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Glossar

Glossar

In der medizinischen Chemie haben sich verschiedene, haufig englische, Fachausdriicke etabliert.

Deren Bedeutungen oder Ubersetzungen sind nicht selbsterklarend, so dass in diesem Glossar eine

kurze Definition gegeben wird. Bei entsprechender Relevanz werden die Begriffe zusatzlich im FlieR3-

text prazisiert.

Alignment

Backbone

Bindungsmodus

Clash

Clustering

Docking

GHKL-Domane

Hit-Struktur/Hit

HT(v)S

Induced Fit

Leitstruktur

Lipinski’s Rule of Five

Minimierung

Ausrichtung von Elementen zueinander. Diese kann auf der Struktur (bei
kleinen Molekilen oder Proteinen) oder auch auf Sequenz (Proteine) ba-
sieren.

als Riickgrat eines Makromolekiils bezeichnete Kette von sich wiederho-
lenden Einzelbausteinen; im engeren Sinn: bei Proteinen die Folge von
Peptidbindungen

eine wiederkehrende Pose mit definierten Interaktionsmuster fiir eine
Substanz oder Substanzgruppe in einer Zielstruktur

engl. Kollision; Uberlappung zweier Strukturelemente; hiufig von vdW-
Radien

Gruppieren einzelner Elemente eine Menge nach ahnlichen Eigenschaften

Generierung und Bewertung von Posen einer Substanz in einer Zielstruk-
tur. Dies beinhaltet die Losung a) des Docking-Problems: Generierung der
wahren Pose und b) des Scoring-Problems: Identifizierung der wahren
Pose aus falschen Posen.

konservierte ATPase, die bei funktional sehr unterschiedlichen Enzymen
auftritt: Gyrase, Heat Shock Protein 90, Histidinkinasen, MutL (ein DNA-
Mismatch-Reparaturprotein)

eine in einem HT(v)S gefundene Substanz mit nachgewiesener Aktivitat

engl. High-Throughput (virtual) Screening, Testen einer groRen Menge an
Substanzen auf eine bestimmte biologische Aktivitat. Bei einem HTS wird
die Testreihe in vitro/vivo, bei einem HTvS mithilfe von Computermetho-
den (in silicio) durchgefihrt.

gegenseitige Anpassung von Zielstruktur und Ligand bei der Bildung eines
Protein-Ligand-Komplexes

ein Reprasentant einer Substanzserie mit ausreichend Potential (z. B. Se-
lektivitat, Potenz), um fir die Entwicklung eines Arzneistoffs verwendet zu
werden

s. Rule of Five

Geometrieoptimierung von Molekilen, Proteinen oder Protein-Ligand-
Komplexen zum nachstliegenden lokalen energetischen Minimum

Vi



Glossar

Molekiildynamik (MD)-
Simulation

Pose

Probe

Refinement

Restraint

RMSD

Rule of Five (Ro5)

Scoring

SMARTS

Zielstruktur

Vil

ermoglichen die Untersuchung von biologischen und chemischen Syste-
men auf atomarer Ebene Uber die Zeit, auch unter Berlicksichtigung der
Bewegung

die genaue raumliche Platzierung und Orientierung, welche ein Molekdl in
einer Zielstruktur einnimmt

engl. fir Sonde; eine Sphére, die eine bestimmte chemische oder physika-
lische Eigenschaften besitzt

engl. fur Verfeinerung, Anpassung/Verbesserung einer Struktur

extern definierte energetische Barriere; haufig verwendet bei MD-
Simulationen

Wert [A] fur die mittlere quadratische Abweichung der Distanz der
(schweren) Atome zweier Gberlagerter Molekile zueinander

empirische ,Faustregel” von Anforderungen an eine Substanz, damit sie
oral verflgbar ist: <10 Wasserstoffbriickenakzeptoren, <5 Wasserstoff-
briickendonoren, < 500 Da Molekiilmasse und cLogP <5

Bewertung eines Systems; bei Docking-Experimenten: Bewertungen von
Protein-Ligand-Komplexen zum Abschatzen der Freien Bindungsenthalpie.
Sie werden dazu verwendet, das Scoring-Problem (s. Docking) zu l6sen.

engl. Simplified Molecular Input Line Entry Specification, chemischer Struk-
turcode, um Molekiile in einer einfachen Zeichenfolge darzustellen

engl. Target, biologisches Molekil (z. B. Enzym, Rezeptor, DNA), das von
einem Liganden moduliert (bspw. inhibiert) wird









1. Einleitung und Zielsetzung

1 Einleitung und Zielsetzung

Bakterielle Infektionen gehorten zu den grofSten Gefahren fir die Menschheit. Schatzungen gehen
davon aus, dass zwischen 1347 und 1351 ca. 30 bis 40 % der gesamten Bevolkerung der damals be-
kannten Welt alleine durch die Infektion mit Yersinia Pestis, bekannt als der Schwarze Tod, starben
[1]. Dank hoherer hygienischer Standards und der Entwicklung von Antibiotika konnten die Gefahren
durch Bakterien in der jingeren Geschichte erheblich gesenkt werden. Einen Meilenstein stellte da-
bei 1929 die Entdeckung des Penicillins durch FLEMING dar [2]. Bis zur industriellen Produktion und
Anwendung von Penicillin dauerte es noch tiber zehn Jahre [3]. In der Folge wurde das so genannte
Goldene Zeitalter der Antibiotikaentwicklung, 1940er bis 1960er, eingeldutet [4]. In dieser Zeit wurde
ein GroRteil der noch heute verwendeten Antibiotika entwickelt (s. Abbildung 1.1). Aber schon 1945

warnte FLEMING wahrend seiner Nobel Lecture fiir den Nobelpreis [5]:

It is not difficult to make microbes resistant to penicillin in the laboratory by ex-
posing them to concentrations not sufficient to kill them, and the same thing has

occasionally happened in the body.”
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Abbildung 1.1 — Zeitstrahl Giber die Entwicklung neuer Vertreter von Antibiotikaklassen. Die Jahreszahlen geben das Jahr
der Erstverdffentlichung oder der Patentanmeldung des ersten Vertreters der jeweiligen Klasse an. Seit 1987 wurden keine
neuen Antibiotikaklassen mehr entdeckt (,,Discovery Void“). Abbildung aus dem WHO-Report: Antimicrobial Resistance —
Global Report on Surveillance 2014 [6].
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Damit erkannte FLEMMING schon zu Beginn der Antibiotika-Ara die Gefahr der Resistenzentwicklung
von Bakterien gegeniiber Antibiotika. Unter einer Resistenz wird die Widerstandsfahigkeit von Bakte-
rien gegeniber einem eigentlich wirksamen Antibiotikum verstanden, die zu einer verldangerten oder
sogar unwirksamen Therapie flhrt. Es wird zwischen einer einfachen Resistenz gegeniber einer Klas-
se, multidrug-Resistenz gegeniiber mindestens drei Klassen, extensively drug-Resistenz gegeniiber
nahezu allen Klassen und pandrug-Resistenz gegeniiber allen bekannten Antibiotikaklassen unter-
schieden [7]. Die Resistenzmechanismen sind gut untersucht und basieren auf sehr unterschiedlichen
Mechanismen, wie verminderte Penetration in oder erhéhte Ausschleusung aus der Zelle, enzymati-
sche Inaktivierung oder Modifikation des Antibiotikums, Uberproduktion oder Modifizierung der
Zielstruktur und Umgehung des gehemmten Stoffwechselwegs [4]. Die Resistenzentwicklung von
Bakterien gegenliber Antibiotika stellt eine groRe Gefahr dar: Die Entwicklung in den letzten 14 Jah-
ren in England zeigt eine deutliche Zunahme von resistenten, immer schwieriger zu therapierenden
bakteriellen Infektionen [8, 9]. Der gleiche Prozess wird weltweit beobachtet. Inzwischen wurden
klinische Isolate von Bakterien gefunden, die eine pandrug-Resistenz besitzen; dies sind die ersten
Infektionen, die nicht mehr therapierbar sind [10, 11]. Die Ursachen fir die rasante Resistenzentwick-
lung in den letzten Jahren sind multifaktoriell. Sowohl die zu haufige Anwendung von Antibiotika bei
unzureichender Indikation beim Menschen als auch die Anwendung in der Masttierzucht spielen eine
wichtige Rolle [12]. Es handelt sich dabei aber nur um beschleunigende Faktoren fiir die eigentliche
Problematik: das Fehlen neuer Antibiotika, die nicht von bekannten Resistenzen bedroht sind. Seit
1987 wurde kein Antibiotikum mehr eingefiihrt, das einen neuen Wirkmechanismus besaR oder eine
neue Substanzklasse darstellte (s. auch die Entwicklungsliicke in Abbildung 1.1). Die Entwicklung von
Resistenzen ist ein evolutiondrer Prozess, der hochstens verlangsamt, aber niemals aufgehalten wer-
den kann [10]. Daher besteht grundsatzlich die Notwendigkeit, neue Antibiotika zu entwickeln. Der-
zeit befinden sich zwar einige neue Substanzen in der Pipeline, jedoch sind nur wenige interessante
Vertreter in der Anfangsphase ihrer Entwicklung, wahrend die fortgeschrittenen Substanzen gerade
bei den problematischen Bakterien wirkungslos sind [13]. Die Grinde fiir die fehlende Weiterent-

wicklung wurden in der Literatur sehr ausfiihrlich diskutiert und bewertet [4, 12, 14-16]:

Zum einen besteht die Problematik in dem Erfolg der Antibiotika selbst, die weitestgehend gut ver-
traglich und, bis auf die Resistenzentwicklung, wirksam sind. Die Anforderungen an neue Antibiotika
sind sehr hoch, gleichzeitig sind die so genannten ,tief hangenden Friichte” der Antibiotikaklassen
schon entdeckt worden. Neue Klassen erfordern daher einen deutlich hdheren Aufwand. Dies wird
durch vielfaltige Probleme, wie z. B. schnelle Resistenzentwicklung und hohe pharmakokinetische
Harden (bspw. Zellwand der Bakterien), erschwert. Die gute Vertraglichkeit vorhandener Antibiotika
flihren zu hohen regulatorischen Hiirden bei der Zulassung neuer Wirkstoffe. Beispielsweise beurteil-

te SPELLBERG die Anforderungen fiir klinische Studien von Antibiotika der Food and Drug Administrati-
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on (FDA) in den USA sehr kritisch: ,,(...) driven to an irrational and dangerous extreme (...)“ [17]. In der
Wissenschaft wurde zu lange Zeit mit den gleichen Methoden dhnliche Leitstrukturen entwickelt. Es
ist notwendig, mit komplexeren, zeit- und kostenaufwendigeren Methoden neue chemische Entita-
ten zu untersuchen. Neben den Anforderungen an die Substanzen selbst sollte auch die Zielstruktur
fir die Therapie sorgfaltig ausgesucht und evaluiert werden. Dieser Kritikpunkt bezieht sich unter
anderem auf die Entschliisselung des Genoms der Bakterien in den 90ern. Die Erwartungen daran,
neue Zielstrukturen fiir die Therapie zu entdecken, konnten nicht erfillt werden: Es konnte in den

letzten Jahrzehnten keine einzige neue Zielstruktur etabliert werden.

Neben allen diesen Griinden ist einer der wichtigsten Einflussfaktoren in der Entwicklung die Wirt-
schaftlichkeit der Antibiotika. Wie bisher dargelegt, gibt es viele Hiirden fur die Entwicklung eines
neuen Wirkstoffes. Gleichzeitig sind die Gewinnerwartungen fir ein Antibiotikum gering. Zum einen
werden Antibiotika nicht chronisch gegeben. Eine Infektion und Therapie dauert in der Regel ein bis
zwei Wochen. Zum anderen werden neue Antibiotika mit Uberlegener Wirkung maoglichst restriktiv
angewendet, um eine Resistenzentwicklung zu verlangsamen. Diese Beobachtungen lassen sich gut
belegen: Wie bei Bakterien ist auch bei Viren die Entwicklung von Arzneistoffen aufwendig und
schwierig. Bei Viren ist die Mutationsrate und Resistenzentwicklung sogar noch héher. Dennoch
wurden zwischen 1993 und 2007 in den USA genauso viele Antibiotika fir alle bakteriellen Infektio-
nen kombiniert zugelassen wie HIV-Therapeutika — eine einzige Infektionskrankheit, die meistens im
jungen Alter erworben wird und ein Leben lang therapiert werden muss [10]. Bei der Firma Merck
generierte das Antidiabetikum mit dem hochsten Umsatz Sitagliptin im Vergleich zum antibiotischen
Pendant Ertapenem von 2008 bis 2012 den 7.5fachen Umsatz [18]. Der Anreiz fiir die Industrie sich
mit der Entwicklung neuer Antibiotika zu beschaftigen ist folglich gering, weil es aufwendig und wirt-
schaftlich nur wenig lukrativ ist. Inzwischen werden verschiedene Losungsansatze verfolgt, um dieses
Dilemma zu l6sen: bspw. Patentverlangerungen, Férderung der Zusammenarbeit innerhalb der In-
dustrie und mit Academia, neue Finanzierungsoptionen fiir Arzneimittel oder sogar 6ffentliche Finan-

zierung der Forschung [10, 15, 16, 19].

