulationen zur Stabilitätsüberprüfung der Homologiemodelle [169]. Daher sollte in einem 

ersten Schritt die grundsätzliche Anwendbarkeit der MM/PBSA und MM/GBSA-Methode 

überprüft werden. Aufgrund in Abschnitt 2.3. beschrieben Ähnlichkeit zwischen humanem 

und plasmodialen Enzym sowie der Vielzahl an Erkenntnissen über die HsGSK-3ɓ bot sich 

dieses als Testsystem an. Des Weiteren sind bereits Moleküldynamiksimulationen von huma-
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nen Protein-Ligand-Komplexen der GSK-3ɓ in der Literatur dokumentiert [229-231]. Aller-

dings wurden bisher keine Freien Bindungsenthalpien der gebundenen Liganden berechnet. 

Ausgehend von den in der Literatur beschriebenen Bedingungen wurden zunächst MD-

Simulationen und anschließend MM/GBSA- bzw. MM/PBSA-Berechnungen durchgeführt 

[229-231]. Die erzeugten Freien Bindungsenthalpien sollten mit den bereits gemessenen bio-

logischen Daten in Zusammenhang gebracht und die erhaltenen Korrelationen mit Hilfe von 

Variationen verschiedener Parameter optimiert werden. Diese stellten die Grundlage für alle 

im weiteren Rahmen dieser Arbeit durchgeführten Simulationen. 

5.1.1. Durchführung  

5.1.1.1. Auswahl der Kristallstrukturen  

Grundlage bildeten die in der Proteindatenbank veröffentlichten Röntgenkristallstrukturen (im 

Folgenden auch als Kristallstrukturen bezeichnet) (Stand Januar 2011) der humanen Glyko-

gen-Synthase Kinase-3ɓ und eine zu dem Zeitpunkt unveröffentlichter Protein-Ligand-

Komplex eines Klasse 1a Thieno[2,3-b]pyridins in der HsGSK-3ɓ (inzwischen unter dem 

Eintrag 3ZDI zugänglich), die für Moleküldynamiksimulationen in Frage kamen [232]. Ein 

wichtiges Kriterium war dabei die Verfügbarkeit von IC50-Werten, welche zum späteren Zeit-

punkt mit den berechneten Freien Bindungsenthalpien für die jeweiligen Liganden in Verbin-

dung gebracht werden sollten. Neben den in Tabelle 4 aufgelisteten Protein-Ligand-Komple-

xen waren noch weitere Strukturen in der Datenbank zugänglich gemacht, welche allerdings 

nicht näher betrachtet wurden: 

¶ 2JLD, 3M1S und 3PUP sind mit einem Ruthenium-Komplex als Ligand kokristalli-

siert. Die Erzeugung der benötigten Parameter wäre nur über vorausgehende quanten-

mechanische Rechnungen denkbar, deren Aussagekraft für die gegebene Fragestellung 

nicht zielführend erschienen. 

¶ 1O6K, 2UW9, 1O6L, 2JDO, 2JDR, 2XH5 und 2X39 lagen als Komplex mit Protein 

Kinase B vor. Protein-Protein-Komplexe erhöhen den rechnerischen Aufwand. 

Zusätzlich lassen sich angegebene biologische Daten nicht mehr ausschließlich mit der 

HsGSK-3ɓ alleine in Verbindung bringen.  
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¶ 1I09 und 1H8F wurden nicht in Betracht gezogen, da diese als Apoenzyme
7
 vorliegen. 

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

werden sollten, wurden Apoenzyme nicht weiter berücksichtigt. 

¶ 1J1B, 1JIC und 1PYX liegen im Komplex mit ANP bzw. ADP vor, für die folglich 

keine Inhibition bestimmt werden konnte.  

¶ Für 1O9U, 1GNG und 1R0E wurden keine biologischen Daten dokumentiert. 3F88 

konnte nicht vollständig charakterisiert werden. Die Autoren begründen dies damit, 

dass der kokristallisierte Ligand während der Röntgenstrukturanalyse mittels X-RAY 

gespalten wird. 

¶ Für 3I4B und 3L1S wurden lediglich Ki-Werte bestimmt.  

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

Komplexen, die für die anschließenden Berechnungen verwendet werden sollten.  

Tabelle 4. Übersicht der verwendeten Protein-Ligand-Komplexe. Angegeben sind die entsprechenden PDB-

Einträge, die zugehörigen Inhibitoren entsprechend ihrer Benennung im Eintrag sowie die ermittelten IC50-

Werte. Die Strukturen der nummerierten Inhibitoren sind in Abbildung 5.1. gezeigt. 

PDB-Eintrag  Inhibitor  IC 50 [µM]  Literatur  

1Q3D STU (42) 0.015 BERTRAND et al.[163] 

1Q3W ATU (49) 0.004 ebd. 

1Q41 IXM (44) 0.022 ebd. 

1Q4L 679 (54) 0.160 ebd. 

1Q5K TMU (55) 0.042 BHAT et al. [233] 

1UV5 BRW (56) 0.005 MEIJER et al. [234] 

205K HBM (57) 0.015 SHIN et al. [235] 

2OW3 BIM (58) 0.003 ZHANG et al. [230] 

3DU8 553 (59) 0.146 MENINCHINCHERI et al. [236] 

3F7Z 34O (60) 0.065 SAITOH et al. [237] 

3GB2 G3B (61) 0.034 SAITOH et al. [238] 

3ZDI  UGJ (53) 0.130 FUGEL et al. [167] 

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

Im einem vorbereitenden Schritt wurden zunächst die in den ausgewählten Kristallstrukturen 

kokristallisierten Inhibitoren hinsichtlich ihrer Bindungsmodi und Interaktionen zum Protein 

analysiert, um diese während der Moleküldynamiksimulationen bezüglich ihrer Stabilität un-

tersuchen zu können.  

                                                 
7
Der Begriff Apoenzym beschreibt den Proteinanteil des Holoenzyms (altgr. (ɚɞɠ) holos-ganz). Als Holoenzym 

bezeichnet man den Komplex aus Apoenzym und einem Co-Substrat (Co-Faktor oder auch Inhibitor).  
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Abbildung 5.1. Zusammenfassung der ausgewählten zwölf Protein-Ligand-Komplexe. Die unterschiedlichen 

farbigen Markierungen kennzeichnen die Interaktionen schwerer Atome in den jeweiligen Komplexen, beispiel-

haft gezeigt am Thieno[2,3-b]pyridin UGJ (53). 
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Die dabei beobachteten direkten Wechselwirkungen sind in Abbildung 5.1. zusammengefasst. 

Die farblichen Markierungen verdeutlichen die interagierenden schweren Atome von Inhibitor 

und Rezeptor (beispielhaft gezeigt an UGJ (53) in 3ZDI). Darüber hinaus lagen auch Kontak-

te zu verbrückenden Wassermolekülen vor, auf die in Abschnitt 5.1.2.3. genauer eingegangen 

wird.  

5.1.1.3. Ligand- und Proteinparametrisierung 

Die Kristallstrukturen wurden zunächst der Proteindatenbank (PDB) [232] entnommen und in 

SYBYL 8.1. [239-240] bearbeitet. Da die meisten Kristallstrukturen als Dimere vorlagen, wur-

de die Kette B entfernt. Ebenso wurden Kristallwasser und Co-Faktoren wie z. B. Phosphate 

oder Magnesium-Ionen entfernt. Die Bereiche der Proteine, die bei der Erzeugung der Kris-

tallstrukturen nicht aufgelöst werden konnten, wurden nicht vervollständigt. Über LEAP wur-

den im weiteren Arbeitsablauf lediglich die Wasserstoffatome sowie fehlende Atome der 

Aminosäuren automatisch hinzugefügt. Phosphotyrosine wurden analog zur Verfahrensweise 

von KRUGGEL zu Tyrosinen mutiert [169]. Die Atomtypen der Liganden wurden überprüft 

und ggf. angepasst. Um im späteren Verlauf die für die MD notwendigen Parameter für Lig-

and, Protein und Komplex generieren zu können, wurden Inhibitor und Rezeptor voneinander 

isoliert
8
.  

Im nächsten Schritt wurden die benötigten Partialladungen mit dem Programm ANTECHAMBER 

[186] erzeugt. Im ersten Ansatz wurden semiempirisch über den implementierten Algorithmus 

AM1-BCC Ladungen [199-200] berechnet. Für alle Liganden mit Ausnahme des 679 (54) 

wurden Formalladungen von null definiert, letzteres wurde als einfach-negativ geladen be-

trachtet. Über das Programm LEAP wurden unter der Berücksichtigung der GAFF- und 

ff99SB-Kraftfelder die entsprechenden Kraftfeldparameter für Protein, Ligand und Komplex 

generiert. Im Zuge dessen wurden das Protein und der Protein-Ligand-Komplex in einer quad-

ratischen Wasserbox von 8 Å um das Protein, ausgehend vom äußeren Rand des Proteins, 

platziert. Als Wassermodell wurde das TIP3P-Wasser verwendet. Es handelt sich hierbei um 

ein von JORGENSEN [241] entwickeltes Wassermodell, welches drei elektrostatische Wech-

selwirkungspunkte bietet: 2 partiell positive Ladungen an den Wasserstoffatomen und eine 

partiell negative Ladung am Sauerstoffatom. Van der Waals Wechselwirkungen zwischen den 

Wassermolekülen werden anhand des Lennard-Jones Potentials mit einem Wechselwirkungs-

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

                                                 
8
Für die Generierung der Topologien wurden Protein, Ligand und Komplex in jeweils separaten Dateien gespei-

chert (Protein und Komplex als pdb-Files, Ligand als mol2-Files). 
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tigt. Zusätzlich ist die Starrheit der einzelnen Moleküle über eine künstliche Bindung zwi-

schen den Wasserstoffen gewährleistet. Die damit gewonnene Rigidität führt zu einer deutlich 

verkürzten Simulationsdauer im Vergleich zu anderen Wassermodellen wie z. B. TIP4P. Alle 

Protein-Ligand-Komplexe waren positiv geladen und wurden entsprechend durch Addition 

von Chlorid-Ionen im Solvent neutralisiert. 