Ein Fokus bei der Erforschung von neuen Substanzen fiir die Antibiotikaentwicklung sollte folglich
darauf liegen, bei einer gut validierten Zielstruktur neue chemische Entitaten zu entwickeln, die nicht

von den Resistenzmechanismen der bekannten Antibiotika betroffen sind.
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1.1 Topoisomerasen

Die Lange der Desoxyribonukleinsdure (DNA) im Zellkern einer einzigen eukaryotischen Zelle kann
unverdrillt 2 m betragen [20]. Daher muss die DNA zur Aufbewahrung sehr kompakt gelagert wer-
den. Anderseits muss sie zur Erflllung ihrer Funktion abgelesen werden kénnen. Fir diese aufwendi-
ge Regulation der Topologie der DNA sind unter anderem DNA Topoisomerasen (im Folgenden To-
poisomerasen genannt) verantwortlich. Alle bekannten Zellen enthalten Topoisomerasen, da sie bei-
spielsweise essentiell flir die Transkription und Replikation sind [21]. Topoisomerasen werden in zwei
Hauptgruppen kategorisiert. Topoisomerasen Typ | verandern die Topologie durch einen Einzel-
strangbruch, bei Topoisomerasen Typ Il wird dies durch einen Doppelstrangbruch erreicht. Fiir beide
Typen gibt es noch verschiedene Subtypen von Topoisomerasen, die sich nochmals erheblich in der
Sequenz und dem Reaktionsmechanismus unterscheiden kdnnen, auf die in dieser Arbeit nicht alle
im Einzelnen eingegangen werden soll [22, 23]. Typ Il Topoisomerasen werden in zwei Subtypen ein-
geteilt Typ lla stellt dabei die groRere Gruppe dar und enthalt unter anderem die DNA Gyrase (im

Folgenden Gyrase genannt) sowie die DNA Topoisomerase IV (Topo IV).

Topoisomerasen haben viele Funktionen, die, wie oben beschrieben, fiir das Uberleben der Zelle
notwendig sind. Sie kdnnen Knoten in der DNA entfernen oder verknipfte ringférmige Plasmide von-
einander trennen (so genannte Decatenation). Weiterhin sind sie in der Lage sowohl negative wie
positive Supercoils in die DNA einzufiihren als auch supercoiled oder unter Spannung stehende DNA
wieder zu relaxieren (s. Abbildung 1.2). Diese teilweise gegensatzlichen Funktionen kénnen sich noch
innerhalb der Subtypen der verschiedenen Topoisomerasen unterscheiden, z. B. fiihrt die Gyrase
negative Supercoils ein und die Topo IV relaxiert die DNA wieder — beide gehdren zu den Topoisome-
rasen Typ lla (s. Abbildung 1.2). Verschiedene Topoisomerasen zeigen zusatzlich noch eine Praferenz
fir bestimme Reaktionstypen. Bspw. weist die Topo IV besonders hohe Aktivitdt bei der Decatenati-
on auf und ist flr eine schnelle Zellteilung wichtig [23]. Damit stellt die Regulation der DNA durch

Topoisomerasen ein kompliziertes Gleichgewicht her, das auch fiir den Zellzyklus wichtig ist.
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Abbildung 1.2 — Aufgaben der Topoisomerase. Verschiedene Topoisomerasen und ihre Funktion
sind entsprechend des Farbcodes (Mitte links) dargestellt. ATPabhangige Enzyme sind mit einem
Punkt markiert. Bei einem Sternchen konnen die Topoisomerasen die entsprechende Reaktion nur
bei einer Einzelstrang-DNA katalysieren. Abbildung mit Erlaubnis von ScHOEFFLER et al. aus [23].

- supercoiled + supercoiled

— Gyrase

Bei der Gyrase handelt es sich, wie oben beschrieben, um eine Topoisomerase Typ lla. Die Gyrase
kommt in allen Prokaryoten und bei einigen Eukaryoten vor. In menschlichen Zellen gibt es keine
Gyrase. Unter Hydrolyse von Adenosintriphosphat (ATP) fiihrt sie negative Supercoils in die DNA ein,
relaxiert positive Supercoils, kann Decatenation durchfilhren und Knoten entfernen. Bei hoher Span-
nung der DNA kann sie auch ohne ATP-Hydrolyse negative Supercoils relaxieren [24, 25]. In vivo steht
vor allem die Einfiihrung von negativen Supercoils im Vordergrund, da die Gyrase die einzig bekannte

Topoisomerase dafir ist. Ohne diese Funktion ist ein Bakterium nicht iberlebensfahig.

Fir die Funktionsweise der Gyrase ist das Verstandnis der Struktur essentiell (s. Abbildung 1.3). Die
prokaryotischen Gyrase ist ein Tetramer, das aus zwei Homodimeren besteht: zwei Gyrase Unterein-
heiten A (GyrA) und zwei Gyrase Untereinheiten B (GyrB). In Abbildung 1.3 ist der Aufbau und die
Struktur der Gyrase dargestellt. Wahrend der Katalyse wird ein DNA-Segment durch den Doppel-
strangbruch eines zweiten DNA-Segments gefiihrt. Das erstere DNA-Segment wird T-Segment, Trans-
ported Segment (engl. fiir ,transportiertes Segment”), das gespaltene DNA-Segment G-Segment,
Gate-Segment (engl. fur ,Tor-Segment“), genannt. Wahrend der Reaktion durchschreitet das T-

Segment drei Tore (engl. Gate).

Das erste Tor, das als N-Gate (N-terminale Ende der GyrB) bezeichnet wird, wird von der GHKL-

Domane und dem Transducer von zwei GyrB-Untereinheiten gebildet. Bei der GHKL-Domane handelt
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es sich um eine konservierte ATPase, die bei funktional sehr unterschiedlichen Enzymen auftritt: Gy-
rase, Heat Shock Protein 90, Histidinkinasen, MutL (ein DNA-Mismatch-Reparaturprotein) [26]. An

der GHKL schlie8t sich die Gbertragende Domaéne (Transducer) an (in Abbildung 1.3 beide orange).

GyrB GyrA
N-Gate DNA-Gate C-Gate
GHKL Transducer TOPRIM WHD Tower Coiled-Coil CTD
1 390 840 1 875

Abbildung 1.3 — Struktur der Gyrase. Oben: Einteilung der Domé&nen des Enzyms. N-Gate: N-terminales Tor,
DNA-Gate: Tor durch die DNA, C-Gate: C-terminales Tor; fur einzelne Domanen s. Text. Unten links: Schemati-
sche Darstellung der Struktur der Gyrase. Die Domanen sind in den Farben des oberen Schemas dargestellt.
(nach [27]). Unten rechts: Modell fur die Gesamtstruktur der Gyrase. PAPILLON et al. konnten mittels Kryo-
Elektronenmikroskopie die grau dargestellte Oberflache bestimmen und modellierten nachtraglich die Ab-
schnitte mit verschiedenen Rontgenkristallstrukturen in die Oberflache hinein (G-Segment ist griin dargestellt,
weitere Farben identisch zu den oben gezeigten Domanen) [28].
Die TOPRIM-Domane, eine konservierte Domédne der Topoisomerasen und Primasen, folgt dem
Transducer (in Abbildung 1.3 rot). Uber diese Domane interagiert die GyrB-Untereinheit wahrend der
Katalyse mit dem G-Segment und stabilisiert den Doppelstrangbruch der DNA. Weiterhin findet Gber

die Domane auch die Dimerisierung mit dem N-terminalen Ende der GyrA-Untereinheit statt.

Das N-terminale Ende der GyrA interagiert auch mit dem G-Segment. Wahrend der Spaltung ist das
G-Segment kovalent an einem konservierten Tyrosin in der WHD-Domane (Winged Helix Domdne)
gebunden (in Abbildung 1.3 tilrkis). Zusammen mit dem G-Segment formen die TOPRIM-, die WHD-
und die sich anschlieBRende Tower-Domane (engl. fir Turm) das so genannte DNA-Gate. SchliefRlich
bildet die Coiled-Coil-Doméne (engl. fur , Doppelwendel”), dies sind sich gegenseitig umwindende
a-Helices, das C-Gate (in Abbildung 1.3 blau). Uber das C-Gate wird das T-Segment nach der Katalyse
wieder freigegeben. Bei der CTD (C-terminalen Domane) handelt es sich um B-Faltblatter, die sich
windradartig anordnen (B-Pinwheel; in Abbildung 1.3 magenta). Um dieses schlingt sich wahrend der

Katalyse das G-Segment (in Abbildung 1.3 unten rechts griin).

Der vollstandige Reaktionsmechanismus der Gyrase und der Topoisomerasen Typ Il ist noch immer

nicht aufgeklart. In den letzten Jahren konnten jedoch durch verschiedene Methoden wie Rontgen-
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kristallographie [29, 30], Forster-Resonanzenergietransfer (FRET) [27, 31, 32], Kryo-
Elektronmikroskopie [28] oder Réntgenkleinwinkelstreuung (SAXS) [33] immer genauere Einblicke in
den Mechanismus gewonnen werden.

In Abbildung 1.4 ist die Katalyse schematisch

dargestellt. Zunachst bindet das G-Segment G segment
an die Gyrase (1, s. Abbildung 1.4). Das G- l

T segment

} — DNA gate

Segment windet sich um die CTD (in der
Abbildung nicht dargestellt) und das T- 6 el 5 AT N gate
Segment wird liber das G-Segment gefiihrt

(2). ATP bindet und die GyrB-Untereinheiten

dimerisieren am N-terminalen Ende; das N-

Gate schlieBt sich. Gleichzeitig 6ffnet sich 2AD
das DNA-Gate, dabei wird auch das G- P

Segment gespalten. AnschlieBend wird das
T-Segment durch das G-Gate gefiihrt (3).

Das DNA-Gate schliel8t sich, moglicherweise

unter ATP-Hydrolyse, und das C-Gate wird

Abbildung 1.4 — Schematische Darstellung des Mechanismus der
Katalyse. Die GHKL- und Transducer-Domane sind gelb, die
TOPRIM-Domane orange und die GyrA-Untereinheit blau darge-
stellt. Erklarung s. Text. Abbildung mit Erlaubnis von BATEs et al.

des C-Gates befindet sich der DNA-Enzym-  aus [34].

geoffnet (4). Nach Freisetzung des ADPs

unter Offnung des N-Gates und SchlieRen

Komplex wieder im Ausgangszustand (1). Das G-Segment kann freigesetzt werden oder der Zyklus
lauft erneut ab [27]. Essentiell fiir diese Reaktion ist unter anderem die Bindung von ATP in Schritt 3,
die zum SchlieRen des N-Gates und zur Offnung des G-Gates fiihrt [34, 35]. Wird die Bindung von ATP
gehemmt wird der ganze Mechanismus unterbrochen und die Topologie der DNA kann nicht mehr
durch die Gyrase reguliert werden. Dies fuihrt letztendlich zum Tod der Zelle [36]. Bisher konnte aber
noch nicht abschliefend geklart werden, warum Topoisomerasen Typ |l iberhaupt die Energiezufuhr
in Form von ATP bendtigen. Bis auf die Einflihrung von negativen Supercoils in die DNA durch die
Gyrase sind alle anderen katalysierten Reaktionen energetisch gilinstig und bendtigen keine ATP-
Hydrolyse. Die meisten Topoisomerasen Typ | benétigen fir dhnliche Reaktion kein ATP (s. Abbildung
1.2 auf S. 5). Mogliche Erklarungen lieferten BATES et al. [34], die den Hauptgrund in der Kontrolle der
Protein-Protein-Interaktion und damit der Vermeidung von unkontrollierten Doppelstrangbriichen

sehen.

Die Gyrase besitzt also die einzigartige und fiir Bakterien essentielle Eigenschaft negative Supercoils
in die DNA einzufiihren. Gleichzeitig gibt es in menschlichen Zellen kein vergleichbares Enzym, das

diese Funktion Gbernimmt oder strukturell mit der Gyrase verwandt ist [36]. Damit stellt die Gyrase
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im Allgemeinen und die ATP-Bindestelle im Speziellen eine wichtige Zielstruktur fiir Antibiotika dar.
Im Folgenden werden kurz die nicht ATP-kompetitiven Gyrase-Hemmstoffe vorgestellt, die eine klini-
sche Relevanz besitzen. Die ATP-kompetitiven Inhibitoren werden ausfihrlich in Abschnitt 1.3 auf

S. 14 vorgestellt.

Die bekanntesten Gyraseinhibitoren der GyrA-Untereinheit sind die
Fluorchinolone (s. Abbildung 1.5). Sie stabilisieren den DNA-Gyrase- FMO
Komplex. Sie binden in der Region des Doppelstrangbruches des G- H@ l

Segments und fiihren zur Einfrierung des Komplexes. Letztendlich

1
wird die Aktivitat der Gyrase gehemmt, die DNA segmentiert und  Abbildung 1.5 — Ciprofloxacin. Ein

Vertreter der Fluorchinolone.
das Bakterium stirbt [37]. Aufgrund des groRen Erfolgs von Fluor-
chinolonen wurden Strukturvariationen schon sehr intensiv erforscht — sowohl um Resistenzmecha-
nismen zu umgehen als auch um das Spektrum zu erweitern. Moglicherweise sind fir diese Antibioti-
kum-Gruppe die Grenzen der Optimierung erreicht [36]. Insbesondere die Resistenzentwicklung

nimmt, wie bei allen Antibiotika-Klassen (s. auch Resistenzentwicklung auf S. 2), dramatisch zu [38].

2010 konnten die Mitarbeiter von GlaxoSmithKline eine neue Bin-

dungsstelle flir Gyrasinhibitoren entdecken, die sich in der Ndhe der HN /N_\ 0
Bindungsstelle der Fluorchinolone befindet, aber nicht mit dieser tiber- @
schneidet [39]. Der Wirkungsmechanismus unterscheidet sich auch N
deutlich zu den Fluorchinolonen, auch wenn die Bindung ebenfalls an o N,_?N 0
dem DNA-Gyrase-Komplex stattfindet. Vermutlich fihrt diese neue UNj
Klasse von Gyraseinhibitoren zu Einzelstrangbriichen in der DNA. Diese 2

Abbildung 1.6 — GSK2140944.
Klinischer Kandidat eines NBTIs
von GlaxoSmithKline.

Gruppe wurde Novel Bacterial Topoisomerase Inhibitors (NBTI) ge-
nannt. Sie stellt ein gutes Beispiel dafiir dar, dass noch langst nicht alle
Wirkmechanismen fiir die Inhibition der Gyrase bekannt sind und betont die Wichtigkeit der mecha-
nistischen Aufklarung der katalytischen Reaktion. Diese Entdeckung ermdéglichte die Entwicklung
zahlreicher weiterer potentieller Kandidaten fiir Antibiotika [40—-42]. Mit GSK2140944 gibt es von

GlaxoSmithKline seit 2015 auch einen Kandidaten in der klinischen Priifung [43].

Diese zwei Klassen von Gyrasinhibitoren stellen nur einen kleinen Auszug von den bekannten
Wirkmechanismen dar. Neben diesen Klassen gibt es noch zahlreiche niedermolekulare
(Natur-)Stoffe mit &hnlichen oder anderen Wirkmechanismen und auch bisher unerwédhnte
hochmolekulare Inhibitoren (z. B. Proteine), die die Gyrase inhibieren [36]. Allerdings wurde aus

keinem dieser Strukturen bisher ein klinischer Kandidat oder Arzneistoff entwickelt.
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1.2 Strukturbasierte Leitstruktursuche
— Leitstruktur

Im Rahmen dieser Arbeit soll eine strukturbasierte Leitstruktursuche durchgefiihrt werden. Der Be-
griff der , Leitstruktur” (engl. lead oder lead compound) wird in der Literatur hdufig verwendet, ohne
dass dieser definiert wird. KLEBE beschreibt eine Leitstruktur als eine Substanz, die bereits eine biolo-
gische Wirkung besitzt, aber noch kein Wirkstoff ist, da wichtige Eigenschaften fehlen, z. B. Selektivi-
tat oder Wirkstarke. Essentiell hingegen ist fur die Leitstruktur, dass sie noch weiter chemisch variiert
und optimiert werden kann [44]. Dies sind deutlich weniger Anforderungen an eine Leistruktur, als
nach der Meinung von OPREA et al. von AstraZeneca erfiillt werden missen: einfache chemische
Struktur, die fir kombinatorische oder medizinisch chemische Optimierungen gut zuganglich ist, Mit-
glied in einer gut untersuchten und nachvollziehbaren Struktur-Wirkungsbeziehungen (SAR), giinstige
Patentlage und gute ADME-Eigenschaften’ [45]. Der Begriff der Leitstruktur kann also abhéngig von
der Perspektive und der Zielsetzung unterschiedlich definiert werden. Eine allgemeingililtige Formu-

lierung fir eine Leitstruktur lautet nach VALLER et al. folgendermalen [46]:

,A representative of a compound series with sufficient potential (as measured by
potency, selectivity, pharmacokinetics, physicochemical properties, absence of to-

xicity and novelty) to progress to a full drug development programme.”

Eine Leitstruktur ist folglich ein Reprasentant einer Substanzserie mit ausreichend Potential, um fir
die Entwicklung eines Arzneistoffs verwendet zu werden. Dabei kann das Potential je nach Perspekti-
ve unterschiedliche Anforderungen beinhalten: Synthetische Variationen und SAR nehmen dabei
eine Schllsselrolle ein. Pharmakokinetik, Selektivitat, Toxizitdt, physikochemische Parameter oder
Neuheit sind Beispiele fiir Eigenschaften, die fallbezogen bedeutend sein knnen. Im Rahmen dieser

Arbeit wird Folgendes von einer Leitstruktur erwartet:

1. Bei der Leitstruktur soll es sich um eine neue chemische Entitat handeln, die noch
nicht als Inhibitor der ATPase der Gyrase beschrieben wurde.

2. Die Leitstruktur soll nachvollziehbare SAR-Eigenschaften besitzen.

3. Die Leitstruktur soll synthetisch gut erschlieBbar und modifizierbar sein.

4. Die Leitstruktur soll zu einem oral verfiigbaren Wirkstoff weiterentwickelt werden

kénnen.

i ADME-Eigenschaften beschreiben die Pharmakokinetik eines Wirkstoffes in vivo: Absorption, Distribution,
Metabolisierung, Exkretion.
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— Leitstruktursuche

Die Suche nach einer Leitstruktur kann auf verschiedenen Wegen erfolgen. In der Vergangenheit
wurden Leitstrukturen durch Erfahrungen, Beobachtungen oder auch Zufallsentdeckungen entwi-
ckelt. Dabei spielten vor allem Naturstoffe eine groRe Rolle. Inhaltsstoffe von Pflanzen (z. B. Morphin,
Papaverin, Cocain), von Mikroorganismen produzierte Substanzen (z. B. Penicillin, Tetracyclin, Er-
gotamin) oder auch Substanzen tierischen Ursprungs (z. B. Teprotid (Schlangengift und Leitstruktur
der ACE-Hemmer), Hirudin) waren und sind wichtige Quellen fir Leitstrukturen. Weitere Ausgangs-
strukturen stellen endogene Substanzen (z. B. Adrenalin, Insulin) dar, die im menschlichen Korper
eine wichtige physiologische Rolle besitzen. Dabei gab es sowohl sehr systematische Ansadtze, wie
beim Teprotid, als auch reine Zufallsbeobachtungen, wie beim Penicillin, die zur Entdeckung von
neuen Leitstrukturen und Arzneistoffen fiihrten [44]. In den 90er Jahren des letzten Jahrtausends
etablierten sich durch zunehmende Automatisierbarkeit und Miniaturisierung biologischer Assays
High-Throughput-Screenings (HTS). Bei diesen werden in automatisierten Prozessen bis zu mehrere
100,000 Substanzen gegen eine Zielstruktur getestet (so genanntes Screening) [47, 48]. Kann die
beim Screening gefundene Aktivitat validiert werden, ist eine Hit-Struktur (oder einfach Hit) gefun-
den. Ein Hit besitzt damit zunachst nur die nachgewiesene Aktivitat gegeniiber der getesteten Ziel-
struktur. In weiteren Schritten, z. B. chemische Variationen des Hits, Anpassung der physikochemi-
schen Eigenschaften, kann daraus eine Leitstruktur mit den gewinschten Eigenschaften (s. 0.) gene-
riert werden [44, 46, 49]. Die hohen Erwartungen durch die systematische und griindliche Suche,
neue und hochpotente Leitstrukturen zu finden, konnten jedoch nicht erfillt werden: Trotz intensi-
ver Bemiihungen konnte die Anzahl an neuen chemischen Entitaten bei zugelassenen Arzneimitteln
zwischen 1990 und 2000 nicht erhoht werden [49]. Einen weiteren Meilenstein stellte die Struktur-
aufklarung der Zielstrukturen durch Réntgenkristallstrukturen oder auch Kernspinresonanz (NMR)

dar [50]. Dies ermoglichte die strukturbasierte Leitstruktursuche.
— Strukturbasierte Leitstruktursuche

Bei der strukturbasierten Leitstruktursuche werden die strukturellen Informationen der Zielstruktur
(engl. Target) verwendet, um eine Leitstruktur zu entwickeln. Die zusatzlichen Informationen und
Erkenntnisse aus den Strukturinformationen fuhren dazu, dass, anders als bei klassischen HTS-
Ansatzen, nicht zufallsbasiert nach neuen Hits gesucht wird, sondern durch computerbasierte Me-
thoden [51, 52] gerichtet Substanzen zur biologischen Testung ausgewahlt und optimiert werden. Die
Durchfiihrung wurde in der Literatur bereits ausfthrlich diskutiert [50, 53-57]. Im Folgenden soll der

darauf basierende Ablauf, der in dieser Arbeit verwendet wurde, dargestellt werden.
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Abbildung 1.7 — Der zyklische Ablauf einer strukturbasierten Leitstruktursuche. Zundchst muss eine validierte Zielstruktur
vorliegen und deren strukturellen Eigenschaften analysiert werden. Der Zielsetzung entsprechend wird eine Substanzbibli-
othek erzeugt und ein virtuelles Screening (Virtual Screening) durchgefiihrt, um potentielle Hits anzureichern. In weiteren
Nachprozessierungsschritten werden die gescreenten Substanzen weiter gefiltert und priorisiert. Die schlieBlich beschaff-
ten Substanzen kénnen abschlieBend getestet werden. Mithilfe der gewonnen experimentellen Ergebnisse kann der ge-
samte Prozess evaluiert und ein neuer Zyklus gestartet werden.

In Abbildung 1.7 ist der schematische Zyklus der strukturbasierten Leitstruktursuche dargestellt. Zu
Beginn dieser muss eine genaue Analyse der Zielstruktur stattfinden. Dies beinhaltet auch die Vali-
dierung der Zielstruktur. Nach einer erfolgreichen Validierung kann mit der Analyse der dreidimensi-
onalen Proteinstrukturen begonnen werden. In der ,,Protein Data Bank" [58] befinden sich 6ffentlich
zugangliche Rontgenkristallstrukturen. In dieser sind z. B. auch Réntgenkristallstrukturen der ATPase
der Gyrase enthalten. Diese Strukturen kénnen allerdings nicht ohne weitere Bearbeitung weiter-
verwendet werden. Zum einen sind Wasserstoffatome zu klein, als dass sie regelmaRig in der
Rontgenkristallographie bestimmt werden kénnen. Daher missen diese nachtraglich hinzugefiigt
werden. Dies ist fiir die meisten Aminosauren und Liganden unproblematisch. Aufwendiger wird dies,
wenn verschiedene Tautomere moglich sind (z. B. bei Histidin). Zusatzlich kénnen saure oder basi-
sche Funktionen (z. B. bei Asparaginsdure oder Lysin) in Abhadngigkeit ihrer Umgebung geladen oder
ungeladen vorliegen. Des Weiteren ist die Elektronendichte, die bei der Rontgenkristallographie be-
stimmt wird, von Hydroxyl- und Amino-Gruppen sehr dhnlich. Daher muss auch die Orientierung der
Amide (bspw. bei Asparagin oder Glutamin) untersucht werden. Die gleichen Entscheidungen mussen
auch jeweils bei dem cokristallisierten Liganden getroffen werden. Schliellich kénnen auch noch
Atome, Seitenketten oder ganze Aminosauren experimentell nicht bestimmt worden sein. Diese
miissen, wenn sie einen Einfluss auf die Bindung von Liganden besitzen, ebenfalls modelliert werden.

Erst mit der komplettierten Struktur kann in der Folge eine genaue Analyse der Bindetasche erfolgen.

11
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Bei dieser werden die Interaktionen von einem oder mehreren Liganden mit dem Protein untersucht.
Dadurch kénnen Schliisselinteraktionen, die ein neuentwickelter Ligand besetzen soll, festgelegt
werden oder auch Bereiche in der Bindetasche bestimmt werden, die zusatzlich oder nicht mehr
belegt werden sollen. Ebenfalls von Bedeutung sind Wassermolekiile, die an der Bindung von Ligan-
den beteiligt sind. Aufgrund gegensatzlicher energetischer Einfliisse in der freien Bindungsenthalpie
kann die Verdrangung oder die Konservierung von Wasser vorteilhaft sein (s. auch Abschnitt 2.3 auf
S. 47). Obwohl viele dieser Arbeitsschritte zum standardmaRigen Vorgehen bei der Proteinvorberei-
tung gehoren, sind sie und das Verstandnis der Protein-Ligand-Interaktion von elementarer Bedeu-

tung fir den gesamten Ablauf.

Im nachsten Schritt wird die Substanzbibliothek erzeugt (,Erzeugung der Bibliothek”; s. Abbildung
1.7). Die Zusammensetzung dieser Bibliothek ist vom gesamten Prozess abhangig. Fir die Durchfiih-
rung muss die Bibliothek von allen verwendeten Computermethoden prozessierbar sein, z. B. muss
die Anzahl der Substanzen bearbeitbar sein. Selbstverstandlich sollten auch nur Substanzen gescre-
ent werden, die flir eine Testung auch beschafft (s. u.) und untersucht werden kdénnen, z. B. besitzen
Saurehalogenide eine zu hohe Reaktivitdt, um in einem enzymatischen Assay untersucht werden zu
kénnen. Von elementarer Bedeutung sind aber auch die Anforderungen an die Leitstruktur. Wahrend
bei einem Hit zunachst primar die biologische Aktivitdt im Vordergrund steht, soll aus diesem schliel3-
lich die Leitstruktur entwickelt werden (s. Leitstruktursuche auf S. 10). Dieser Prozess kann verein-
facht werden, indem schon bei der Erstellung der Substanzbibliothek die Anforderung an die Leit-
struktur bericksichtigt und Substanzen mit fiir die Optimierung unglinstigen Eigenschaften entfernt

werden.

Beim virtuellen Screening (s. Abbildung 1.7 Virtual Screening) wird schlieflich der Screening-Prozess,
welcher beim HTS in vitro stattfindet, in silicio durchgefiihrt. Bei diesem Vorgang wird versucht, vor-
herzusagen, ob und wie gut eine Substanz in der Zielstruktur bindet. Dies wird im Allgemeinen mithil-
fe eines Dockings (s. auch Abschnitt 4 auf S. 79) durchgefiihrt. Dabei kénnen auch sehr groRe Sub-
stanzbibliotheken mit mehreren Millionen Substanzen gescreent werden. Dieses Vorgehen wird dann
in Analogie zum HTS als HTvS (High-Throughput virtual Screening) bezeichnet. In diesem Schritt wer-

den also die Informationen aus der Analyse der Zielstruktur mit der Substanzbibliothek vereinigt.

Bei der Nachprozessierung (engl. Postprocessing; s. Abbildung 1.7) werden die aus dem virtuellen
Screening gewonnen Ergebnisse weiter evaluiert. Dabei handelt es sich nicht um klar definierbare
Schritte, vielmehr kénnen nahezu alle Methoden des Molecular Modellings verwendet werden, die
eine Priorisierung von Protein-Ligand-Komplexen erlauben (z. B. Scoring-Funktionen, Molekiildyna-
mik-Simulationen). Es ist sogar moglich, ein erneutes Docking, wie beim Schritt zuvor, durchzufiihren
(s.0.). Im Allgemeinen besteht das sukzessive Vorgehen darin, die zuvor sortierten Substanzen zu

filtern und mit aufwendigeren sowie genaueren Methoden neu zu bewerten und zu sortieren, um die
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1.2 Einleitung und Zielsetzung

Substanzen erneut zu filtern usw. Die Anzahl der zu durchlaufenden Postprocessing-Zyklen, hangt
sehr stark vom Gesamtprozess ab. Die Glite des virtuellen Screening, die GroRe der Substanzbiblio-
thek und auch die Anzahl der zu testenden Substanzen sind die mafigeblich beeinflussenden Parame-

ter.