5.1.1.4. Minimierung  

Die solvatisierten Protein-Ligand-Komplexe wurden mit SANDER [186] unter Verwendung der 

generierten Topologie-Files in zwei Schritten minimiert: 500 Zyklen mit STEEPEST DESCENT 

Algorithmus, 500 Zyklen mit der CONJUGATE-GRADIENT-Algorithmus. Die Komplexe wur-

den durch Anlegen einer Kraftkonstante von 2 kcalĀmol
-1
Ā Å² an alle Atome des Proteins mi-

nimal fixiert. Es wurde periodische Randgruppenbedingungen unter Berücksichtigung des 

PME-Verfahrens angelegt. Der Cut-off für nichtbindende Interaktionen wurde auf 8 Å festge-

legt. Die interne Dielektrizitätskonstante wurde auf 1.0,die externe Dielektrizitätskonstante 

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

5.1.1.5. Moleküldynamiksimulation  

Das gesamte System wurde anschließend über einen Zeitraum von 50 ps von 0 auf 300 K er-

wärmt. Die Temperaturregulierung erfolgte über das in Abschnitt 4.5. beschriebene LANGE-

VIN-Thermostat [242]. Anschließend wurde die Dichte der Wasserbox 50 ps und dann das ge-

samte solvatisierte System 500 ps bei 300 K und 1 bar ohne Kraftkonstante simuliert. Die 

wurde unter NPT-Bedingungen durchgeführt, d. h. die Zahl der Atome N, der Druck P (in bar) 

und die Temperatur T (in Kelvin wurden konstant gehalten, um das System in einen Gleich-

gewichtszustand zu bringen. Dieser Arbeitsschritt wird im Folgenden als Equilibrierung be-

zeichnet. Hier wurde der SHAKE-Algorithmus [243] angewendet, welcher alle Bindungsab-

stände mit Wasserstoffatomen fixiert. Anschließend wurden in Analogie zur Durchführung 

von CHEN et al. 2 ns produktive Moleküldynamiksimulationen durchgeführt
9
 [231]. Die Ver-

änderung der Koordinaten des Proteinkomplexes wurde alle 2 ps gespeichert, so dass 1000 

Snapshots für die Berechnung der Freien Bindungsenthalpie via MM/PBSA und MM/GBSA 

erhalten wurden
10

.  

  

                                                 
9
Im Weiteren auch als Produktionslauf bezeichnet. 

10
An dieser Stelle sei kurz auf die Limitierung der Rechenkapazitäten erwähnt. So dauerte eine Moleküldyna-

miksimulation von 2 ns mit allen vorbereitenden Schritten 48 Stunden. 
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5.1.1.6. MM/G(P)BSA-Berechnungen der Freien Bindungsenthalpien  

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

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

 

 ЎὋ   ЎὋ  ЎὋ ЎὋ  (5.1) 

Abbildung 5.2. Berechnung der Freien Bindungsenthalpien (ȹGBind). Die Freien Bindungsenthalpien für Kom-

plex (ȹGKomplex), Protein (ȹGProtein) und Ligand (ȹGLigand) ergeben sich durch Lösen der Gleichung (4.10) unter 

Berücksichtigung der vordefinierten Topologien. 

Die Freien Bindungsenthalpien für Komplex, Rezeptor und Ligand wurden aus den gespei-

cherten Konformationen gemäß Gleichung (4.10) berechnet, wobei durch Angabe der Topo-

logien von Ligand, Rezeptor und Komplex die entsprechenden Terme aus einer Moleküldy-

namiksimulation erhalten werden konnten. Gemäß der Gleichung (5.1) wird die Freie Bin-

dungsenthalpie für jeden Snapshot berechnet, so dass am Ende Durchschnittswerte der Freien 

Bindungsenthalpie erhalten werden. Im Experiment gelang die Enthalpieberechnung über das 

in AMBER11 implementierte Python-Skript MMPBSA.PY [244]. 

5.1.2. Auswertung der MD-Simulationen 

5.1.2.1. Genereller Arbeitsablauf 

Die erzeugten MD-Simulationen wurden ausgehend von den in 5.1.1.2 beschriebenen Protein-

Ligand-Wechselwirkungen hinsichtlich bestimmter Kriterien bzw. Bereiche analysiert, wel-

che in Abbildung 5.3. zusammengefasst sind. Die Auswertung wurde mit dem Programm 

VMD [245] durchgeführt. Um die Stabilität der Interaktionen zwischen Rezeptor und Inhi-

bitor zu erfassen, wurden neben der visuellen Analyse die Distanzen zwischen den jeweiligen 

an der Bindung beteiligten schweren Atome über den Simulationszeitraum verfolgt.  
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Für Wasserstoffbrückenbindungen und ionische Wechselwirkungen wurde dabei ein Bereich 

von 2.5-3.5 Å als positive Interaktion bewertet, auftretende Van-der-Waals-Interaktionen 

wurden im Bereich von 3.3-4.0 Å angesehen. Insgesamt wurden größere Toleranzen als im 

Vergleich zu statischen Methoden wie Docking angesetzt, da es sich hier um bewegliche Sys-

teme handelt, bei denen kurzzeitig immer wieder Ănicht-optimaleñ Interaktionsdistanzen und 

Winkel auftreten konnten [246]. Hier lag ein zusätzliches Augenmerk auf dem Verhalten des 

TIP3P-Wassers im Bindetaschenbereich. Um die Stabilität des gesamten Protein-Ligand-

Komplexes erfassen zu können, wurden neben der visuellen Analyse in VMD auch rmsd-

Plots des Protein-Backbones (engl.: root-mean-square deviation) in VMD angefertigt. Dabei 

wird der zeitliche Verlauf des durchschnittlichen Abstands zwischen allen Backbone-Atomen 

im Vergleich zu einer Referenz, d. h. der Startstruktur
11

 des jeweiligen Protein-Ligand-

Komplexes, bestimmt. Um Fluktuationen innerhalb der Graphen besser verstehen zu können, 

wurden Heatmaps berechnet.  

Dazu wird die Bewegung jeder einzelnen Aminosäure anhand ihres rmsd zu einer Referenz 

(der Startstruktur) erfasst und anhand des rmsd-Wertes in eine Farbskala überführt (rot starke 

Bewegung, blau kaum Bewegung) Anders als beim Backbone-rmsd-Plot werden die entspre-

chenden Seitenketten hier auch berücksichtigt. Im Folgenden soll der Prozess der Auswertung 

der Moleküldynamiksimulationen an der humanen GSK-3ɓ gezeigt werden. Die Analyse aller 

weiteren im Rahmen dieser Arbeit durchgeführten Simulationen wurde analog vorgenommen, 

wobei in den entsprechenden Kapiteln nur auf Besonderheiten eingegangen werden soll. 

Wenn nicht anders beschrieben, wurden die MD-Simulationen der jeweiligen Protein-Ligand-

Komplexe als stabil erachtet. 

5.1.2.2. Stabilität des Gesamtsystems 

Anhand der eingangs beschriebenen Herangehensweise wurde nun im ersten Schritt die Stabi-

lität des Gesamtsystems jedes der zwölf simulierten Protein-Ligand-Komplexe über den Ver-

lauf der MD-Simulationen analysiert. Dazu wurden für jede Simulation die rmsd-Verläufe der 

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

                                                 
11

Der Begriff der Startstruktur bezeichnet im Allgemeinen den Protein-Ligand-Komplex vor dem Beginn des 

Arbeitsablaufs, d. h. die Kristallstruktur bzw. die Kombination aus Homologiemodell und Dockinglösung, und 

wird im weiteren Verlauf, wenn nicht anders beschrieben, immer so verstanden. Diese wird, wenn nicht anders 

erwähnt, in den Auswertungen als Referenzstruktur verwendet. 
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Abbildung 5.4. Backbone-rmsd Plots der HsGSK-3-Protein-Ligand-Komplexe zur Startstruktur über 2 ns Mole-

küldynamiksimulation. Aufgetragen ist der rmsd gegenüber der Startstruktur in Angström gegen die Snapshots 

(1 Snapshot = 2 ps, 1000 Snapshots entsprechen 2 ns).  

Es lässt sich deutlich erkennen, dass der rmsd für alle Moleküldynamiksimulationen 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 gewählt wurde. Die Schwankungen liegen dabei in einem Maximalbereich 

von 0.5 Å über das gesamte Protein. Dies spricht für eine gute Stabilität der Systeme unter 

den gewählten Bedingungen. Zudem liegen alle rmsd-Verläufe in einem Bereich von 1.0-

2.0 Å im Verhältnis zur Startstruktur, so dass die während der Moleküldynamiksimulation 

generierten Konformationen grundsätzlich als kristallstrukturähnlich angesehen werden kön-

nen. Die während der MD auftretenden Bewegungen wurden nun genauer über Heatmaps 

analysiert und zwischen den verschiedenen MD-Simulationen verglichen. Die Proteinbewe-

gungen ließen sich dabei jeweils auf die gleichen Bereiche zurückführen. Dies wird bei der 

Auftragung des rmsf-Wertes (engl.: root-mean square fluctuation) deutlich (vgl. Abbildung 

5.5.). Dabei wird die durchschnittliche positionelle Änderung über die Zeit für jede Amino-

säure (d. h. die Summe über alle durchschnittlichen Positionsänderungen der jeweiligen Ato-

me) gegenüber einer Referenz (der Startstruktur) bestimmt. 
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Abbildung 5.5. Die flexiblen Bereiche der HsGSK-3ɓ am Beispiel der Kristallstruktur 1Q3W (Hellblau). Die 

während der Moleküldynamiksimulation stark beweglichen Bereiche (rot eingefärbt) wurden anhand der Heat-

maps in VMD sowie rmsf-Plots identifiziert. Die wichtigsten Bereiche sind zusätzlich im rmsf-Plot (links) ge-

kennzeichnet. 