Steht die Auswahl der Substanzen fest, missen diese im nachsten Schritt noch beschafft werden (s.
Abbildung 1.7). Dies kann bspw. durch Synthese oder den Erwerb der Substanzen geschehen. Der
geplante Beschaffungsweg ist von hoher Bedeutung fiir den Gesamtprozess und muss schon bei der

Erstellung der Substanzbibliothek bericksichtigt werden.

Durch die biologische Testung (s. Abbildung 1.7) wird schlieRlich ermittelt, ob es sich bei den ausge-
wahlten Substanzen um Hits handelt. Dabei werden in der Regel zunachst alle erworbenen Substan-
zen bei einem Konzentrationsniveau getestet. Zeigt eine Substanz in dem ersten Assay ihre vorherge-
sagt Aktivitat, ist die Substanz jedoch nicht automatisch ein validierter Hit. Abhangig von der Assay-
Methode kann die Testsubstanz den Assay beeinflussen, z. B. durch Eigenfluoreszenz oder Inhibition
weiterer beteiligter Enzyme (s. auch Abschnitt 6 auf S. 151). Bei HTS-Kampagnen ist die hohe falsch-
positiv Rate bei dem initialen Assay schon ldnger bekannt [59]. Uber diese wurde auch bereits beim
virtuellen Screening berichtet [60]. Daher sollte jeder initiale Hit zumindest durch einen orthogona-
len Assay validiert werden. Orthogonal bedeutet in diesem Zusammenhang, dass der Assay auf ei-
nem anderen Messprinzip basiert und daher moéglichst nicht durch die gleiche Eigenschaft der falsch-
positiven Substanz beeinflusst wird. Bspw. kann bei einem Assay fir einen lonenkanal eine fluores-
zenzbasierte Methode und zur Validierung eine auf dem elektrochemischen Membranpotential ba-

sierende Methode orthogonal dazu verwendet werden.

Zum Abschluss des Zyklus findet die Evaluierung (s. Abbildung 1.7) statt. Bei dieser sollten einerseits
die kritischen Schritte der Prozess selbst und andererseits die Ergebnisse, also die gefundenen Hits,
bewertet werden. Fiir das Verstandnis des Prozesses ist es wichtig, herauszufiltern, ob die getroffe-
nen Annahmen wahrend des Durchlaufs korrekt waren. Das kdnnen Entscheidungen von Protonie-
rungszustanden im Protein, Bindungshypothesen, Eigenschaften der Substanzbibliothek, die Wahl
des Screening Tools usw. sein. Diese Analyse ist wichtig, um herauszufinden, wo die ,Fallstricke” im
Prozess liegen. Da der Prozess zyklisch ablauft, werden diese Informationen bendétigt, um den erneu-
ten Durchlauf zu verbessern. Die Hit-Strukturen stellen bei diesem Zyklus die Ausgangsergebnisse fiir
den erneuten Durchlauf dar. Daher sollte eine genaue Analyse bspw. den méglichen Bindungsmodus

und die Erweiterungsmoglichkeiten untersuchen.

Nach der Evaluierung findet ein erneuter Durchgang des Zyklus statt. Dabei wird prinzipiell der glei-
che schematische Prozess durchlaufen, die Methoden kénnen aber sehr verschieden sein: z. B. wird

keine grolRe Substanzbibliothek erstellt, sondern es findet eine Erstellung von Bibliotheken analoger
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1.3 Einleitung und Zielsetzung

(oder strukturell ahnlicher) Substanzen um die Hitstrukturen statt. Es werden also die Ergebnisse der
Evaluierung benétigt, um den Gesamtprozess fortzufiihren. Dieser Kreisprozess kann beliebig haufig
iterativ durchlaufen werden, bis eine Leitstruktur mit den gewilinschten Eigenschaften gefunden

wird.

1.3 Kompetitive Inhibitoren der ATPase der GyrB-
Untereinheit

— Naturstoffe

Zu den ersten erforschten Inhibitoren der ATPase-Untereinheit der Gyrase gehorten die Naturstoffe
(s. Abbildung 1.8). Novobiocin (3) ist ein antibakteriell wirkendes Amincoumarin, welches von be-

stimmten Streptomyces-Arten produziert wird.
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Abbildung 1.8 — Vertreter bekannter Naturstoffe von kompetitiven Inhibitoren der ATPase der GyrB-Untereinheit.

Obwohl Novobiocin (3) schon in den 1950ern als Antibiotikum klinisch eingesetzt wurde, konnte erst
1996 mithilfe von Réntgenkristallstrukturanalyse der Wirkungsmechanismus, die kompetitive Inhibi-
tion der ATP-Bindungsstelle, abschlieRend geklart werden [61]. Aufgrund seiner schlechten Aktivitat
gegenilber gram-negativen Bakterien, Zytotoxizitdt gegeniiber menschlichen Zellen und schlechter
pharmakokinetischer Eigenschaften war Novobiocin (3) in der klinischen Anwendung jedoch nicht
erfolgreich [36] und ist in Deutschland nicht zugelassen. Dennoch stellt Novobiocin (3) damit den
Proof of Concept dafiir dar, dass ein ATP-kompetitiver Mechanismus der Gyrasehemmung klinisch
angewendet werden kann. Zur Optimierung der pharmakologischen und pharmkokinetischen Eigen-
schaften von Novobiocin (3) werden auch weiterhin neue Derivate dieses Aminocumarins erzeugt

und getestet, bspw. durch Mutasynthese [62—64] oder chemische Modifikationen [65].
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1.3 Einleitung und Zielsetzung

Zusatzlich zu den Aminocumarinen gibt es weitere Naturstoffen, die die ATPase ebenfalls kompetitiv
hemmen, aber noch keine klinische Anwendung gefunden haben. Neben strukturell verwandten
Substanzen, z. B. Coumermycine (4), gibt es auch kleine Peptide wie Cyclothialidine (5). Cyclothialidi-
ne (5) zeigen eine gute, selektive Hemmung in vitro, weisen aber nahezu keine Wirkung bei lebenden
Bakterien, also in vivo, auf. Weiterhin sind sie aufgrund ihrer strukturellen Eigenschaften pharmako-
kinetisch sehr unglinstig: Sie wiirden im menschlichen Kérper schlecht resorbiert und schnell meta-
bolisiert werden [36, 66]. 2011 entdeckte die Firma Merck einen neuen Naturstoff, Kibdelomycin (6),
und konnte die Bindung in der ATPase-Tasche der Gyrase mit einer Rontgenkristallstruktur nachwei-
sen. Diese Struktur ist ebenfalls ein kompetitiver Inhibitor von ATP, weist aber einen einzigartigen

und bisher nicht bekannten Bindungsmodus auf [67, 68].

Zusammenfassend stellten die Naturstoffe die Grundlage fiir die Entwicklung von Inhibitoren der
ATPase der GyrB-Untereinheit dar. Zum einen konnten mit ihrer Hilfe der Wirkmechanismus und
damit die potentielle Zielstruktur fiir neue Wirkstoffe bestimmt werden. Zum anderen validierte der
Einsatz von Novobiocin (3) in der Therapie die Anwendbarkeit dieses Wirkprinzips. Weiterhin fiihrte
die strukturelle Aufklarung des Bindungsortes, insbesondere durch Rontgenkristallstrukturen der
verschiedenen Protein-Naturstoff-Komplexe, zur Entwicklung zahlreicher neuer synthetischer Sub-
stanzen (s. u.). Dabei ist davon auszugehen, dass noch langst nicht alle Naturstoffe entdeckt worden
sind, die diesen oder einen ahnlichen Wirkmechanismus besitzen. Kibdelomycin (6) ist ein gutes Bei-
spiel dafiir, wie mit neuen Naturstoffen weitere Erkenntnisse lber die Zielstruktur gewonnen werden

kénnen.
— Synthetische Inhibitoren

Die systematische Entwicklung von synthetischen Inhibitoren der ATPase-Untereinheit der Gyrase
wurde vor allem durch die Rontgenkristallstrukturen von Naturstoffen (bspw. Novobiocin-GyrB-
Komplex von 1997 [69]) und physiologischen ATP-Derivaten (ANP-GyrB-Komplex von 2000 [35]) er-
moglicht. Im Folgenden wird ein kurzer Uberblick tiber die verschiedenen gefundenen Substanzklas-
sen gegeben. Dabei liegt der Fokus auf der verwendeten Methodik und den Strukturklassen. Fiir eine
detailliertere Darstellung wird auf die zwei Reviews von TOMASIC et al. [70] und MAYER et al. [66] ver-

wiesen."

Allgemein lassen sich die bisherigen systematischen Entwicklungen in fragmentbasierte und HT(v)S-
Ansatze einteilen. Bei den fragmentbasierten Ansatzen werden kleine Fragmente gesucht, die zu-
meist nur eine schwache und unselektive Bindung in der Zielstruktur aufweisen. Im weiteren Verlauf

werden die Fragmente Schrittweise zu einer Leitstruktur (s. auch Leitstruktur auf S. 9) aufgebaut [71].

"Diese Arbeit wurde im Frihjahr 2011 begonnen. Um den damaligen Kenntnisstand zu verdeutlichen, sind fiir
die verschiedenen Entwicklungen die jeweiligen Jahreszahlen angegeben. Erkenntnisse aus neueren Veroffent-
lichungen wurden im Verlauf der Arbeit, soweit wie mdglich, bertcksichtigt.
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1.3 Einleitung und Zielsetzung

Der Vorteil bei diesem Verfahren besteht darin, dass die Substanz noch weitreichend an die Bindeta-
sche angepasst werden kann. Wahrend der Optimierung kann dabei noch Riicksicht auf die physiko-
chemischen Eigenschaften der Substanz genommen werden. Die Substanz kann insgesamt flexibler
optimiert werden, als dies mit Hits bei HTS moglich ist. Die Nachteile liegen in einem deutlich groRe-
ren Aufwand. Die Fragmente mussen zundchst eine gute Loslichkeit im Assay aufweisen, da sie in
hoheren Konzentrationen getestet werden. Weiterhin ist die Optimierung sehr aufwendig: Es miissen
Schrittweise meist eine Vielzahl von Variationen synthetisiert werden, um die Auswirkungen der Va-
riationen zu verstehen und die besten Optimierungen durchzufihren. Zusatzlich ist ein genaues Ver-
standnis des Bindungsmodus notwendig, um die Strukturen systematisch zu verbessern. Dies setzt
experimentell aufwendige Methoden, meist Rontgenkristallstrukturanalysen, voraus [71]. Die Suche
nach neuen Fragmenten kann ebenfalls mit computergestiitzten Methoden durchgefiihrt werden.
Daflr konnen die zu testenden Fragmente, wie bei der strukturbasierten Leitstruktursuche (s. S. 10),

mithilfe eines fragmentbasierten virtuellen Screening bestimmt werden [72].
— Synthetische Inhibitoren: Fragmentbasierte Ansatze

Die Firma Hoffman-La Roche fiihrte im Jahr 2000 ein fragmentbasiertes virtuelles Screening durch,
nachdem ein fragmentbasiertes experimentelles Screening nicht erfolgreich war [73]. Daflir wurde
ein virtuelles Screening von Molekilen mit einem Molekulargewicht von unter 300 Da durchgefiihrt
und die Hits anschlieBend getestet und validiert. Dabei wurde eine Vielzahl interessanter Fragmente
identifiziert. Bemerkenswert ist, dass viele der dort gefunden Fragmente, bspw. Carbamate, Pyr-
rolpyrimidine oder Pyrazole, spater bei anderen Leitstruktursuchen wieder auftreten. Aus einem der
Fragmente, dem 3-Phenyl-1H-indazol (7), wurde schlieRlich ein potentes Indazolderivat (8) entwickelt
(s. Abbildung 1.9) [73]. Die Firma Dainippon optimierte diese Indazolderivate 2004 mithilfe intensiver

SAR-Studien zu Substanzen (bspw. 9), die auch in vivo gute Aktivitaten zeigten [74].

7 8 9

Abbildung 1.9 — Entwicklung verschiedener Indazolderivate aus dem Fragment 7, welches bei einem
fragmentbasieren Screening entdeckt wurde [73].
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Von der Firma Hoffman-La Roche wiede- H OH o
rum wurde 2007 ein zweites Fragment /EIO/H ‘ /©:<<N /:‘\
(10, s. Abbildung 1.10) weiterentwickelt. . \©\CI (|) Br O
Dafur wurden die Erfahrungen aus den 10 11

Abbildung 1.10 — Weiterentwicklung des Phenolderivat 10, welches

SAR-Eigenschaften und Kristallstrukturen bei einem fragmentbasieren Screening entdeckt wurde [73, 75].

der Cyclothialidine und Aminocumarine

genutzt [75].

2012 fuhrte die Firma AstraZeneca ei- \_H
X o]
nen &hnlichen Ansatz durch: Zundchst NN Q!
q | ES 0 = N OH
wurde mit einem fragmentbasierten & N~N | N7
§\ /
virtuellen Screening nach neuen Struk-

turen gesucht. Anschliefend wurde das 12 13

Abbildung 1.11 - Hitstruktur (12) in einem fragmentbasierten virtuel-

fundene Azaindolderiv 12, s. Ab-
gefundene aindolderivat (12, s b len Screening und die optimierte Substanz (13).

bildung 1.11) schlieBlich weiter opti-
miert. Dabei wurde mithilfe von Rontgenkristallstrukturen und SAR-Analysen eine neue potente

Stoffklasse (13) entwickelt [76].

Die Firma AstraZeneca fuhrte 2012 auch ein rein experimentelles fragmenbasiertes Screening durch
und entdeckte dabei unter anderem Pyrrolester (14), die wiederum mithilfe von Kristallstrukturen
und SAR-Analysen zu Pyrrolamiden weiterentwickelt wurden (s. Abbildung 1.12). Die Substanz 15
konnte in der Folge auch erfolgreich in einem Maus-Modell einer Infektion mit Streptococcus pneu-
moniae angewendet werden [77, 78]. Diese Substanz konnte von AstraZeneca 2014 erfolgreich zu
einem Pyrrolamid (16) weiterentwickelt werden, das auch in einem Maus-Modell einer Mycobacteri-
um tuberculosis (M. tuberculosis)-Infektion Aktivitat zeigte [79, 80]. Dies ist ein Beispiel dafir, dass
die Gyrase eine gute Zielstruktur fir die Entwicklung von Antibiotika fiir sehr unterschiedliche Spezies

darstellt.

] OH ?
H O - 54§L " oO/ s OH
\@/MO/\ H O/CN/QN\ N CN/Q|\I{(/N~N/
H H N
a ¢ er

14 15 16

Abbildung 1.12 - Entwicklung von Pyrrolamiden. Das gefundene Fragment (14) wurde zu in unterschiedlichen Spezies
aktiven Inhibitoren (15 und 16) weiterentwickelt.

Wahrend der Untersuchung vom marinen Alkaloid Hymenidin 17 (s. Abbildung 1.13) fiel TOMASIC et
al. 2015 die Ahnlichkeit dieser Verbindungen zu den zuvor beschriebenen Pyrrolamiden auf (s. Abbil-
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1.3 Einleitung und Zielsetzung

dung 1.12) [81]. Daher untersuchten sie ihre synthetisierten Analoga auf ihre inhibitorische Wirkung
gegenlber der ATPase der Gyrase. Durch intensive SAR und Dockingexperimente konnte schlieBlich
die Substanz 18 mit guter Aktivitat entwickelt werden. In einem weiteren Schritt konnte mithilfe

strukturbasierter Methoden diese noch weiter zur Substanz 19 verbessert werden [82].

OH HO
NH, O%\Fo
NA O)/\\
N HN N
/) VN H
NH
0 NH o NH 0
S S =~
HN_ HN : HN_
Br Br 8 Br
Br r
Hymenidin
18 19
17

Abbildung 1.13 - Entwicklung von neuen Pyrrolamiden aus dem maritimen Alkaloid Hymenidin.

In einem fragmentbasierten kristallographischen Screening fand die Firma Trius Therapeutics 2013
Pyrrolpyrimidine (20) und entwickelte diese weiter (21; s. Abbildung 1.14) [83]. Durch weiterfiihren-
de Untersuchungen der SAR mithilfe von Rontgenkristallstrukturen konnten neue Substanzen mit
einem groReren antibakteriellen Spektrum entwickelt werden. Dabei wurde die Grundstruktur zu

einem tricyklischen System (22) erweitert [84].

20 21 22
Abbildung 1.14 — Das von Trius Therapeutics gefundene Fragment (20) wurde lber 21 zu einer tricyclischen Substanz (22) mit
einem breiten antibakteriellen Spektrum weiterentwickelt.
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— Synthetische Inhibitoren: High Throughput (virtual) Screenings (HT(v)S)

In einem HTS fand die Firma Vertex Pharmaceuticals 2008 OH
ein Benzimidazolcarbamat-Derivat (23) als Hitstruktur (s. O
Abbildung 1.15) [85]. Mithilfe kristallographischer Unter- _ N| :
suchungen wurden intensive SAR-Analysen durchgefiihrt ‘ .
und neue Derivate mit erheblich héherer Affinitdt gegen- N O N N
Uber der Gyrase synthetisiert. Dabei waren insbesondere HN\ ” HN\ H N~
die Benzimidazolharnstoffderivate (24) Uberlegen. Die O):o HN>:O
wichtige Hauptinteraktion dieser Stoffklasse findet (iber ) )

23 24

den Harnstoff-Rest und den stickstoffhaltigen, anellierten Abbildung 1.15 — Hitstruktur (23) in einem HTS-

Fiinfring statt. Dieses Pharmakophor ist bei sehr vielen r“’gza”‘)m von Vertex und die Weiterentwick-
ung (24).

Leitstrukturen von verschiedenen Firmen verbreitetet

(Stand: 2009; s. Abbildung 1.16) [86].
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Abbildung 1.16 - Viele der sich in der Industrie in der Entwicklung befindlichen Gyrase-
Inhibitoren dhneln sich in ihrer Struktur.

Ausgehend von dem Interaktionsmuster der zuvor dargestellten
Benzimidazolharnstoff-Derivate entwickelte die Firma AstraZeneca
2013 Pyridylharnstoffe [87]. Diese besaRen prinzipiell ein dahnliches
Interaktionsmuster fiir den Harnstoffrest und den aromatische
Stickstoffatom, waren aber in der weiteren Substitution wesentlich
flexibler. Es wurde damit also ein Scaffold Hopping (engl. fiir Ge-
ristwechsel) fur den Benzimidazol-Kérper aus 24 durchgefiihrt. Die

daraus entwickelte Substanz 29 wies auch in in vivo-Experimenten

in einem Krankheitsmodell mit M&usen eine gute Aktivitat auf. Abbildung 1.17 - Ein aus 24 durch
Scaffold Hopping entwickeltes Py-

ridylharnstoffderivat.
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In einem HTS-Programm fand die Firma Vertex Pharmaceuticals 2010 weiterhin Pyrazolthiazolderi-
vate (30), die, wie bei den Benzimidazolen (s. 0.), mithilfe kristallographischer Analysen weiterentwi-
ckelt wurden [88]. Dabei erwies sich insbesondere die Carbamat-Substitution am Pyrazolring (z. B.
Substanz 31) wegen seiner hohen Aktivitat als sehr vorteilhaft. Die Pyrazolderivate wurden auch noch

von anderen Arbeitsgruppen aufgenommen und 2013 (32) [89] sowie 2014 (33) [90] variiert.
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, &
s o0 é
0
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Abbildung 1.18 — Hitstruktur (30) in einem HTS-Programm von Vertex und die Weiterentwicklungen (31) sowie weitere
entwickelte Pyrazolderivate (32 und 33).

Mittels eines HTS, das auf Mycobak- 0/\/\N/\
0NN P LN
terien fokussiert war, wurden 2012 N)§N | NI SN ~
4
erstmals Aminopyrazinamide von V # \ k'\ﬁ
AstraZeneca beschrieben [91]. Dabei /NLN(H : | NH,
S NH, N
wurden intensivere SAR-Analysen N 5 o
wieder strukturbasiert Uber Rontgen- E F
kristallstrukturen durchgefiihrt, um 34 35

das schlieRlich bei M. tuberculosis Abbildung 1.19 — Hitstruktur (34) und Weiterentwicklung (35) eines Inhi-
bitors fur M. tuberculosis.

sehr potente Derivat (35) zu syntheti-

sieren.

BRVAR et al. verwendeten die bekannten SAR von Cyclothialidinen (5) in einem strukturbasiertem
Ansatz 2010 [92]. Dafir filterten sie eine Datenbank von Substanzen pharmakophorbasiert nach ver-
schieden substituierten Phenolen, da die Resorcinstruktur bei den Cyclothialidinen (5) eine wichtige
Interaktion mit dem Enzym eingeht. Diese Phenolderivate wurden anschlieBend gedockt und die
erfolgversprechenden Kandidaten getestet. Dabei wurden Dihydroxyphenylthiazole (36) als neue
Substanzklasse entdeckt (s. Abbildung 1.20). Durch Verwendung eines ligandbasierten Screening
nach neuen Derivaten fiir den Thiazolkorper und erneuten strukturbasierten Dockings konnten 2012

auch Dihydroxyrhodaninderivate (37) als neue Substanzklasse identifiziert werden [93].
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Abbildung 1.20 - Das in einem strukturbasiertem Ansatz gefundene Dihydroxyphenylthiazolde-
rivat (36) und das weiterentwickelte Dihydroxyrhodaninderivat (37).

In einem dhnlichen Ansatz untersuchte die gleiche Arbeits- H
WN _N
gruppe um BRVAR et al. 2012 die Aminocumarine: Anhand 0 T/
0
eines Aminocumarins wurde ein pharmakophorbasiertes N : Il
J\ OH
Screening von Liganden durchgefiihrt. Daflir wurden 5 Mio. STON
H
Substanzen anhand eines Pharmakophors, das aus dem 38

Abbildung 1.21 - Das in einem virtuellen

Aminocumarin entwickelt wurde, auf 400 Substanzen redu- A N
Screening identifizierte 4,5-Bithiazol.

ziert. Diese Hits wurden in einem strukturbasiertem Docking
erneut bewertet [94]. Nach der visuellen Auswahl konnten 4,5°-Bithiazole (38) als Hitstrukturen ge-

funden und experimentell bestatigt werden (s. Abbildung 1.21).

Zusammengefasst konnten schon eine Reihe diverser kompetitiver Inhibitoren der ATPase der GyrB-
Untereinheit der Gyrase entwickelt werden. Dabei hat insbesondere das Interesse innerhalb der In-
dustrie in den letzten Jahren erheblich zugenommen. Einerseits zeigt dies, dass auch dort die Not-
wendigkeit fiir die Entwicklung von neuen Antibiotika wahrgenommen und diese Zielstruktur als viel-
versprechend angesehen wird. Andererseits helfen die Erkenntnisse, wie SAR oder neue Rontgenkris-
tallstrukturen, bei der weiteren Entwicklung von neuen Leitstrukturen. Bisherige Inhibitoren wurden
jedoch hauptsachlich durch fragmentbasierte Screenings oder HTS bestimmt. Bis 2011 fiihrten nur
BRVAR et al. eine strukturbasierte Leitstruktursuche durch (s. 0.). Diese war allerdings aufgrund der
Beschrdankung auf substituierte Phenole stark eingeschrankt. Auch das von der gleichen Arbeitsgrup-
pe 2012 durchgefiihrte HTvS wurde zunachst ligandenbasiert durchgefiihrt und nur ein kleiner Anteil

an Substanzen letztendlich strukturbasiert gedockt (s. o.).

Trotz der Bemiihungen und der bereits gefundenen Inhibitoren befinden sich in der Industrie, soweit
bekannt, lediglich drei Klassen in der Weiterentwicklung: die Benzimidazolderivate von Vertex (s. S.
20), die auch von zahlreichen Firmen durch bioisostere Strukturvariationen aufgegriffen wurden, die
tricyklischen Strukturen von Trius Therapeutics (s. S. 19) und die Pyrrolamide von AstraZeneca (s. S.
18) [95]. Bis zum jetzigen Zeitpunkt, Sommer 2015, befindet sich allerdings keine Substanz, die die

ATPase der GyrB-Untereinheit kompetitiv inhibiert, in einer klinischen Priifung.
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1.4 Zielsetzung

Das Ziel dieser Arbeit war die Planung und Durchfiihrung einer strukturbasierten Leitstruktursuche
(s. Abschnitt 1.2 auf S. 9) nach einem kompetitiven Inhibitor der ATPase der GyrB-Untereinheit von
Escherichia coli (s. Abschnitt 1.1 auf S. 4). Die Umsetzung dieser Aufgabe erfolgte mit der in Abschnitt
1.2 auf S. 11 vorgestellten strukturbasierten Leitstruktursuche. Bei der Durchfiihrung sollte ein be-
sonderer Fokus auf den strukturbasierten Ansatz gelegt werden. Deswegen sollte ein Docking den
ersten starken Reduktionsschritt fir die Substanzbibliothek darstellen. Die Entwicklung und Etablie-
rung der biologischen Testsysteme fiir die Leitstruktursuche stellten neben ihrer Durchfiihrung einen

integralen Bestandteil dieser Arbeit dar.

Die abschlieRenden Ziele waren die Identifizierung und Validierung neuer chemischer Entitaten, die
dazu geeignet sind, zu Leitstrukturen fiir Inhibitoren der ATPase der GyrB-Untereinheit weiterentwi-

ckelt zu werden. Die Zielsetzung liel8 sich in folgende Abschnitte gliedern (s. Abbildung 1.22):

Analyse der
Zielstruktur

Bibliothek-
erstellung

Evaluierung SOTEENNE

Virtual I

Biologische Nachprozes-
Testung sierung

Beschaffung

Abbildung 1.22 — Workflow fir die Durchfiihrung der strukturbasierten Leitstruktursuche. Angegeben sind die zentralen
Elemente eines jeden Arbeitsschrittes.