So sind die dem Lösungsmittel zugewandten Sekundärstruktur-verbindenden Loops, d. h. im 

N-Terminalen Bereich die Bereiche zwischen den -Faltblättern bzw. im C-Terminus zwischen 

den Ŭ-Helices, der Ŭ-Helix C, dem Activation-Loop, sowie Anfang- und Endpunkt der Se-

quenz für die Fluktuationen innerhalb der rmsd- bzw. rmsf-Graphen verantwortlich zu ma-

chen (vgl. Abbildung 5.5.). Diese Bereiche setzen sich aus Aminosäuren wie Arginin, Lysin, 

Aspartat, Glutamin, Tyrosin und Phenylalanin zusammen, die sich wiederum durch flexible 

Seitenketten auszeichnen. Zusätzlich weist der Glycin-Rich-Loop aufgrund des namensge-

benden Glycin-Anteils eine erhöhte Flexibilität auf. Insgesamt stehen die erhaltenen rmsf- 

und rmsd-Plots in sehr guter Übereinstimmung mit den Beobachtungen von CHEN et al. [231]. 

Sie führten 2 ns Moleküldynamiksimulationen verschiedener Protein-Ligand-Komplexe von 

Paullonen (u.a. Alsterpaullon (ATU (49)) in 1Q3W) in der GSK-3 bzw. CDK-5 durch. An-

hand der MD-Simulationen sowie Berechnung der Freien Bindungsenthalpien via 

MM/PBSA-Verfahren erklärten sie die Selektivität dieser Verbindungen zugunsten der Gly-

kogen Synthase Kinase-3. Die rmsd-Verläufe stabilisierten sich vergleichbar zu den im Rah-

men dieser Arbeit durchgeführten Simulationen während der MD-Simulationen ebenfalls zwi-

schen 1.5 bis 2 Å. Ebenso lassen sich anhand der rmsf-Auftragungen der Autoren die in Ab-

bildung 5.5. herausgestellten flexiblen Bereiche der GSK-3ɓ bestätigen [231].  



5. Ergebnisse und Diskussion    

70 

5.1.2.3. Protein-Ligand-Interaktionen  

Neben der Stabilität des Proteins ist die Qualität der Ligand-Protein-Interaktionen entschei-

dend für die späteren MM/GBSA- und MM/PBSA- Berechnungen. Der Begriff Qualität um-

fasst dabei die Stabilität des Bindungsmodus und in diesem Zusammenhang die Beständigkeit 

der damit verbundenen Interaktionen. Diese ließen sich für die simulierten humanen GSK-3ɓ-

Komplexe in vier Kategorien unterteilen:  

(i) Die für ATP-kompetitive Inhibitoren charakteristischen Interaktionen zur Hinge 

Region  

(ii)  Interaktionen zum konservierten Lysin (Lys85) tief in der Bindetasche  

(iii)  Weitere Interaktionen z. B. zum Aspartat (Asp200) des DFG-Motivs  

(iv) Verbrückendende Wassermoleküle  

Letztere wurden in den vorbereitenden Schritten nicht berücksichtigt Ein eventuelles Auftre-

ten dieser Interaktionen während der MD-Simulationen sollte allerdings erfasst werden, um so 

möglicherweise Rückschlüsse auf deren Einfluss auf die Stabilität der Posen gewinnen zu 

können.  

Interaktionen zur Hinge Region 

Die Interaktionen der jeweiligen Liganden zu den Backbone-Atomen der Hinge Region lassen 

sich im Wesentlichen auf zwei Aminosäuren reduzieren, das Asp133 sowie das Val135, die in 

Analogie zum Adenin-Körper des ATPs adressiert werden. Die Wechselwirkungen erfolgen 

beim Aspartat mit dem Backbone-Carbonyl-Sauerstoffatom. Für das Valin ist neben der In-

teraktion zum entsprechenden Backbone-Carbonyl-Sauerstoffatom eine Wasserstoffbrücken-

bindung zum Proton des benachbarten Backbone-Amid-Stickstoffatoms denkbar. In allen si-

mulierten Protein-Ligand-Komplexen kann mindestens eine dieser Wechselwirkungen beo-

bachtet werden. Nachfolgend sollen die Moleküldynamiksimulationen der zwölf Protein-

Ligand-Komplexe anhand der Kontakte zu den genannten Aminosäuren diskutiert werden. 

Wie aus Abbildung 5.1 hervorgeht, interagieren die Liganden STU (42), IXM (44), 679 (54), 

BRW (56), HBM (57) und BIM (58) innerhalb der ATP-Bindetasche der jeweiligen Kristall-

strukturen über Wasserstoffbrückenbindung mit dem Backbone-Carbonyl-Sauerstoffatom des 

Asp133. Abbildung 5.6. und Abbildung 5.7. zeigen die Distanzmessung zwischen dem Car-
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bonyl-Sauerstoffatom mit dem entsprechenden Interaktionspartnern der jeweiligen Verbin-

dungen in den Kristallstrukturen. 

 

Abbildung 5.6. Distanzmessung zwischen dem Backbone Carbonyl-Sauerstoffatom des Asp133 und dem je-

weils interagierenden Atom des Liganden in 1Q3D (schwarz), 1Q41 (rot), 1Q4L (grün), 1UV5 (blau) und 2OW3 

(gelb). 

Insgesamt sind bei STU (42), IXM (44), 679 (54), BRW (56) und BIM (58) sehr geringe 

Fluktuationen zu beobachten, Distanzen größer als 3.5 Å treten im Falle des Staurosporin (42) 

in 1Q3D sowie des Liganden IXM (44) in 1Q41 nur kurzzeitig auf und sind auf Eigenbewe-

gungen von Protein und Ligand zurückzuführen.  

In der Kristallstruktur 2O5K konnte für das HBM (57) zwischen dem Sauerstoffatom der 

Hydroxylfunktion und dem Backbone-Carbonyl-Sauerstoffatom des Asp133 noch ein Ab-

stand von 2.5 Å bestimmt werden, hingegen kann während der Moleküldynamiksimulation 

mit Ausnahme des Bereichs zwischen Snapshot 200 und 400 des Protein-Ligand-Komplexes 

meist eine Entfernung von 4 Å oder weiter gemessen werden (vgl. Abbildung 5.7.). Dies lässt 

sich anhand der Positionierung des Liganden in der Bindetasche erklären. Das Molekül inter-

agiert über die Hydroxylfunktion mit dem Backbone-Amid-Stickstoffatom des Val135 sowie 

über das Proton am Imidazol-Stickstoffatom zum Backbone-Carbonyl-Sauerstoffatom der 

entsprechenden Aminosäure (vgl. Abbildung 5.7.). Letztere ist aufgrund des Abstands von 

3.3 Å in der Kristallstruktur eher schwach zu bewerten.  
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Abbildung 5.7. Distanzmessung zwischen dem Backbone Carbonyl-Sauerstoffatom des Val135 und dem Sauer-

stoffatom der Hydroxylfunktion (schwarz) und dem Imidazol-Stickstoffatom (NH, rot) des Liganden HBM (57) 

sowie zwischen dem Backbone Carbonyl-Sauerstoffatom des Asp133 und dem Sauerstoffatom der Hydro-

xyfunktion (grün) in 2O5K.. So wird während der MD-Simulation zumeist die im oberen Bild gezeigte Pose 

vom Liganden eingenommen. Eine Ausnahme bildet der Bereich zwischen Snapshot 200 bis 400. Dort richtet 

sich der Ligand - wie im unteren Bild gezeigt - aus. 

Während des Aufheizprozesses dreht der Ligand minimal zur Hinge Region, so dass anstatt 

einer Wasserstoffbrückenbindung zum Asp133, eine Interaktion zwischen dem Proton der 

Hydroxylfunktion des Liganden und dem Backbone-Carbonyl-Sauerstoffatom des Val135 be-

obachtet werden kann, auch wenn diese aufgrund des nicht optimalen Winkels von 130-140° 
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schwächer zu bewerten ist. Zusätzlich ist aufgrund des Abstandes von 3.3 Å zwischen dem 

Imidazol-Stickstoffatom und der Hinge Region genug Platz, dass sich während des Auf-

heizprozesses ein Wassermolekül zwischen Ligand und Hinge Region positioniert. In der 

Konsequenz tritt statt der direkten Wasserstoffbrückenbindung eine vermittelte Interaktion 

zwischen der Hydroxylfunktion des Liganden und dem Backbone-Carbonyl-Sauerstoffatom 

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

Wie aus Abbildung 5.7. zu entnehmen ist, verringert sich der Abstand zwischen dem Backbo-

ne-Carbonyl-Sauerstoffatom des Asp133 zwischen Snapshot 200 und 400 auf ungefähr 3 Å. 

Der Grund hierfür ist, dass das verbrückende Wasser zwischen Ligand und Hinge Region 

durch die Bewegungen innerhalb des Systems nicht mehr fixiert wird und aus dieser Position 

wandert. Im Zuge dessen bewegt sich der Ligand parallel zur Hinge Region in Richtung des 

Aspartats und interagiert mit selbigem über eine Wasserstoffbrückenbindung. Diese Bewe-

gung kann zusätzlich anhand des Abstandes zwischen dem Sauerstoffatom der Hydroxylfunk-

tion des Liganden und dem Backbone-Carbonyl-Sauerstoffatom des Val135 nachvollzogen 

werden. Gleichermaßen wird die nun fehlende Interaktion zur Hinge Region durch Wechsel-

wirkung zwischen dem Imidazol-Proton und dem Carbonyl-Sauerstoffatom des Valins kom-

pensiert. Dies wird durch die Abnahme des Abstands zwischen den jeweiligen schweren 

Atomen unter die Grenze von 3.5 Å bestätigt. Im weiteren Verlauf der MD-Simulation wird 

durch Bewegung des Liganden die Position des verdrängten Wassermoleküls durch ein neues 

Wassermolekül eingenommen und die vorausgehenden Interaktionen treten wieder ein. Insge-

samt weist die MD-Simulation größere Fluktuationen auf, welche den Eigenbewegungen des 

Gesamtsystems zuzuordnen sind. Die Pose bleibt während der Moleküldynamiksimulation 

grundsätzlich stabil, allerdings treten die in der Literatur beschriebenen Wechselwirkungen 

nur teilweise während der Simulation auf [235]. 

Wie vorhergehend erwähnt, interagiert das HBM (57) über den Hydroxylsubstituenten mit 

dem Proton des Backbone-Amid-Stickstoffatoms des Val135. Der Verlauf des Abstandes 

zwischen den beteiligten schweren Atomen ist in Abbildung 5.8. gezeigt. Interessanterweise 

weist diese Interaktion im HBM (57) im Vergleich zu den daneben gezeigten Abstandsverläu-

fen der Verbindungen 34O (60) und G3B (61) in 3F7Z bzw. 3GB2 deutlich geringere Fluk-

tuationen auf und bleibt über den Großteil der MD-Simulation stabil. Diese lässt sich anhand 

unterschiedlicher Polarisierung der das Proton am Backbone-Amid-Stickstoffatom des 

Val135 adressierenden schweren Atome der Liganden erklären. So wechselwirkt das 34O 

(60) über einen Benzodioxolan- und das G3B (61) über einen Benzofuran-Sauerstoffatom. In 
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letzterem wird über das delokalisierte System die negative Partialladung herabgesetzt und in 

der Folge die Stärke der Wasserstoffbrückenbindung im Vergleich z. B. zur Interaktion zwi-

schen dem Proton des Valin-Stickstoffatoms und dem Carbonyl-Sauerstoffatoms des ATU 

(49) in 1Q3W deutlich reduziert. 

Tabelle 5. Mit ANTECHAMBER berechnete Partialladungen der zum Val135 Stickstoffatom interagierenden 

schweren Atome der Liganden ATU (49), HBM (57), 34O (60) und G3B (61) in 1Q3W, 2O5K, 3F7Z bzw. 

3GB2. 

Inhibitor  Partialladung  

ATU  (49) -0.620 

HBM  (57) -0.495 

34O (60) -0.326 

G3B (61) -0.191 

 

Abbildung 5.8. Distanzmessung zwischen dem Backbone-Stickstoffatom des Val135 und dem jeweils interagie-

renden Atom des Liganden in 2O5K (schwarz), 3F7Z (rot) und 3GB2 (grün). 

Die Partialladung des mit dem Proton am Backbone-Amid-Stickstoffatom des Val135 intera-

gierenden Sauerstoffatoms im Benzodioxolan 34O (60) liegt als Acetal gebunden vor und ist 

daher in seiner Polarisierung in Relation zum Carbonyl-Sauerstoffatom in ATU (49) herabge-

setzt. Allerdings wird dieser anders als im Benzofuran nicht durch die Delokalisation beein-

flusst. Zusätzlich schiebt die benachbarte Methyleneinheit Elektronendichte zum Benzodioxo-

lan-Sauerstoffatom, so dass die negative Partialladung in 34O (60) höher ist als im G3B (61). 

Folglich ist die Interaktion zwischen dem 34O (60) und dem Proton am Backbone-Amid-

Stickstoffatom des Val135 stärker als die zwischen dem G3B (61) und den entsprechenden 

Atomen der Hinge Region und kann so eine Erklärung für die unterschiedlichen Fluktuatio-
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nen sein. Zusätzlich scheint die Startgeometrie eine Rolle zu spielen, da zwischen dem Back-

bone-Amid-Stickstoffatom des Val135 und dem Benzofuran-Sauerstoffatom in der Kristall-

struktur ein Abstand von 3.3 Å vorliegt, so dass diese Wechselwirkung in G3B (61) als 

schwach einzuschätzen ist. Dies wird durch die beschriebenen Beobachtungen unterstützt. 

Der native Bindungsmodus G3B (61) in der HsGSK-3ɓ-Struktur 3GB2 bleibt entgegen der 

dokumentierten Fluktuationen bezüglich der Interaktion zur Hinge Region über die gesamte 

MD-Simulation stabil. Zwar ist die Hydroxylfunktion des HBM (57) in ihrer Eigenschaft als 

Wasserstoffakzeptor im Vergleich zum Carbonyl-Sauerstoffatom schwächer, allerdings ist sie 

aufgrund ihres phenolischen Charakters azide und zieht infolge ihres negativen induktiven 

Effekts (-I-Effekt) Elektronendichte vom benachbarten Aromaten ab, so dass zwar die negati-

ve Partialladung in Relation zum Carbonyl-Sauerstoffatom weniger ausgeprägt ist aber immer 

noch deutlich stärker als in den entsprechenden Benzofuran- bzw. Benzodioxolan-

Sauerstoffatomen. Daher ist die Interaktion zum Proton am Backbone-Amid-Stickstoffatom 

des Val135 entsprechend und kann den deutlich stabileren Verlauf der Distanzmessung der 

beteiligten schweren Atome über den Simulationszeitraum von 2 ns erklären. Zusätzlich wird 

das verbrückende Wassermolekül zwischen Ligand und Carbonyl-Sauerstoffatom sowie die 

Interaktion zum konservierten Lys85 tief in der Bindetasche einen stabilisierenden Effekt auf 

die Ligandpose und somit auf die Wechselwirkung zwischen dem HBM (57) und Hinge Re-

gion ausüben. Die Qualität bzw. Stabilität dieser Kontakte zwischen Liganden und Protein 

soll noch an entsprechender Stelle genauer betrachtet werden.  

 

Abbildung 5.9. Distanzmessung zwischen dem Backbone-Stickstoffatom des Val135 und dem jeweils interagie-

renden Atom des Liganden in 1Q3D (schwarz), 1Q3W (rot), 1Q41 (grün) und 1Q4L (blau), 1Q5K (gelb), 1UV5 

(braun), 2OW3 (hellblau) und 3DU8 (magenta). 
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Neben den diskutierten Verbindungen interagieren acht weitere Substanzen des Datensatzes 

mit dem Proton des Val135-Backbone-Amid-Stickstoffatoms. Die entsprechenden Distanz-

messungen zwischen den beteiligten schweren Atomen von Ligand und Aminosäure sind in 

Abbildung 5.9. gezeigt. Es lässt sich erkennen, dass für diese Verbindungen die jeweiligen 

Interaktionen über die gesamten Verläufe der MD-Simulationen stabil bleiben und nur gerin-

ge Fluktuationen aufgrund von Eigenbewegungen des Protein-Ligand-Komplexes innerhalb 

der Bindetasche auftreten. Wasserstoffbrückenbindungen zwischen dem Backbone-Carbonyl-

Sauerstoffatoms des Val135 und den Inhibitoren treten nur bei sieben der simulierten Protein-

Ligand-Komplexe auf. Die Abstandsmessungen der beteiligten schweren Atome sind in Ab-

bildung 5.10. gezeigt. Anhand der dargestellten Grafiken werden die Interaktionen der Ligan-

den ATU (49), 679 (54), BRW (56) und 553 (59) zum Val135 als stabil erachtetet und nicht 

näher diskutiert. Für das Alsterpaullon (49) steht diese Beobachtung in guter Übereinstim-

mung mit den Ergebnissen von CHEN et al. Die Distanzmessungen zwischen dem Proton am 

Imidazol-Stickstoffatom des HBM (57) und dem Backbone-Carbonyl-Sauerstoffatom des 

Val135 in 2O5K weist größere Fluktuationen auf (vgl. Abbildung 5.7.), welche aus den be-

reits diskutierten Gründen erklärbar sind.  

 

Abbildung 5.10. Distanzmessung zwischen dem Backbone Carbonyl-Sauerstoffatom des Val135 und den jewei-

ligen interagierenden Atomen der Liganden in 1Q3W (schwarz), 1Q41 (rot), 1UV5 (grün), 3DU8 (blau) und 

3ZDI (gold). 

Die Wechselwirkung zwischen dem Aminosubstituenten des Thieno[2,3-b]pyridin UGJ (53) 

und dem Carbonyl-Sauerstoffatom zeichnet sich ebenfalls durch größere Bewegungen aus 

und kann daher eher als schwach angesehen werden (der Abstand liegt zumeist deutlich über 

dem Maximalwert von 3.5 Å). Für diese Beobachtung sind drei mögliche Ursachen erkenn-
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bar: Zum einen ist der Winkel zwischen dem Valin-Carbonyl-Sauerstoffatom und der Amino-

funktion des Liganden mit 110-120° nicht optimal. Zum anderen übt das benachbarte Proton 

des Amids des Val135 einen sterisch-negativen Effekt auf diese Wechselwirkung aus. Zusätz-

lich interagiert der Ligand über die Aminofunktion am Thiophenring mit der Aspartat-

Seitenkette des DFG-Motivs, die unter physiologischen Bedingungen deprotoniert ist. In der 

Folge ist diese Wasserstoffbrückenbindung fast vergleichbar mit einer Salzbrücke und somit 

für den Liganden deutlich günstiger als die nicht gänzlich optimale Interaktion zur Hinge Re-

gion. Dies spiegelt sich auch in der Abstandsmessung zwischen dem Amin-Stickstoffatom am 

Thiophen und den Aspartat-Sauerstoffatomen wieder (vgl. hierzu Abbildung 5.14.). Der nati-

ve Bindungsmodus des Thieno[2,3-b]pyridins UGJ (53) in 3ZDI bleibt aber sonst über die ge-

samte Moleküldynamiksimulation stabil.  

 

Abbildung 5.11. Distanzmessung zwischen dem Backbone-Carbonyl-Sauerstoffatom des Val135 und den Stick-

stoffatomen N1 (schwarz) und N2 (rot) des Liganden TMU (55) in 1Q5K. 
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Das Harnstoff-Derivat TMU (55) ordnet sich in der Bindetasche des humanen GSK-3ɓ so an, 

dass beide Protonen des Diamids mit dem Carbonyl-Sauerstoffatom des Valins in Wechsel-

wirkung treten können. Verfolgt man, wie in Abbildung 5.11. gezeigt, den Abstand zwischen 

den beteiligten schweren Atomen, so zeigt sich, dass beide Interaktionen über den gesamten 

Verlauf der MD-Simulation auftreten, wobei die Interaktion des äußeren Amid-

Stickstoffatoms (vgl. Abbildung 5.11, N2) aufgrund des größeren Abstands und der größeren 

Fluktuation schwächer ausfällt. Eine Erklärung ist, dass die Wechselwirkung zum Proton am 

N1-Stickstoffatom größtenteils einen optimalen Winkel von 170-180 ° einnimmt und das Pro-

ton am N2 Stickstoffatom nur noch in einem Winkel von 130-140 ° mit dem Carbonyl-

Sauerstoffatom interagieren kann. 

 Interaktionen zum konservierten Lysin 

Der Umstand, dass das Lys85 tief in der Bindetasche hochkonserviert in Kinasen vorliegt 

[246], macht es zu einem interessanten Adressierungspunkt für Protein-Ligand-Interaktionen. 