— Analyse der Zielstruktur

Im Rahmen dieser Arbeit sollte ein virtuelles Screening mithilfe eines Docking-Tools durchgefiihrt
werden (s. u.). Da die biologische Testung mit der Gyrase des Bakteriums Escherichia coli (E. coli)

erfolgte (s. u.), mussten Rontgenkristallstrukturen dieser Spezies untersucht und vorbereitet werden.
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1.4 Einleitung und Zielsetzung

Dafiir sollten verschiedene Kristallstrukturen untersucht und mogliche Unterschiede in der Bindeta-
sche analysiert werden. Durch die Auswahl geeigneter Proteinstrukturen sollte ein moglichst groRer
konformativer Raum der Bindetasche abgebildet werden, der fiir das virtuelle Screening verwendet

wurde.
— Erzeugung der Bibliothek

Die Substanzbibliothek, die fiir das Docking verwendet wurde, sollte aus einem moglichst diversen
Datensatz bestehen. Es wurde daher auf pharmakophore oder strukturelle Filter, die von bekannten
Inhibitoren abgeleitet werden kdnnen, verzichtet. Bisher wurde noch kein rein strukturbasiertes De-
sign von Inhibitoren fiir die ATPase der Gyrase in der Literatur beschrieben (s. Abschnitt 1.3 auf S.14).
Durch den hier gewahlten Ansatz kdnnen neue chemische Entitdten, die moglicherweise vollig ande-
re Strukturelemente und -eigenschaften als bekannte Inhibitoren besitzen, gefunden werden. Dies
bedeutete jedoch nicht, ungefilterte Substanzen im Screening zu verwenden. Fir die Generierung
der Bibliothek mussten die Substanzen dennoch Kriterien erfillen, die bspw. fiir die Entwicklung zu
Leitstrukturen wichtig waren (s. Abschnitt 1.2 auf S. 9). Es sollte jedoch explizit keine , Verzerrung”

(engl. Bias) hin zu bereits bekannten Inhibitoren stattfinden.
— Virtuelles Screening

Aufgrund der groRen Substanzbibliothek standen sehr viele Substanzen zur Verfligung. Daher handel-
te es sich bei dem Screening-Prozess um ein HTVS. Dieses sollte mithilfe eines Dockings erfolgen, in
dem Substanzen in die ausgewahlten und vorbereiteten Bindetaschen des Enzyms unter Verwendung
der dort aufgestellten Hypothesen (z. B. Schlisselinteraktionen, Wassermolekiile) des ersten Schrit-
tes gedockt wurden. Damit wurden die Substanzen im ersten entscheidenden Reduktionsschritt rein
strukturbasiert ausgewahlt; also basierend darauf, ob sie mit der Bindetasche des Proteins ausrei-

chende Interaktionen durchfiihren kénnen.
— Nachprozessierung

Die Nachprozessierung musste sehr drastische Reduktionsschritte enthalten, da im HTvS eine hohe
Anzahl an Ergebnissen auftrat, aber letztendlich nur wenige Substanzen erworben werden konnten.
Daher musste der Prozess sorgfiltig evaluiert und geplant werden. Die Evaluation sollte durch die
Mitverwendung von bekannten Inhibitoren im Prozess gesteuert werden. Methodisch konnte hierbei
ein weites Spektrum an Computermethoden (z. B. Moleklldynamik-Simulationen, Rescorings, Redo-
ckings) eingesetzt werden, diese orientierten sich vor allem an der Durchfiihrbarkeit (bspw. Anzahl
der Substanzen). Trotz der starken Reduktion sollte dabei gewahrleistet werden, dass gewonnene
Informationen aus vorherigen Schritten nicht verloren gingen. Daflir sollte ein ausgewahltes Molekdl
jeweils eine Gruppe von Substanzen reprasentieren. In den folgenden Schritten konnten dann diese

Reprasentanten mithilfe aufwendigerer Methoden weiter analysiert werden und die restlichen
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1.4 Einleitung und Zielsetzung

Gruppenmitglieder bei Problemen (z. B. beim Erwerb) oder der Hit-Erweiterung berlicksichtigt wer-

den.
— Beschaffung

Ausgewahlte Substanzen sollten nach der Nachprozessierung kauflich erworben werden. Daraus

ergab sich die Anforderung an die Substanzbibliothek, aus erwerbbaren Substanzen zu bestehen.
— Biologische Testung

Fiir die biologische Testung wurden zwei zueinander orthogonale Assays bendétigt. Da es noch keine
etablierten Methoden dafiir gab, mussten beide Assays zunachst entwickelt werden. Fir die Umset-
zung stand die Gesamtgyrase von E. coli zur Verfiigung. Einer der Assays sollte fiir die Testung aller
Substanzen verwendet werden und daher einen hoheren Durchsatz ermoglichen. Der Assay fir die
Hit-Validierung konnte anspruchsvoller sein, da hier eine kleinere Anzahl an Substanzen getestet
wurde. Natirlich richtete sich die Wahl der Assays auch nach der Durchfiihrbarkeit und den zur Ver-
fligung stehenden Geraten. Das Ziel bestand in der sicheren Testung und Evaluierung der zuvor aus-

gewahlten Substanzen.
— Evaluierung

Zum Abschluss sollten die Ergebnisse ausgewertet werden. Zum einen sollte der Gesamtprozess eva-
luiert werden, um bspw. die Ausgangshypothesen der Interaktionsmoglichkeiten zu bewerten. Zum
anderen sollten die einzelnen Hits analysiert und damit die erste Hypothese fiir den Bindungsmodus
erstellt werden. Diese beiden Auswertungen sind notwendig, um eine erfolgreiche Weiterentwick-

lung (Hit to Lead), die aber nicht mehr Teil dieser Arbeit ist, zu gewahrleisten.
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2.1 Analyse der Zielstrukturen

2 Analyse der Zielstrukturen

2.1 Ausgangsstrukturen

Flr die Analyse der Bindetasche wurde die Protein Data Bank [58] nach Rontgenkristallstrukturen (im

Folgenden Kristallstruktur genannt) der ATPase der GyrB-Untereinheit von Escherichia Coli (E. Coli)

durchsucht”. In Tabelle 2.1 sind die Ergebnisse dargestellt.

Tabelle 2.1 - Rontgenkristallstrukturen von der Gyrase in der Protein Data Bank. Angegeben sind der PDB-Code, die Auflo-
sung (R), der Organismus, der cokristallisierte Ligand (Abk. s. Text), die FragmentgroRe, fehlende Aminosauren (AS), Be-
sonderheiten und die Quelle.

PDB- R Orga- Fehlende

Code (A) nismus Ligand Fragment AS Besonderheiten Quelle
43 kDa
1EI1 230  E. coli ANP A:2-392, = Mutation Y5S (35]
B: 402 — 792
24 kDa 83 -87
; . . ; [69]
1AJ6 230  E. coli NOV TS 507 105111 Mutation R136H
24 kDa 83— 87
g ’ _ [96]
1KZN 2.30  E. coli CBN  \c 719 101—115
T. ther- 43 kba
1K 2.30 m;) s OV AL:9-392, - vollstiandig aufgeldst (971
p A2:9 392
24 kDa
. _ — (88]
3G7E 2.20  E. coli B46 A 15 217

Grundsatzlich konnten drei verschiedene Arten von cokristallisierten Liganden gefunden werden: ein
substratahnlicher Ligand (PDB-Code: 1EI1), verschiedene Naturstoffe (1AJ6, 1KZN und 1KlJ) und ein
rational entwickelter Inhibitor (3G7E). Bei dem Liganden der ersten Struktur 1EI1 handelte es sich um
ANP (5'-Adenylyl-B-y-imidodiphosphat), ein Analogon des endogen vorkommenden Substrats ATP. In
der zweiten Kristallstruktur 1AJ6 band das bereits in der Therapie eingesetzte Aminocumarin Novo-
biocin (NOV). Neben Novobiocin war noch die Kristallstruktur 1KZN mit Clorobiocin (CBN), ebenfalls
ein Aminocumarin, in E. coli vorhanden. Bei beiden Strukturen fehlten jedoch die gleichen Aminosau-
ren in unmittelbarer Umgebung der Bindetasche. Dafiir war eine vollstandig aufgeldste Kristallstruk-
tur mit Novobiocin von Thermus thermophilus (T. thermophilus) vorhanden (1KlJ). In der letzten Kris-

tallstruktur 3G7E besetzte ein synthetisch und rational entwickeltes Pyrazolderivat die Bindetasche.

Da fiir das Screening ein moglichst groRer konformativer Raum der Zielstruktur abgebildet werden

sollte, wurde fiir jede Art von Ligand eine Rontgenkristallstrukturen untersucht: 1EI1, 1AJ6 und 3G7E.

Die Analyse fand im Frihjahr 2011 statt. Alle nachtraglich veréffentlichten Kristallstrukturen wurden, soweit
wie moglich, berticksichtigt.
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2.1 Analyse der Zielstrukturen

Schon der Vergleich der Ausdehnung des
Bindungsbereiches der verschiedenen
Liganden verdeutlicht die grolRe Diversi-
tdt an Konformationen, die die Bindeta-
sche annehmen kann (s Abbildung 2.1).
Wahrend sich ANP (blau) sehr weit nach
rechts ausdehnt, zeigt Novobiocin (gelb)
eine ausgepragte Bindung im Bereich
des Ausgangs der Bindetasche und das
Pyrazolderivat (rot) eine sehr tiefe Bin-
dung in die Bindetasche selbst. Neben

diesen deutlichen Unterschieden gibt es

aber auch Bereiche, die sich bei allen

Strukturen Uberlagern. Dieser in der Abbildung 2.1 — Vergleich der verschiedenen Liganden. In dieser

Darstellung sind die Oberflachen von ANP (blau), Novobiocin (gelb)
Mitte links befindliche Bereich wird beim  ng das Pyrazolderivat (rot) der verschiedenen Kristallstrukturen nach
dem Alignment der Proteine dargestellt. Zur Orientierung ist die

ANP von der Adeninsubstruktur besetzt. Proteinstruktur von 1EI1 (griin) transparent gezeigt."

Im Folgenden wird jede Kristallstruktur
einzeln untersucht. Fir die Auswertung der Interaktionen wurden die von BISSANTZ et al. ermittelten

Geometrien verwendet [99].
- 1EI1

Der natdrliche Ligand dieser Bindetasche ist ATP. Es wird von der GyrB-Untereinheit der Gyrase hyd-
rolysiert. Ohne die GyrA-Untereinheit, wenn sich folglich also kein Tetramer ausbildet (s. Abschnitt
1.1 auf S. 4), zeigt die GyrB-Untereinheit selbststiandig ATPase-Aktivitat [63]. Daher konnte die GyrB-
Untereinheit bisher nicht mit ATP auskristallisiert werden. 2014 gelang jedoch STANGER et al. die Kris-
tallisation des Ubergangzustandes von ADP mit dem abgespaltenen Phosphatprodukt (PDB-Code:
4PRX) [100]. Obwohl die Hydrolyse eine groRe Anderung in der Konformation der gesamten Gyrase

bedeutete, war die ATP-Bindetasche weitestgehend identisch mit 1EI1.

" Alle dreidimensionalen Strukturbilder wurden mit PyMOL [98] erzeugt (s. Experimenteller Teil 11.3.1 auf S.
202).
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Abbildung 2.2 zeigt die Bindetasche von 1EI1 mit einer transparenten Oberflache des Enzyms. Struk-
turell 13sst sich die Bindetasche in zwei Bereiche unterteilen: Auf der einen Seite befindet sich der
Adeninkorper des ANP mit drei Wassermolekilen, auf der anderen Seite der Phosphatrest mit vier
Wassermolekilen. Die beiden Bereiche sind Uber die Ribose verbunden. Auffillig ist das Wassermo-
lekiil, welches sich in der Abbildung ganz links neben den Adeninrest aufhélt (s. oranger Kreis). Dieses
befindet sich innerhalb des nach Standardparametern berechneten vdW-Radius des Proteins. Dies

stellt schon einen ersten Hinweis fir eine sehr starke Bindung des Wassers an das Protein dar.

Abbildung 2.2 — Ubersicht der Bindetasche von 1EI1. Die Bindetasche I3sst sich in zwei Bereiche unterteilen. Auf der
linken Seite befindet sich der Adeninbereich, rechts die Ribose- und Phosphattasche. Ein Wassermolekil befindet
sich innerhalb des nach Standardparametern berechneten vdW-Radius des Proteins (orangener Kreis).
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In Abbildung 2.3 sind die wichtigen Aminosauren fir den Bindungsbereich des Adenins dargestellt.
lle78 liegt in einer guten Entfernung fir hydrophobe Interaktion mit dem Purinkérper. Das Wasser
links neben den Adeninkorper befindet sich in einem sehr engen Interaktionsmuster. Es geht eine
direkte Wasserstoffbriickenbindung mit dem Liganden ein (Entfernung: 2.5 A). Weiterhin interagiert
dieses Wasser mit dem Backbone-Stickstoff von Gly77 (2.7 A), mit dem Carboxylat vom Asp73 (2.6 A)
und der Alkoholfunktion des Thr165 (2.8 A). Damit befinden sich alle Interaktionen an der unteren
Grenze der optimalen Wasserstoffbriickendbindungsldnge von 2.6 — 3.0 A. Den einzigen direkten
hydrophilen Kontakt des Adeninkdrpers mit einer Aminosaure stellt Asp73 ebenfalls tGber das Car-
boxylat (2.6 A) her. Die anderen beiden Wassermolekiile in diesem Bereich befinden sich in einer
hydrophoben, von aullen nicht zugédnglichen Tasche. Diese wird unter anderem von Val71, Val43 und
Val167 ausgebildet. Das hinter Val1l67 befindliche Wasser besitzt keine guten Interaktionen, sowohl
Asp73 als auch das Backbone-Carbonyl von Val71 liegen auRerhalb guter Interaktionsabstande. Das
zweite Wasser vermittelt eine Interaktion von Asn46 (3.0 A) zum Adeninkérper (2.8 A), besitzt sonst

jedoch keine weiteren Interaktionen.

VAL-43

VACISE) —x___

o

THR-165 y
©
2.7
GLY-77
\ — |
ILE-78 ] p
y N\ 1 - .

Abbildung 2.3 — Bindungsbereich des Adeninkorpers in 1EI1. Wichtige Aminosauren sind als Linien dargestellt.
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Bei der Bindung des Phosphatrestes sind aufgrund der vielen Ladungen am Phosphat und der Hydro-
xylgruppen der Ribose zahlreiche hydrophile Interaktionen und Wassermolekile vorhanden (s. Ab-
bildung 2.4). An dieser Stelle findet auch die katalytische Abspaltung des y-Phosphats statt [100].
Zugunsten der Ubersicht sind diese Interaktionen nicht eingezeichnet. Viele Aminosduren sind tber
Wasserstoffbriickenbindungen an der Bindung beteiligt: Glu42, 11e94, Alal100, Gly102, Lys103, His116,
Gly117, Gly119, Val120, GIn335 und Lys337.

LYS-337

1

GLN-335

LYS-103

LY-102

ALA-100

Abbildung 2.4 — Bindungsbereich der Ribose und des Phosphats in 1EI1. Wichtige Aminosduren sind als Linien dar-
gestellt.
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- 1AJ6

Einen weiteren interessanten Inhibitor
stellt das Aminocumarin Novobiocin dar
(s. Abschnitt 1.3 auf S. 14). Bei der einzig
verfligbaren Kristallstruktur von Novobi-
ocin mit E. coli handelt es sich um eine
Mutante, die dem Bakterium eine Resis-
tenz gegenliber Novobiocin verleiht [69].
Weiterhin sind wichtige Aminosauren in
der Nahe der Bindungstasche nicht auf-
gelost. Dies betrifft sowohl den Loop A

(Aminosauren 78—86) als auch den Loop

Abbildung 2.5 — Vergleich der Kristallstruktur von 1AJ6 (blau, E. coli)
und 1Kl (griin, T. thermophilus).