Im Fall der humanen GSK-3ɓ interagieren fünf der simulierten Inhibitoren über Wasserstoff-

brückenbindungen mit der Seitenkette dieser Aminosäure. Die Interaktion zwischen dem 34O 

(60) in 3F7Z und dem Lys85 ist in der entsprechenden Publikation beschrieben [247]. Aller-

dings findet man in der Kristallstruktur einen Abstand von 3.9 Å, so dass die Wechselwirkung 

nur der Vollständigkeit halber mit einbezogen wurde. Die Kristallstruktur des Liganden ist in 

Abbildung 5.12. gezeigt. Zum Vergleich wurde durch Ausrichtung der Proteinstrukturen von 

3F7Z und 3GB2 das entsprechende Derivat G3B (61) in die Bindetasche des 34O (60) proji-

ziert. Es lässt sich nachvollziehen, dass das Benzodioxolan-Derivat 34O (60) aufgrund der 

geringeren Größe tiefer in die Bindetasche und der Oxadiazol-Körper am Ů-Stickstoffatom der 

Lys85-Seitenkette vorbei zeigt und somit der Abstand von 3.9 Å zustande kommt.  
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Das G3B (61) hingegen wird in der Kristallstruktur über eine Wasserstoffbrückenbindung zur 

Seitenkette des Arg141 fixiert, so dass der Ligand im Vergleich zum 34O (60) nicht so tief in 

die Bindetasche zeigen und hier ein Abstand von 3.1 Å zum konservierten Lysin in 3GB2 be-

steht (Der Abstand von 3.52 Å in Abbildung 5.12. zeigt die Distanz des projizierten G3B (61) 

in der Bindetasche des 3F7Z und dient nur zum Verständnis der gezeigten Abstandsplots). 

Diese Interaktion kann aufgrund der hohen Eigenbewegungen der Arg141-Seitenkette wäh-

rend der Moleküldynamiksimulationen nicht beobachtet werden und geht bereits während der 

Equilibrierungsphase verloren. In den Produktionsläufen können keine Abstände kleiner als 

5.00 Å zwischen den beteiligten schweren Atomen von G3B (61) und Arg141-Seitenkette er-

mittelt werden. Interessanterweise wird diese fehlende Wechselwirkung durch eine neue Was-

serstoffbrückenbindung zur Hydroxylgruppe der Thr138-Seitenkette kompensiert. Anhand 

des Verlaufs der Distanzmessung zwischen den beteiligten schweren Atomen kann dieser 

Kontakt mit ungefähr 3.00 Å über die gesamte MD-Simulation als sehr stabil erachtet werden. 

Darüber hinaus können für beide Liganden über die gesamten Zeiträume der jeweiligen Mo-

leküldynamiksimulationen zumeist nur Abstände größer 4.00 Å zum Ů-Stickstoffatom der 

Lys85-Seitenkette ermittelt werden. Kleinere Distanzen, die eine Wasserstoffbrückenbindung 

vermuten lassen, treten lediglich für den Liganden 34O (60) kurzzeitig zwischen Snapshot 

600 bis 800 auf (vgl. Abbildung 5.12.). Dieses Ergebnis ist insofern interessant, als das -

ausgehend von den Startgeometrien der beiden Protein-Ligand-Komplexe für das G3B (61) 

aufgrund der im Vergleich zum 34O (60) deutlich kürzeren Distanz zum Lys85 eine stabile 

Interaktion erwarten würde. Einen möglichen Ansatz bieten hier ebenfalls die Partialladungen 

der an der Interaktion beteiligten schweren Atome, welche in Tabelle 6 aufgeführt sind.  

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

re Atome der Liganden ATU (49), HBM (57), 553 (59), 34O (60), G3B (61) und UGJ (53) in 1Q3W, 2O5K, 

3DU8, 3F7Z bzw. 3GB2. 

Inhibitor  Partialladung  

ATU (49) -0.215 

HBM (57) -0.612 

553 (59) -0.638 

34O (60) -0.346 

G3B (61) -0.296 

UGJ (53) -0.387 

In beiden Verbindungen erfolgt die Wechselwirkung zum Ů-Stickstoffatom der Lys85-

Seitenkette über das N3-Stickstoffatom des Oxadiazol. In 2-Position zu selbigem liegt in 34O 

(60) ein Thioether, in G3B (61) eine Methylgruppe vor. Erstere übt einen positiven mesome-
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ren Effekt (+M-Effekt) auf den Oxdiazol-Ring aus, welcher deutlich stärker zu bewerten ist 

als der positive induktive Effekt (+I-Effekt) der Methylgruppe in G3B (61). Dementsprechend 

ist der N3-Stickstoffatom in 34O (60) stärker negativ polarisiert, so dass eine Interaktion zum 

Ů-Stickstoffatom der Lys85-Seitenkette entsprechend häufiger auftreten kann. Bezieht man die 

in Abschnitt 5.1.2.2. diskutierten rmsf-Verläufe und die daraus herausgestellten flexiblen Be-

reiche der HsGSK-3ɓ-Protein-Ligand-Komplexe mit ein, ergibt sich eine Erklärungsmöglich-

keit die Bewegungen des Lysins in der ATP-Bindetasche. Grundsätzlich ist die Seitenkette 

des Lys85 über zwei Salzbrücken zu den Carboxylat-Sauerstoffatomen der Asp200-

Seitenkette des DFG-Motivs bzw. der Glu63-Seitenkette am Anfang der Ŭ-Helix C fixiert 

(vgl. Abbildung 5.13.).  

 

Abbildung 5.13. Die Interkationen des Lys85 mit dem Asp200 des DFG-Motivs sowie dem Glu121 der Ŭ-Helix 

C in 3GB2. Zur Orientierung ist ebenfalls der Oxadiazol-Ring des gebunden Liganden G3B (61) gezeigt. Oben 

links ist die Distanzmessung zwischen dem Backbone-Carbonyl-Sauerstoffatom des Val135 und dem Ů-

Stickstoffatom der Lys85-Seitenkette in 3GB2 aufgeführt. Die beweglichen Bereiche des Loops im Bereich der 

Ŭ-Helix C sind rot eingefärbt. 

Vergleicht man nun für 3GB2 den Abstand des Backbone-Carbonyl-Sauerstoffatoms des 

Val135 der Hinge Region zum Ů-Stickstoffatom der Lys85-Seitenkette in der Kristallstruktur 

mit dem Verlauf des Abstandes zwischen den beteiligten schweren Atomen während der MD-

Simulation, lässt sich eine deutliche Veränderung der Positionierung erkennen. Während des 
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Vorbereitungsprozesses steigt der Abstand von 13.8 Å in der Startstruktur auf ca. 16 Å an. 

Grund hierfür ist die hohe Flexibilität bzw. Beweglichkeit des Loops vor der Ŭ-Helix C. Die-

ser Ăziehtñ die Ŭ-Helix C in Richtung des Lösungsmittels und darüber hinaus ebenfalls die 

Seitenkette des Lys85. Das Carboxylat des Asp200 hingegen kann aufgrund der Flexibilität 

der Seitenkette auf diese Bewegungen reagieren, so dass die entsprechende Salzbrücke erhal-

ten bleibt. Diese Beweglichkeit wirkt der attraktiven Wechselwirkung zwischen Ligand und 

der Lys85-Seitenketten entgegen, so dass neben einer gewissen Interaktionsstärke (definiert 

über die Partialladungen der beteiligten schweren Atome) auch eine passende Anordnung der 

Lysin-Seitenkette in der Bindetasche für eine stabile Wasserstoffbrückenbindung notwendig 

scheint. In 3F7Z hingegen konnte lediglich ein Anstieg von 14.1 Å in der Kristallstruktur auf 

14.5 bis 15 Å während der MD-Simulation für den Abstand zwischen dem Backbone-

Carbonyl-Sauerstoffatom des Val135 der Hinge Region und dem Ů-Stickstoffatom der Lys85-

Seitenkette beobachtet werden. Zwischen Snapshot 600 und 800 verringert sich dieser auf bis 

zu 13 Å und die Interaktion zwischen Oxdiazol-Stickstoffatom des 34O (60) und Ů-

Stickstoffatom der Lys85-Seitenkette kommt zustande.  

 

Abbildung 5.14. Distanzmessung zwischen dem Ů-Stickstoffatom der Lys85-Seitenkette und dem Nitril-

Stickstoffatom des UGJ (53) (grün) in 3ZDI (hellblau).  

Für die Interaktion zwischen der an Position 2 gebundenen Nitrilfunktion des Thieno[2,3-

b]pyridins UGJ (53) in 3ZDI und dem Ů-Stickstoffatom der Lys85-Seitenkette kann während 

der Moleküldynamiksimulation nur zwischen den Snapshots 200 bis 400 sowie ab 950 ein 

Abstand von etwa 3 Å beobachtet werden (vgl. Abbildung 5.14.). Ein Grund hierfür kann die 

Geometrie innerhalb der Kristallstruktur sein, da der Abstand des interagierenden Stickstoff-

atoms des Liganden zum Ů-Stickstoffatom der Lys85-Seitenkette 3.50 Å beträgt. Zusätzlich 

wird der Ligand durch die Wasserstoffbrückenbindung zum Carboxylat der Asp200-
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Seitenkette im DFG-Motiv derart fixiert, dass der Nitril-Substituent am Lysin vorbei tief in 

die Back Pocket zeigt. Betrachtet man die Partialladung des zum Ů-Stickstoffatom der Lys85-

Seitenkette interagierenden Stickstoffatoms des Liganden, so kann hier mit -0.387 ein höherer 

Wert als für die Oxadiazol-Stickstoffatome in 34O (60) (-0.346) bzw. G3B (61) (-0.297) ge-

funden werden. Folglich kommt es zu einem stärkeren Kontakt zwischen Ligand und Lysin 

und eine entsprechende Wasserstoffbrückenbindung kann im Vergleich zum 34O (60) bzw. 

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

bis 400 sowie ab 950 begünstigt die Interaktion zusätzlich.  

 

Abbildung 5.15. Distanzmessung zwischen dem Ů-Stickstoffatom der Lys85-Seitenkette und den Sauerstoffato-

men der Nitrogruppe des ATU (49) (grün) in 1Q3W (hellblau). 

Das Alsterpaullon ATU (49) tritt in der Bindetasche der HsGSK-3ɓ über eine Nitrogruppe mit 

dem Ů-Stickstoffatom des konversierten Lysins in Wechselwirkung. Demnach können in der 

entsprechenden Kristallstruktur 1Q3W zwischen den an der Wasserstoffbrückenbindung be-
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teiligten schweren Atomen Abstände von 2.95 bzw. 4.21 Å gefunden werden. In den in Ab-

bildung 5.15. gezeigten Verläufen der Distanzen über die gesamte Moleküldynamiksimulation 

konnten zumeist nur Abstände größer 3.50 Å gefunden werden. Zudem kommt es zu Rotati-

onsbewegungen entlang der Einfachbindung zwischen Nitrogruppe und benachbarten Aroma-

ten, so dass die Interaktion zum Ů-Stickstoffatom der Lys85-Seitenkette lediglich über eines 

der Sauerstoffatome erfolgt. Diese Wechselwirkung kann, gewonnen aus den Erkenntnissen 

aus der Kristallstruktur 1Q3W, als schwach angesehen werden. Dies lässt sich anhand der 

Partialladungen verstehen. So sind die Sauerstoffatome der Nitrogruppe aufgrund der Deloka-

lisierung schwächer negativ polarisiert und die Interaktionsstärke der Wasserstoffbrückenbin-

dung herabgesetzt. 

Die Liganden HBM (57) und 553 (59) interagieren über Amid-Sauerstoffatome mit dem Ů-

Stickstoffatom der Lys85-Seitenkette in den jeweiligen Kristallstrukturen 2O5K und 3DU8. 

Hier lassen sich im Vergleich zu den bisher diskutierten Liganden aufgrund stärkerer Polari-

sierung der Carbonylfunktion deutlich stabilere Wasserstoffbrückenbindungen ausmachen 

(vgl. Abbildung 5.16. und Abbildung 5.17.).  

 

Abbildung 5.16. Distanzmessung zwischen dem Ů-Stickstoffatom der Lys85-Seitenkette und dem Carbonyl-

Sauerstoffatom des Lactam-Rings des 553 (59) (grün) in 3DU8 (hellblau). 

Dies lässt sich anhand der in Tabelle 6 genannten Partialladungen der Sauerstoffatome bekräf-

tigen. Die Wechselwirkung des Liganden 553 (59) in 3DU8 zum Ů-Stickstoffatom der Lys85-

Seitenkette weist dabei Fluktuationen auf. Eine mögliche Ursache hierfür könnte ein negativer 

sterischer Effekt des benachbarten Amid-Protons auf das Lysin sein, so dass die Wasserstoff-

brückenbindung zwischen Protein und Inhibitor immer wieder unterbrochen wird. Aus diesem 

Grund resultiert ein nicht optimaler Winkel von 140-150 ° entlang der Bindung zwischen 

Carbonyl-Sauerstoffatom und Lysin-Seitenkette.  
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In der Kristallstruktur des HBM (57) in 2O5K konnte zwischen dem Amid-Sauerstoffatom 

und Ů-Stickstoffatom der Lys85-Seitenkette ein Abstand von 3.7 Å ermittelt werden. Während 

der Moleküldynamiksimulationen konnte unter Verdrängung eines Wassermoleküls, welches 

sich während des Vorbereitungsprozesses in die Back Pocket bewegte, eine stabile Wasser-

stoffbrückenbindung zwischen Ligand und Lys85 aufgebaut werden (vgl. Abbildung 5.7.). 

 

Abbildung 5.17. Distanzmessung zwischen dem Ů-Stickstoffatom der Lys85-Seitenkette und dem Carbonyl-

Sauerstoffatom des Amids des HBM (57) (grün) in 2O5K (hellblau). 

Weitere Protein-Ligand-Interaktionen 

Neben den Interaktionen zur Hinge Region und dem konservierten Lysin werden in einzelnen 

Fällen weitere Aminosäuren im Bindetaschenbereich über Wasserstoffbrückenbindungen 

bzw. Salzbrücken adressiert, die maßgeblich zur Stabilität der jeweiligen Bindungsmodi bei-

tragen.  

 

Abbildung 5.18. Distanzmessung zwischen dem Carboxylat-Sauerstoffatom der Asp200 Seitenkette und dem 

Amino-Substituenten am Thiophenring des Liganden UGJ (53) in 3ZDI. 
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So wird während der Simulation des UGJ (53) in 3ZDI der Modus A des Thieno[2,3-

b]pyridins entscheidend durch die Interaktion des Amins am Thiophenring zum Aspartat des 

DFG-Motivs fixiert und die bereits beschriebene schwächere Interaktion zur Hinge Region 

kompensiert (vgl. Abbildung 5.18.). Als weiteres Beispiel sei noch kurz auf den Liganden 679 

(54) in 1Q4L eingegangen. Dieser interagiert über die Carboxylatfunktionalität mit der Gua-

nidinstruktur der Seitenkette des Arg141 über ionische Wechselwirkungen. Ebenso wird die 

Amidfunktionalität der Gln185-Seitenkette adressiert. Hingegen sind beide Interaktionen auf-

grund der Eigenbewegungen dieser flexiblen Seitenketten nicht über den gesamten Zeitraum 

der Simulation stabil (vgl. Abbildung 5.19.). 

 

Abbildung 5.19. Unten links: Distanzmessung zwischen dem Stickstoffatom der Arg141-Seitenkette und dem 

Carboxylat des 679 (54) in 1Q4L. Unten rechts: Distanzmessung zwischen dem Stickstoffatom der Gln185-

Seitenkette und dem Carboxylat des 679 (54) in 1Q4L. 
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Verbrückende Wassermoleküle 

Der Einfluss verbrückender Wassermoleküle als zusätzliche Mediatoren von Protein-Ligand-

Interaktionen und zur Stabilisierung dieser Komplexe wurde bereits für verschiedene En-

zymsysteme wie Lysozymen und Aspartat-Proteasen beschrieben. WALLNOEFER et al. unter-

suchten den stabilisierenden Effekt eines konservierten Wassers in Faktor Xa [248]. Ebenso 

wurden von KNIGHT et al. bereits sechs konservierte Wasser in 13 aktiv-konformeren Kinasen 

über Sequenzalignment, Moleküldynamiksimulationen und Berechnungen der Freien Bin-

dungsenthalpien identifiziert und als essentiell nachgewiesen [249]. Allerdings kann keine 

allgemein gültige Aussage über die Wichtigkeit von Wasser getroffen werden, da unter ener-

getischen Gesichtspunkten gegenläufige Effekte berücksichtigt werden müssen. So führt der 

Aufbau zusätzlicher Wasserstoffbrückenbindungen über verbrückende Wasser zu einem Ent-

halpiegewinn, jedoch der Einbau des Wassers in die Bindetasche gleichzeitig zu einem Entro-

pieverlust, da durch die zusätzlichen Wechselwirkung(en) Translations- und Rotationsfrei-

heitsgrade eingeschränkt werden. Daher sollte in den durchgeführten Simulationen das Ver-

halten des Wassers und dessen Einfluss auf die Qualität der Dynamiken betrachtet werden. 

Zunächst wurden die in den Protein-Ligand-Komplexen kokristallisierten Wasser entfernt und 

in der Folge erfasst, ob diese Lücken durch neue Wassermoleküle besetzt sowie weitere verb-

rückende Wassermoleküle ein- und/oder neue Netzwerke aufgebaut werden, die während des 

Kristallisationsprozesses nicht erfasst werden konnten. 

Während der Simulationen konnten einige Wassernetzwerke identifiziert werden, deren Be-

wegungen ebenfalls anhand von Abstandsmessungen zwischen den interagierenden schweren 

Atomen verfolgt wurden. Dabei wurde untersucht, ob Wassermoleküle kristallstrukturähnli-

che Positionen  einnahmen oder weitere Netzwerke ausgebildet wurden. Von besonderem In-

teresse waren dabei die Wasser in 1Q3W und 3ZDI, die eine Wasserstoffbrückenbindung 

zwischen dem Liganden und dem Asp133 der Hinge Region aufbauen. Zusätzlich wurden die 

beobachteten Wassernetzwerke mit den Ergebnissen von LU et al. verglichen, die sich mit 

verbrückenden Wassermolekülen im Bereich der Bindetaschenöffnung der HsGSK-3ɓ ausei-

nandersetzten [250]. Sie definierten die Kristallwasser anhand von ONIOM-basierten
12

 quan-

tenmechanischen und molekülmechanischen Berechnungen vor und bewerteten diese durch 

MD-Simulationen und Docking-Studien als essentiell für die Stabilität der Bindungsmodi der 

betrachteten Inhibitoren.  

                                                 
12

ONIOM (engl. Our own N-layered Integrated Orbital and Molecular Mechanics) bezeichnet eine Methode im 

Programm GAUSSIAN, welches große Moleküle modelliert. 
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In den hier durchgeführten Simulationen konnten für 1Q41, 1Q4L, 3GB2, 1Q3W und 1Q3D 

die in den Kristallstrukturen auftretenden Wassernetzwerke zwischen jeweiligem Ligand, 

Thr138 und Gln185 beobachtet werden. Für 3F7Z, 1Q5K, 1UV5 und 3DU8 bildeten sich die 

entsprechenden Netzwerke nicht aus. Für 1Q41und 1Q4L waren die entsprechenden verbrü-

ckenden Interaktionen nur zu Beginn der Simulation stabil (vgl. Abbildung 5.20 und Abbil-

dung 5.21.). Zusätzlich konnten neue verbrückende Wasser gefunden werden. So wurde ein 

über die gesamte Moleküldynamiksimulation ein stabiles Netzwerk zwischen dem Liganden 

679 (54) in 1Q4L und dem Val135 aufgebaut. Grund hierfür scheint die Startstruktur zu sein, 

da der Ligand in der Kristallstruktur einen Abstand von 4.5 Å zum Backbone-Sauerstoffatom 

des Valins besitzt. 