B (Aminosduren 98 — 118) [96]. Bei der Mutation handelt es sich um eine Punktmutation: R136H. Der

Austausch dieser Aminosdure verandert den Bindungsmodus von Novobiocin nicht, flhrt aber zu

einer Einbindung eines zusatzlichen Wassermolekils, wodurch die Dissoziationskonstante des Novo-

biocin-Komplexes aufgrund entropischer Kosten auf das 40fache ansteigt (s. auch Abschnitt 2.3.2 auf

S. 50)[69]. SAiz-URRA ET AL. entwickelten ein Protokoll, um die native Aminosiduresequenz und Kon-

formation wiederherzustellen [101]. Damit bestand die Moglichkeit, diesen Liganden in E. coli zu

untersuchen. Zur Analyse der Bindetasche wurde jedoch zunachst die Kristallstruktur von Novobiocin

mit T. thermophilus (1KIJ) verwendet [97]. Diese Rdntgenkristallstruktur wies groRe Ahnlichkeit zur

Struktur von E. coli auf (s. Abbildung 2.5) und ist im Bindungsbereich kristallographisch vollstdndig

aufgelost.
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Abbildung 2.6 — Ubersicht der Bindetasche von T. thermophilus mit Novobiocin (PDB-Code: 1KlJ).

Abbildung 2.6 zeigt die Bindetasche von 1KlJ. Im Vergleich zu 1EI1 unterscheidet sich der Bindungs-
bereich deutlich. Ubereinstimmung gibt es lediglich im Bereich des Carbamats und der Noviose, dem
Zucker des Novobiocins. Im weiteren Verlauf bindet Novobiocin in Richtung des Ausgangs der Binde-
tasche. Dafiir bleibt der gesamte Bindetaschenbereich, in dem das Phosphat des ANP bindet, frei.
Tief in der Tasche eingeschlossen befinden sich wieder mehrere Wassermolekiile. Das auf der linken
Seite befindliche Wassermolekdl ist wieder sehr eng an die Proteinstruktur gebunden und befindet
sich innerhalb des bestimmten vdW-Radius des Enzyms. In der tieferen Bindetasche finden sich noch

drei weitere Wassermolekdile.
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Uber das Carbamat findet die sehr enge Wechselwirkung des Liganden mit dem Wasser, Asp72,
Gly76 und Thr166 statt, die in dieser Form in allen Strukturen auftritt (s. Abbildung 2.7). Obwohl es
sich hier um eine andere Spezies handelt, ist dieses Interaktionsmuster einschlieBlich der beteiligten
Aminosauren mit der Kristallstruktur von E. coli identisch. Novobiocin interagiert auch mit dem kata-
lytisch wichtigen Asn45 (entspricht Asn46 in E. coli), diese wird aber nicht mehr Giber die Seitenkette
sondern Uber das Backbone-Carbonyl zur freien Hydroxylgruppe des Zuckers vermittelt. Hydrophobe
Interaktionen finden tber die Methoxygruppe mit Alal19 und den Dimethylgruppen mit Vall117 und
[le93 statt. Damit sind hydrophobe Interaktionen in der Seitentasche vorhanden, die bei dem naturli-
chen Liganden mit dem Phosphat besetzt ist. Der Zucker interagiert weiterhin mit seinem glykosi-
disch gebundenen Sauerstoff iber ein Wassermolekil mit Glu49. Die drei in der tiefen Tasche liegen-

den Wassermolekiile nehmen an keiner Interaktion mit dem Liganden teil.

ALA-119

Abbildung 2.7 — Analyse der tiefen Bindetasche von 1Kl.
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Im duReren Bereich findet ein m-Kationen-Stacking zwischen Arg75 und dem Cumarinring von Novo-
biocin statt (s. Abbildung 2.8). Arg135 kann eine direkte Wasserstoffbriickenbindung mit dem Car-
bonyl-Sauerstoff des Cumaringrundgerists eingehen. Hierbei handelt es sich um das in der Kristall-
struktur 1AJ6 mutierte Arginin. Weiterhin ist auch die Hydroxylfunktion vom Cumarin in einer guten
Entfernung flr eine Wasserstoffbriicke mit Lys102 und einem Wassermolekiil hinter dem Novobio-
cin. Der Isobutylenrest befindet sich in einer sehr hydrophoben Umgebung und kann zahlreiche In-

teraktionen mit den verschiedenen Seitenketten durchfiihren: Ala89, 11e93, Phe103.

ARG

ARG-135

Abbildung 2.8 — Analyse des Bindetaschenausgangs von 1KIJ.
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- 3G7E

RONKIN et al. fiihrten eine strukturbasierte Optimierung von Pyrazolthiazolderivaten zu nanomolaren
Inhibitoren durch [88]. Eine dieser optimierten Substanzen wurde als Kristallstruktur (PDB-Code:
3G7E) veroffentlicht. Der Ligand in der PDB 3G7E ist mit dem IUPAC-Namen ,,Prop-2-yn-1-yl {[5-(4-
piperidin-1-yl-2-pyridin-3-yl-1,3-thiazol-5-yl)-1H-pyrazol-3-ylmethyl}carbamate” angegeben. Die
Substanz ist auf der Homepage der Protein Data Bank' entsprechend des Namens dargestellt. In der
Veroffentlichung von RONKIN et al. wird jedoch fiir alle Substanzen das 2H-Pyrazol-Tautomer gezeigt
[88]. Dies ist fur die Analyse der Kristallstruktur nicht entscheidend, da die Protonen nicht enthalten

sind. Fir spatere Optimierungsschritte miissen aber die richtigen Protonierungen verwendet werden.

Der Ligand von 3G7E zeigt eine dhnliche Ausdehnung wie Novobiocin in seiner Kristallstruktur (s.
Abbildung 2.9). Allerdings sind die einzelnen Bereiche unterschiedlich stark ausgepragt. Der Ligand
bindet auch in Richtung des Ausgangs der Bindetasche, ragt jedoch nicht aus der Tasche hinaus. Da-
flur bildet sich eine neue Seitentasche tief in der Bindetasche aus. Im Ribose-/Phosphatbereich der

Bindetasche befindet sich in dieser Kristallstruktur ein Piperidinrest.

é»,/

)‘/

Abbildung 2.9 — Ubersicht der Bindetasche der Kristallstruktur 3G7E.

Y http://www.rcsb.org/pdb/explore/explore.do?structureld=3g7e, zuletzt aufgerufen: Mai 2015
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In Abbildung 2.10 ist der obere Bindungsbereich der Kristallstruktur dargestellt. Ile78 besitzt eine
gute Distanz fiir einen hydrophoben Kontakt mit dem Pyrazolring des Liganden. Das untere Wasser-
molekul zeigt, wie in den anderen Strukturen, ein sehr enges Interaktionsnetz mit dem Liganden und
dem Protein. Asp73, Gly77, Thr165 und der Inhibitor weisen alle sehr gute Entfernungen fir Wasser-
stoffbriicken auf (Distanz: 2.8 A). Weiterhin gibt es auch wieder die direkte Bindung vom Asp73 zum
Liganden (2.7 A). In der tieferen Bindungsregion gibt es jedoch deutliche Unterschiede zu den bisher
gezeigten Kristallstrukturen. Das Stickstoffatom der Carbamat-Gruppe befindet sich in einer optima-
len Entfernung fiir eine Wasserstoffbriickenbindung zu einem weiteren Wassermolekiil (2.8 A). Die-
ses Wasser befindet sich auch in einer guten Entfernung fiir eine Wasserstoffbriicke zum Backbone-
Carbonyl von Val71. Die tiefe, neu ausgebildete Tasche, wird von hydrophoben Aminosduren domi-
niert. Val167, Leu130 und Met95 zeigen gute Entfernungen fir hydrophobe Interaktionen mit dem
dort liegenden Ethinyl-Rest des Liganden (ca. 3.8 A). Der Stickstoff des Amids von Asn46 besitzt mit
3.1A einen guten Abstand fir eine Wasserstoffbriickenbindung zum Carbonylsauerstoff der

Carbamoyl-Gruppe.

LEU-130

VAL-167

Abbildung 2.10 - Tiefer Bindungsbereich der Kristallstruktur 3G7E.
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Zusatzlich gibt es zahlreiche Interaktionen mit dem nach auBen zeigenden Pyridinrest (s. Abbildung
2.11). Arg76 befindet sich parallel zum Pyridin in einer Entfernung von 3.7 A, was eine gute -
Kationen-Wechselwirkung darstellt. Mit dem Stickstoff des Pyridins kann Arg136 moglicherweise mit
der Beteiligung von Asp106 Wasserstoffbriickenbindungen ausbilden. Phe104 bildet Gber sein Back-
bone-Carbonyl und ein Wassermolekil eine Wasserstoffbriicke zum Thiazol-Stickstoff des Liganden

aus.

PHE-104

Abbildung 2.11 — Ausgangsbereich der Kristallstruktur 3G7E.
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Im Vergleich aller Kristallstrukturen werden sowohl
die Gemeinsamkeiten als auch Unterschiede deutlich.
Zur Untersuchung der Bindetasche wurden die ein-
zelnen Bereiche wie folgt definiert (s. Abbildung
2.12): Der zentrale Bereich der Bindetasche, bei dem
alle Liganden eine Interaktion mit dem Asp73 und
dem dort vorhanden Wassermolekil durchfiihren,
wurde als Hauptpharmakophor (HP) angesehen. Uber
diesem zentralen Interaktionspunkt befindet sich das
Wat B (s. Abschnitt 2.3.2 auf S. 50). Dieser Bereich
wurde als W definiert. Die tiefe Seitentasche, die bei

3G7E sehr dominant durch den Ethinyl-Rest vom Lig-

anden ausgebildet wird, wird im Folgenden E-Bereich

genannt. Der sich in Abbildung 2.12 nach rechts aus-

bildende Bereich, die Bindungsstelle des Phos- Abbildung 2.12 — Definition der Bindetaschenberei-
che anhand der Oberflache von 3G7E.

phatrests bei 1EI1, ist der P-Bereich. Schlielich wur-

de der Ausgangsbereich als A bezeichnet.

Die groRte Ubereinstimmung gab es in der Bindetasche im HP-Bereich. Bei allen Strukturen wurde
das gleich Interaktionsmuster unter Beteiligung der gleichen Aminosduren und Wassermolekile ge-
funden. Dies trat sogar speziesibergreifend auf. Das dort cokristallisierte Wassermolekil war sehr
stark in das Wasserstoffbriickennetzwerk eingebunden. Im B-Bereich kam in allen Strukturen eben-
falls ein Wassermolekiil vor, das lediglich bei 1EI1 leicht versetzt war. Im Vergleich der verschiedenen
Strukturen trat aber nur bei 3G7E eine gute Interaktion mit diesem Wassermolekil auf, da sowohl
ANP als auch Novobiocin nicht sehr tief in diesem Bereich banden. Der E-Bereich war sehr stark in
3G7E ausgebildet. In den beiden anderen Strukturen war dieser Bereich zwar deutlich schwacher
ausgepragt, dennoch waren in den verschiedenen Strukturen noch unterschiedliche Wassermolekiile
vorhanden. Dies war insofern auffallig, da in diesem Bereich der Anteil an hydrophoben Aminosauren
Uberwog. Der P-Bereich wurde vornehmlich von ANP in 1EI1 adressiert. In 3G7E wies der Ligand dort
einen vergleichsweise hydrophoben (moglicherweise sogar positiv geladenen) Piperidinrest auf. No-
vobiocin zeigte dort keine Interaktion. Im A-Bereich wiederum wies ANP in 1EI1 keine Interaktion auf.
Der Ligand von 3G7E baute dort ein gutes Interaktionsmuster mittels eines Pyridins auf. Novobiocin

zeigte demgegentiber eine sehr ausgepragte Bindung bis zum Loop A.

Damit wiesen alle Strukturen sehr unterschiedliche Charakteristika auf, die wahrend eines Screening-

vorgangs verwendet werden konnten, um die Flexibilitat des Proteins zu erfassen (s. Abschnitt 4 auf

39



2.2 Analyse der Zielstrukturen

S. 79). Bevor die Strukturen jedoch fir ein Screening verwendet werden konnten, mussten sie noch

vorbereitet werden:

1. Vorbereitung der Strukturen: Keiner der verwendeten Strukturen wies eine Auflésung auf,
die hoch genug war, um Wasserstoffatome zu lokalisieren. Daher mussten diese fiir alle
Strukturen hinzugefiigt werden. Bei 3G7E musste noch zusatzlich ermittelt werden, welches
Tautomer am Pyrazol vorlag (s. 0.). Bei 1AJ6 mussten eine Aminosadure zuriickmutiert und die
beiden flexiblen Loops in der Ndhe der Bindetasche modelliert werden.

2. Inallen Strukturen waren Wassermolekiile vorhanden. Fiir ein spateres Screening war es von
elementarer Bedeutung vorherzusagen, welche Wassermolekile essentiell fir die Liganden-

bindung sind.

2.2 Vorbereitung der Rontgenkristallstrukturen
2.2.1 Material und Methoden

2.2.1.1 Structure Prediction Tool

Fiir die Strukturvorhersage eignet sich das Structure Prediction Tool von Prime [102]. Die bei der Op-
timierung bendtigten Energien werden mithilfe des OPLS_2005-Kraftfelds [103] und Surface Genera-

lized Born Losungsmodells [104] berechnet.

Zunéachst werden alle Backbone-Atome und konservierten Aminosauren von der Vorlage in die Ziel-
struktur kopiert. AnschlieRend werden die nicht-konservierten Aminosauren aufgebaut. Daflir wird
eine Bibliothek verwendet, die nicht-redundante Rotamere von Seitenketten enthéalt. Das erste
Rotamer, welches keinen Clash verursacht, wird weiterverwendet. In einem dhnlichen Ansatz werden
auch fehlende oder veranderte Backbone-Atome mithilfe einer Torsionswinkel-Bibliothek aufgebaut.
Fir groRere Licken werden Loop-Konformationen gesucht, die diese Liicke schlieRen kénnen. Es
findet jedoch keine weitere Optimierung flr den Loop statt, so dass noch ein Loop Refinement (s.
Abschnitt 2.2.1.2) nétig ist. AbschlieRend kdnnen zumindest die Seitenketten nochmal optimiert und

minimiert werden.