 

Abbildung 5.20. Distanzmessung zum verbrückenden Wasser zwischen dem Oxim-Sauerstoffatom des IXM 

(44) in 1Q41 und dem Backbone-Carbonyl-Sauerstoffatom des Gln185.  
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Abbildung 5.21. Unten links: Distanzmessung zum verbrückenden Wasser zwischen dem Backbone-Carbonyl-

Sauerstoffatom des Val135 sowie dem Stickstoffatom des Liganden 679 (54) in 1Q4L. Unten rechts: Distanz-

messung zum verbrückenden Wasser zwischen dem Carboxylat-Sauerstoffatom des 679 (54) in 1Q4L und dem 

Amid-Sauerstoffatom der Seitenkette des Gln185 bzw. dem Sauerstoffatom der Hydroxylfunktion der Seitenket-

te des Thr138. 

Während der Moleküldynamiksimulationen des 1Q3W konnte das beschriebene verbrückende 

Wassermolekül zwischen dem Backbone-Carbonyl-Sauerstoffatom des Gln185 und dem A-

min-Stickstoffatom des ATU (49) gefunden werden. Allerdings war diese Wechselwirkung 

nur für 800 ps stabil (vgl. Abbildung 5.22.). Daneben wurden weitergehend die verbrücken-

den Wassermoleküle innerhalb der Bindetasche, die eine Interaktion zum Liganden in der 

Kristallstruktur aufweisen, betrachtet. Besonders interessant waren die Wechselwirkungen zur 

Hinge Region. In 3ZDI und 1Q3W werden die Liganden über ein Wassermolekül zum 

Asp133 verbrückt. Hingegen konnte nur in 1Q3W über die gesamte Simulation eine entspre-

chende Interaktion gefunden werden (vgl. Abbildung 5.22.). 



5. Ergebnisse und Diskussion    

90 

 

Abbildung 5.22. Links: Distanzmessung zum verbrückenden Wasser zwischen dem Lactam-Sauerstoffatom des 

ATU (49) in 1Q3W und dem Backbone-Carbonyl des Asp133 der Hinge Region. Rechts: Distanzmessung zum 

verbrückenden Wasser zwischen dem Amin-Stickstoffatom des ATU (49) in 1Q3W und dem Backbone-

Carbonyl-Sauerstoffatom des Gln185. 

Lediglich für Staurosporin (42) in 1Q3D konnte ein über die gesamte MD-Simulation stabiles 

Wasser-Netzwerk entsprechend der kokristallisierten Wasser in der Kristallstruktur erfasst 

werden, wobei das Wasser zum Threonin nach 1.5 ns durch ein weiteres Molekül ausge-

tauscht wurde (vgl. Abbildung 5.23.). Für 3GB2 war das Wasser zwischen dem Oxadiazol-

Sauerstoffatom und dem Gln185 Backbone-Sauerstoffatom für 1.8 ns stabil (vgl. Abbildung 

5.24.). 
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Abbildung 5.23. Oben links: Distanzmessung zum verbrückenden Wasser zwischen dem Amin-Stickstoffatom 

bzw. dem Sauerstoffatom des Methoxy-Substituenten des STU (42) in 1Q3D und dem Backbone-Carbonyl-

Sauerstoffatom des Gln185. Unten links: Distanzmessung zum verbrückenden Wasser zwischen dem Amin-

Stickstoffatom des STU (42) in 1Q3D und der Hydroxylfunktion des Thr138. 

 

Abbildung 5.24. Distanzmessung zum verbrückenden Wasser zwischen dem Oxadiazol-Sauerstoffatom des 

G3B (61) in 3GB2 und dem Backbone-Carbonyl-Sauerstoffatom des Gln185. 

Ähnlich zum Verhalten des Wassernetzwerks in 1Q3D konnte auch hier ein Austausch des 

Wassers beobachtet werden. Die für diese Kristallstruktur darüber hinaus von LU et al. [250] 
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beschriebenen verbrückenden Wasser konnten während der Moleküldynamiksimulationen 

nicht beobachtet werden.  

 

Abbil dung 5.25. Oben rechts: Distanzmessung zum verbrückenden Wassermoleküle zwischen dem Carbonyl-

Sauerstoffatom des HBM (57) in 2O5K und dem Backbone-Stickstoffatom des Asp200. Unten rechts: Distanz-

messung zum verbrückenden Wasser zwischen dem Sulfonyl-Sauerstoffatom des HBM (57) in 2O5K und der 

Hydroxylfunktion des Thr138. Oben links: Distanzmessung zum verbrückenden Wasser zwischen dem Imida-

zol-Stickstoffatom des Liganden HBM (57) in 2O5K und dem Backbone-Carbonyl-Sauerstoffatom des Val135 

der Hinge Region. Die Graphen entsprechen den verschiedenen Wassermolekül die nacheinander die Verbrü-

ckung zur Hinge Region übernehmen. 

Weiterhin trat über die gesamte MD des 2O5K ein neues, verbrückendes Wassermolekül zwi-

schen dem Sulfonyl-Sauerstoffatom des Liganden und dem Thr18 auf (vgl. Abbildung 5.25.). 

In den Kristallstrukturen 1Q4L, 1UV5, 1Q5K, 2OW3 3F7Z und 3ZDI trat ein verbrückendes 

Wassermolekül zwischen Ligand unddem Backbone-Amid-Stickstoffatoms des Asp200 auf. 

Jedoch konnten nur für 3ZDI und 2OW3 entsprechende Interaktionen gefunden werden (vgl. 

Abbildung 5.26. und Abbildung 5.27.). Wie bereits beschrieben wird das Wassermolekül im 

2O5K zwischen Ligand und Lys85 durch eine direkte Interaktion substituiert (vgl. Abbildung 

5.25.). 
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Abbildung 5.26. Distanzmessung zum verbrückenden Wasser zwischen dem Carbonyl-Sauerstoffatom des BIM 

(58) in 2OW3 und dem Backbone-Carbonyl-Sauerstoffatom des Asp200 des DFG-Motivs. 

Anders als in der Kristallstruktur des 1Q3W positionierte sich in 3ZDI kein Wasser während 

der MD zwischen Ligand und Asp200 (vgl. Abbildung 5.27.). Ebenso führte die starke Wech-

selwirkung zwischen dem Amin am Thiophenring des UGJ (53) und dem DFG-Aspartat in 

3ZDI zu einem größeren Abstand zwischen Hinge Region und Ligand, dass von einem neuen 

verbrückenden Wasser kompensiert wurde.  

 

Abbildung 5.27. Links: Distanzmessung zum verbrückenden Wasser zwischen dem Amin-Stickstoffatom des 

Liganden UGJ (53) in 3ZDI und dem Backbone-Carbonyl-Sauerstoffatom des Val135 der Hinge Region Rechts: 

Distanzmessung zum verbrückenden Wasser zwischen dem Nitril des UGJ (53) in 3ZDI und dem Backbone-

Stickstoffatom des Asp200.  
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In Abbildung 5.28. sind die Positionen der Wassermoleküle in der Kristallstruktur 3ZDI, die 

während des Vorbereitungsprozesses entfernt wurden (orange, W1, W2, W4 und W6) und die 

Lage der neuen Wassermoleküle, die sich während der Simulation an die zeigten Positionen 

in der Bindetasche bewegen (rot, W3, W5, und W7), dargestellt.  

 

Abbildung 5.28. Die Abbildung unten links vergleicht die Position der Wasser (W) im Bindetaschenbereich in 

der Kristallstruktur 3ZDI (orange, W1, W2, W4 und W6) und die Positionen, die von Wassern in der MD einge-

nommen werden (rot, W3, W5, und W7). Daneben ist die Lage des Liganden in der Kristallstruktur (orange) und 

während der MD gezeigt (grün). 

Bei Vergleich der Anordnungen der Wassermoleküle wird deutlich, dass die neu eingenom-

menen Positionierungen von den jeweiligen Ausgangslagen in der Kristallstruktur ausgehen 

könnten. Dies ist besonders für das neue verbrückende Wasser zwischen Hinge Region und 

Val135 interessant. Die Wasser W6 und W7 zeigen vergleichbare Positionen und Interaktio-

nen. Die Moleküle W2 und W3 liegen an der Bindetaschenöffnung und könnten aufgrund der 

Bewegungen entsprechend austauschen. 

Ebenso konnte für das HBM (57) in 2O5K ein Wassermolekül zwischen Hinge Region und 

Ligand beobachtet werden, wobei dieses zwischen zweimal ausgetauscht wird (vgl. Abbil-

dung 5.25.). Des Weiteren wurde eine über ein Wasser vermittelte Wechselwirkung zwischen 

Ligand zum Lys85 während der Equilibrierung aufgebaut und während der MD-Simulation 

durch eine direkte Interaktion zwischen Inhibitor und Aminosäure ersetzt. Insgesamt lässt sich 

festhalten, dass die Simulationen ohne Vordefinition der verbrückenden Wassermoleküle kei-

ne Instabilitäten aufwiesen. Die entsprechenden Bindungsmodi der Liganden waren über den 

gesamten Verlauf der Simulationen stabil. Da nur teilweise zu Kristallstruktur ähnliche Posi-

tionen von Wassermolekülen eingenommen wurden, kann keine generelle Aussage über die 

Wichtigkeit getroffen werden. Grundsätzlich lassen sich aber für einen Teil der Liganden 

Tendenzen ausmachen, dass die entsprechenden Netzwerke zur Bindetaschenöffnung oder das 
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Wasser in 1Q3W zur Hinge Region eine wichtige Rolle spielen. Ziel war es aber aus Konsis-

tenzgründen alle Protein-Ligand-Systeme gleich zu behandeln. Daher wurde zu diesem Zeit-

punkt von Simulationen mit vordefinierten Wassermolekülen abgesehen. In den späteren 

Energieberechnungen wurden die Interaktionen zwischen Ligand und Wasser nicht berück-

sichtigt, so dass der Effekt selbiger nur indirekt durch eine deutliche Stabilisierung von direk-

ten Protein-Ligand-Interaktionen berücksichtigt werden würden. 

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

Nach Auswertung der Moleküldynamiksimulationen der ausgewählten Protein-Ligand-

Komplexe wurden nachfolgend die Freien Bindungsenthalpien der jeweiligen gebundenen 

Inhibitoren unter Verwendung der in Abschnitt 4.4. beschriebenen MM/GBSA- und 

MM/PBSA-Methode ausgehend von je 1000 Snapshots berechnet und den gemessenen IC50-

Werten gegenüber gestellt (vgl. Tabelle 7.). 

Tabelle 7. Übersicht der berechneten Freien Bindungsenthalpien via MM/GBSA- bzw. MM/PBSA-Methode. 

Als Grundlage dienten jeweils 2 ns Simulationszeit bei 1000 herausgeschriebenen Snapshots. Daneben sind die 

gemessenen IC50-Werte in µM sowie die eingesetzten ATP-Konzentrationen.pIC50 = -log (IC50). a) Die biologi-

sche Aktivität wurde hier über einen Filtrationsassay bestimmt und keine ATP-Konzentration angegeben. 

PDB-Eintrag Inhibitor  IC 50 [µM]  pIC 50 c(ATP) 

[µM]  

ȹGbind 

(MM/GBSA) 

[kcalĀmol
-1
] 

ȹGbind 

(MM/PBSA) 

[kcalĀmol
-1
] 

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 

2OW3  (58) 0.003 8.523 
a) 

-42.26 ± 3.468 -26.16 ± 4.437 

3DU8 553 (59) 0.146 6.836 1.40 -38.20 ± 3.092 -28.01 ± 3.547 

3F7Z 34O (60) 0.065 7.187 0.50 -38.85 ± 2.075 -30.82 ± 2.703 

3GB2 G3B (61) 0.034 7.469 0.50 -36.21 ± 2.635 -26.22 ± 3.324 

3ZDI  (53) 0.130 6.886 15.0 -29.75 ± 2.324 -23.12 ± 2.820 

In Abbildung 5.29. und Abbildung 5.30. sind die berechneten Freien Bindungsenthalpien ge-

gen die negativen dekadischen Logarithmen der IC50-Werte aufgetragen. Unter der Annahme, 

dass ein linearer Zusammenhang zwischen den biologischen Daten und berechneten Freien 

Bindungsenthalpien besteht, wurden für beide Datensätze Trendlinien und Bestimmtheitsmaß 

R
2
 berechnet.  
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Abbild ung 5.29. Auftragung der via MM/GBSA-Methode berechneten Freien Bindungsenthalpien
13

 der zwölf 

HsGSK-3ɓ-Komplexe gegen den negativen dekadischen Logarithmus der IC50-Werte. 

 

Abbildung 5.30. Auftragung der via MM/PBSA-Methode berechneten Freien Bindungsenthalpien der zwölf 

HsGSK-3ɓ-Komplexe gegen den negativen dekadischen Logarithmus der IC50-Werte. 

Dabei ergab sich für die MM/GBSA-Methode ein R
2
 = 0.385, für die MM/PBSA-Methode 

ein R
2
 = 0.079. Diese Ergebnisse waren nicht zufriedenstellend, so dass der Datensatz unter 

                                                 
13

Im Weiteren als MM/GBSA- bzw. für die MM/PBSA-Methode als MM/PBSA-Energien (oder Werte) be-

zeichnet. 
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Berücksichtigung der Qualität der Simulationen sowie der biologischen Daten betrachtet wur-

de. Dabei wurde ein Schwerpunkt auf die MM/GBSA-Berechnungen gelegt, da hier eine bes-

sere Korrelation bestand. Anhand von Abbildung 5.29. konnten fünf Ausreißer festgemacht 

werden: 3ZDI, 1Q41; 3DU8, 3F7Z und 2O5K. Dabei werden für die entsprechenden Ligan-

den UGJ (53) und IXM (44) im Verhältnis zu ihren biologischen Daten zu geringe Freie Bin-

dungsenthalpien, für 553 (59), 34O (60) und HBM (57) zu hohe Freie Bindungsenthalpien 

erhalten. Allerdings kann nur für HBM (57) anhand der Moleküldynamiksimulationen eine 

Erklärung gefunden werden. Wie bereits beschrieben, verändern hier sich während der MD-

Simulationen die Bindungsverhältnisse zwischen Ligand und Protein (vgl. Abbildung 5.7.). 

Daraus resultieren stark unterschiedliche Freie Bindungsenthalpien der verwendeten Snap-

shots, so dass der angegebene Durchschnittswert über die gesamte MD-Simulation eine ent-

sprechend hohe Standardabweichung (MM/GBSA: ± 6.045 kcalĀmol
-1

, MM/PBSA: ± 8.045 

kcalĀmol
-1

) aufweist. 

In der Moleküldynamiksimulation des UGJ (53) wird die Interaktionen zur Hinge Region le-

diglich über ein verbrückendes Wasser aufrechterhalten, bleibt allerdings über die gesamte 

MD-Simulation stabil (vgl. Abbildung 5.27.). Die Wechselwirkung zum konservierten Lys85 

kann aufgrund der Positionierung des Liganden nur als schwach angesehen werden. Interes-

santerweise wiesen die zu gut bewerteten Liganden ebenso schwache Interaktionen zur Hinge 

Region wie auch zum Lys85 auf, so dass hier keine klare Tendenz gefunden werden konnte. 

Insgesamt können mit Ausnahme des HBM (57) alle Moleküldynamiksimulationen anhand 

der im vorhergehenden Abschnitt diskutierten Ergebnisse als stabil erachtet werden.  

In der Folge wurde ein Augenmerk auf die biologischen Daten gelegt. So sind IC50-Werte im 

Allgemeinen von der Substratkonzentration, d. h. hier von der ATP-Konzentration, abhängig. 

Bei Vergleich der verwendeten Konzentrationen bei der Bestimmung der IC50-Werte der si-

mulierten Protein-Ligand-Komplexe fallen hier große Schwankungen auf (0.5 bis 100.0 ɛM, 

vgl. Tabelle 7.). Somit lassen sich die biologischen Daten nicht mehr direkt miteinander ver-

gleichen, so dass entsprechend den in Tabelle 7 aufgeführten ATP-Konzentrationen die be-

rechneten Freien Bindungsenthalpien von 2O5K, 2OW3, 3DU8, 3F7Z und 3GB2 aus der Kor-

relation entfernt wurden. Die daraus erhaltenem neuen Auftragungen (vgl. Abbildung 5.31. 

und Abbildung 5.32.) konnten mit einem Bestimmtheitsmaß von R
2
= 0.670 für das 

MM/GBSA- und R
2
= 0.407 für das MM/PBSA-Verfahren deutlich verbessert werden.  
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Abbildung 5.31. Auftragung der via MM/GBSA-Methode berechneten Freien Bindungsenthalpien gegen die 

pIC50-Werte der bei ähnlicher Substratkonzentration gemessenen HsGSK-3ɓ-Inhibitoren. 

 

Abbildung 5.32. Auftragung der via MM/PBSA-Methode berechneten Freien Bindungsenthalpien gegen die 

pIC50-Werte der bei ähnlicher Substratkonzentration gemessenen HsGSK-3ɓ-Inhibitoren. 

Dies lässt die Schlussfolgerung zu, dass die Vergleichbarkeit der biologischen Daten unterei-

nander, d. h. das diese unter den gleichen Bedingungen (Substratkonzentration, Temperatur 

etc.) generiert werden, entscheidend für die Qualität der erhaltenen Bestimmtheitsmaße zwi-

schen Experiment und berechneter Freier Bindungsenthalpie sind. Idealerweise sollten Ki-
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Werte verwendet werden, welche unabhängig von Größen wie der Substratkonzentration sind 

und somit eine bessere Vergleichbarkeit gewährleisten. 

Ausgehend von den gewählten Einstellungen sollte in Anlehnung an Arbeiten von HOU et al. 

[203] der Einfluss der Simulationslänge sowie die Schrittweite zur Auswahl der für die 

MM/GBSA- bzw. MM/PBSA-Methode verwendeten Snapshots untersucht und anhand dieser 

optimierte Einstellungen für die Moleküldynamiksimulationen bzw. Berechnung der Freien 

Bindungsenthalpien entwickelt werden.  

5.1.3.1.  Einfluss der Simulationslänge/Schrittweite 

In ersten Experimenten sollten die Einflüsse der Simulationslänge und der Schrittweite, d. h. 

die Anzahl der für die MM/GBSA- bzw. MM/PBSA-Berechnungen verwendeten Protein-

Ligand-Konformationen, auf die Güte der Korrelation analysiert werden. Grundlage hierfür 

waren die bereits erstellten 2 ns MD-Simulationen mit 1000 generierten Snapshots. Nun wur-

den Start- und Endzeitpunkt der für die Energieberechnung verwendeten Snapshots variiert. 

Zusätzlich wurden verschiedene Schrittweiten in diesen Bereichen definiert, bei der ein Snap-

shot für die Berechnung der Freien Bindungsenthalpien in Betracht gezogen wurde. Anschlie-

ßend wurden die erhaltenen Energiewerte in Analogie zur bisherigen Durchführung gegen den 

negativen dekadischen Logarithmus des IC50-Wertes aufgetragen. Die daraus erhaltenen Be-

stimmtheitsmaße sowie die variierten Parameter sind in Tabelle 8 beschrieben. 

Anhand der erhaltenen Bestimmtheitsmaße lassen sich mehrere Erkenntnisse gewinnen. So 

erlaubten die mittels MM/GBSA- bzw. PBSA-Verfahren berechneten Freien Bindungsenthal-

pien basierend auf einem Simulationsbereich von 1 ns die höchsten Bestimmtheitsmaße, al-

lerdings nur unter der Voraussetzung, dass in Relation dazu die Equilibrierungsphase nicht zu 

lang gewählt wird. Dies lässt sich anhand der Freien Bindungsenthalpien der Simulationsin-

tervalle 0-1 ns, 0.5-1.5 ns sowie 1-2 ns bei je 500 Snapshots beispielhaft nachvollziehen. In 

ersterem liegt eine Equilibrierungsphase von 0.5 ns, im zweiten Fall entsprechend 1 ns und in 

letzterem ist die Equilibrierungsphase mit 1.5 ns veranschlagt. 

Folglich nimmt das Bestimmtheitsmaß von 0.727 auf 0.597 ab. Dies lässt sich damit begrün-

den, dass die während der Simulation generierten Konformationen der Protein-Ligand-

Komplexe anfangs noch ähnlich zu ihren Startstrukturen sind. Diese These kann anhand der 

in Abschnitt 5.1.2.2. bereits diskutierten rmsd-Plots bestärkt werden. 










































































































































































































































































































































