2.2.1.2 Loop Refinement

Fir das Loop Refinement (engl. fur ,Schleifenverfeinerung”) verwendet Prime [102] einen hierarchi-
schen Ansatz [105-107]: Zunachst wird der gesamte konformere Raum des Loops mithilfe einer auf
Dihedralwinkel basierenden Methode aufgebaut. Da die Anzahl der méglichen Loops mit der Liange
sehr stark zunimmt, gibt es in Abhéngigkeit der Liange verschiedene Sampling-Methoden: Default

Sampling (£ 5 Aminosauren), Extended Sampling (6 — 11) und Ultra Extended Sampling (> 12). Diese
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sorgen fiir eine angemessene Anzahl an Loops, die weiterverarbeitet werden konnen [106]. Die Plat-
zierung der Backbone-Atome kann durch falschplatzierte Seitenketten anderer Aminosdauren blo-
ckiert werden. Daher steigt die Genauigkeit der Vorhersage fiir die Loops durch das Zulassen von
vdW-Uberschneidungen [107]. Die Anzahl der Loops wird im Anschluss mit iterativen Schritten durch
Clustering-Methoden reduziert. Fir die reprasentativen Clustermitglieder findet in der Folge eine
intensive Seitenkettenoptimierung statt. Im letzten Schritt werden die Loops minimiert und ihre
Energie berechnet. Die Energieberechnung wird bei jedem Schritt mithilfe des OPLS-AA Kraftfeld

[108] und dem Surface Generalized Born Losungsmodell [104] durchgefiihrt.

2.2.1.3 Molecular Dynamics Simulationen

Molecular Dynamics (MD, engl. fir Molekildynamik)-Simulationen ermoglichen die Untersuchung
von biologischen und chemischen Systemen auf atomarer Ebene Uber die Zeit. Die Zusammenhange
und Berechnungen sind sehr komplex. Hier soll nur ein grober Uberblick gegeben werden. Fiir wei-

tergehende Information wird auf die Literatur verwiesen [109, 110].

Im Rahmen dieser Arbeit wurden kraftfeldbasierte MD-Simulationen in einem expliziten Losungsmit-
tel durchgefiihrt, d. h. ein Protein wird in eine Box, die aus Wassermolekiilen besteht, platziert und
die Bewegung aller Atome wird unter Beriicksichtigung der physikalischen Gesetze mit Kraftfeldern
berechnet. Kraftfelder beinhalten Funktionen und die dazugehoérigen Parameter, um die potentielle
Energie eines Systems zu berechnen. Bei so genannten all atom Kraftfeldern, sind die Funktionen und

Parameter fiir jedes einzelne Atom definiert.

V)= ) Kp(b=b)*+ ) Ko(®—60)?

Bind Winkel
Formel 2.1
4 Aij  Bij  qiq;
+ Z ?n(l+cos[ng0—5])+ Z ?_r?-l_ —
Torsion keinBind ij L Y

Formel 2.1 zeigt die fundamentale Gleichung, auf der das Kraftfeld von AMBER11 [111] basiert. Die
potentielle Gesamtenergie des Systems (V(r)) wird Gber die Aufsummierung von Bindungs-, Winkel-,
Torsionswinkel- und nicht-Bindungsenergien bestimmt. Alle Berechnungen finden dabei auf atoma-
rer Ebene statt, d. h. in Form des klassischen Kugel-Feder-Modells fir Molekile. Dies stellt eine ele-
mentare Vereinfachung dar, da quantenmechanische Berechnungen bei einer groBen Anzahl an

Wechselwirkungen zu anspruchsvoll waren.

Wahrend einer MD-Simulation wird mithilfe des Kraftfeldes — mit einigen Vereinfachungen — fir je-
des Atom die Kraft, die auf das Atom wirkt, berechnet. Unter Bericksichtigung der Newtonschen
Bewegungsgleichung kann damit die Bewegung fiir jedes einzelne Atom berechnet werden. Da die

Anzahl an Wassermolekiilen sehr hoch ist und die einzelne Bewegung fiir jedes Atom sehr aufwendig
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zu berechnen ware, werden haufig vereinfachte Wasser-Modelle verwendet. Weiterhin werden die
freien Bindungsschwingungen von Wasserstoffbindungen eingeschrankt (SHAKE-Algorithmus [112]).

Dies ermoglicht wahrend der Simulation groBerer Zeitschritte und beschleunigt die Berechnung.

Ein weiterer wichtiger Einflussfaktor auf die atomare Bewegung ist die Temperatur. Diese wird durch
ein so genanntes Thermostat reguliert, wodurch die Energie des Systems erhdht wird und die Bewe-
gung erheblich zunimmt. Zusatzlich muss ein dulRerer Druck vorhanden sein, der verhindert, dass das
gesamte System auseinander diffundiert. In diesem Zustand ware die geschlossene Wasser-Box fir

sich stabil.

Flr eine Simulation muss jedoch noch bestimmt werden, welche Krafte auf die Atome am Rand des
Systems wirken. Daflir wird von dem System in jeder Raumebene ein Spiegelbild von sich selbst er-
zeugt (Periodische Randbedingungen, PBC (engl. Periodic boundary conditions)). Uberschreitet ein
Atom diese Grenze wird es, wie bei einem Spiegelbild, auf der gegeniberliegen Seite wieder einge-
flgt. Unter Berticksichtigung einiger Einschrankungen (ein Atom darf bspw. nicht mit sich selbst in-
teragieren) und der weitreichenden elektrostatischen Interaktionen kann so eine freie MD-

Simulation stattfinden.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden MD-Simulationen mit AMBER11 [111] durchgefiihrt. Als Kraftfeld
wurde fir die Ligandenatome das ,general Amber force field” (GAFF) [113] und fir die Proteinatome
das ff03SB Kraftfeld [114] verwendet. Das genaue Vorgehen ist im Experimentellen Teil 11.3.4 auf
S. 221 beschrieben.

2.2.2 Rontgenkristallstrukturen

- 1E11

Beim ANP-Derivat wurde davon ausgegangen, dass die Phosphate deprotoniert sind. Daher war der
Ligand vierfach negativ geladen. Es war nicht notwendig, weitere Anpassungen wahrend der Stan-

dardprozedur (s. Experimenteller Teil 11.3.2 auf S. 220) durchzufihren.
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— 3G7E
Fir die Struktur von 3G7E musste zunachst geklart werden, welches \\
Tautomer des Liganden (31) vorlag. Der angegebene IUPAC-Name der \
PDB-Struktur (IH-Tautomer) stimmte nicht mit den dargestellten HCN))=0
Strukturen der Veroffentlichung Gberein (2H-Tautomer, s. Abbildung N
2.13). Zunéchst wurde fur beide Tautomere die Standardprozedur HNO
durchgefiihrt. Das jeweils erstellte Wasserstoffbriickennetzwerk ist in s N
=N

Abbildung 2.14 dargestellt. Bei beiden optimierten Strukturen waren

beide Wasser in einem sehr engen Wasserstoffbriickennetzwerk ein-

gebunden. Die beiden Strukturen unterschieden sich auf der Seite des  Abbildung 2.13 - Beide mogli-
chen Tautomere des Liganden

Proteins darin, dass das Thr165 beim 1H-Tautomer (in Abbildung 2.14  (31) von 3G7E. Das 1H-Tautomer

ist grin, das 2H-Tautomer rot
links) ein Wasserstoffbriickenbindungsakzeptor war, wdhrend das dargestellt. Fiir jedes Tautomer

ist der jeweils andere Stickstoff

Threonin beim 2H-Tautomer (rechts) als Wasserstoffbrickenbin- ,nootoniert.

dungsdonor agierte. Das Thr165 kann unabhangig von der Orientie-

rung keine weitere Interaktion mit einer weiteren Aminosaure eingehen. Das Proton der Alkohol-
funktion beim 1H-Tautomer oder das Elektronenpaar beim anderen Tautomer zeigt in Richtung der
Seitenkette von 1le78. Bei der zweiten wichtigen Interaktion des Asp73 mit dem Liganden war der
Unterschied deutlicher: Da Asp73 beim 1H-Tautomer (links) als Wasserstoffbriickenbindungsdonor
diente, wurde es wahrend der Optimierung protoniert. Das 2H-Tautomer interagierte mit der depro-

tonierten Asparaginsaure.

s

Abbildung 2.14 - Vergleich der Wasserstoffbriickennetzwerke der beiden moglichen Tautomeren des Pyrazolderivats von
3G7E. Links: Bei der Struktur mit dem 1H-Tautomer ist das Wassermolekiil in vier Wasserstoffbriickenbindungen involviert.
Das Asp73 ist protoniert und agiert als Wasserstoffbriickenbindungsdonor gegeniiber dem Pyrazol. Rechts: Beim 2H-
Tautomer ist das Wassermolekiil ebenfalls an vier Wasserstoffbriickenbindungen beteiligt. Das Asp73 ist deprotoniert und
in diesem Fall ein Wasserstoffbriickenbindungsakzeptor.

Insgesamt war die Protonierung des 2H-Tautomers damit wahrscheinlicher. Zum einen wurde dieses
in der Veroffentlichung von RONKIN et al. dargestellt [88]. Zum anderen ist die Protonierung der Sei-
tenkette von der Asparaginsaure unter physiologischen Bedingungen bzw. bei neutralem pH-Wert

ein seltener beobachtetes Phanomen, auch wenn es bekannte Ausnahmen gibt [115]. In allen ande-
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ren bekannten Kristallstrukturen der GyrB-Untereinheit ist die Asparaginsaure jedoch deprotoniert

und die Wechselwirkung zum Wasser findet auf der Seite des Liganden immer als Wasserstoffbri-

ckenbindungsdonor statt. Aus chemischer Sicht sind beide Tautomere fiir den Liganden plausibel, so

dass sich das Tautomer ausbilden wird, welches bei der Bindung energetisch glinstigere Eigenschaf-

ten aufweist. Aus diesen Griinden wurde ausschliefSlich das 2H-Tautomer weiterverwendet.

- 1AJ6

Bei der Kristallstruktur von 1AJ6 musste das His136 zu einem Arginin zu-
riickmutiert und die beiden flexiblen Loops, mit den fehlenden Aminosau-
ren 83 — 87 und 105 — 111, rekonstruiert werden. Zunadchst wurde jedoch
die Standardprozedur zum Hinzufligen der Wasserstoffatome und der Op-
timierung des Wasserstoffbriickennetzwerkes durchgefiihrt. Bei dem Ami-
nocumarin-Derivat im Novobiocin (3) handelt es sich um eine schwache
Saure, weil sich die Alkoholfunktion des Cumarins in vinyloger Position zum
Ester befindet (s. Abbildung 2.15). Der experimentell bestimmte pK,-Wert
betragt 3.6 [116]. Da die Alkoholfunktion in Richtung der Losung zeigt, ist
Novobiocin (3) bei einem physiologischen pH-Wert hochstwahrscheinlich

deprotoniert.

Zur Modellierung der nicht aufgelosten Bereiche in der Nahe der Bindeta-

OH

3
Abbildung 2.15 - Die azide
Hydroxylgruppe von Novo-
biocin (3) ist rot markiert.

sche wurde nach einem dhnlichen Protokoll wie bei SAiz-URRA et al. verfahren [101]. In diesem fiihr-

ten sie ein strukturelles Alignment von 1AJ6 mit 1EI1 und 1KIJ mithilfe des Dali-Servers [117] durch.

AnschlieRend tiberflihrten Saiz-URRA et al. die Koordinaten fir die Aminosduren 77 — 90 (Loop A) von

1EI1 und 100 — 117 (Loop B) von 1KlJ in 1AJ6. Bei 1KlJ) handelte es sich um die Kristallstruktur von T.

thermophilus. Daher mussten im nachsten Schritt alle Aminosauren dieses Loops mutiert werden, die

sich von E. coli unterschieden. Zusatzlich wurde das His136 zum Arginin zurtickmutiert [101].

Um verlasslichere Konformationen fiir die Loops zu
erhalten, wurde das Verfahren im Rahmen dieser
Arbeit optimiert. Zunachst wurde das Structure Pre-
diction Tool von Prime zur Positionierung der Amino-
sauren verwendet: Daflr wurde ein Sequenzalign-
ment von 1AJ6, 1EI1 und 1KIJ durchgefiihrt. Fir die

Vorhersage von Loop A wurde die Aminosauren 83 —

87 von 1EI1 verwendet. Da sich die raumliche Struk-  Abbildung 2.16 — Uberlagerung der Struktur von 1AJ6
. . . . ) (blau) und 1EI1 (griin) fur Loop A. Die fur die Vorher-
tur der beiden Kristallstrukturen in diesem Bereich sage verwendeten Aminossuren von 1EI1 sind rot

" . Ay . dargestellt.
sehr dhnelten, wurden ausschlieRlich die fehlenden
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Aminosauren vorhergesagt (s. Abbildung 2.16). Mithilfe der Kristallstruktur von 1KIlJ wurden Arg136
und die Aminosauren 97 — 119 in 1AJ6 (entspricht den Aminosduren 96 — 118 in T. thermophilus)
bestimmt. Fiir erstere Aminosaure ist die Kristallstruktur von 1KIJ besser geeignet als 1El1, da das
Arginin mit dem Novobiocin interagiert. Deshalb war es plausibel die Kristallstruktur von 1KIJ mit T.
thermophilus zu verwenden, weil dort Novobiocin mit dieser Interaktion vorlag. Fiir Loop B wurden
mehr Aminosduren vorhergesagt, als in der Kristallstruktur von 1AJ6 fehlten. Dies lag in der schlech-
ten Auflésung und der GroRe des zu modellierenden Bereichs begriindet (s. Abbildung 2.18). Daher
wurde der komplette Loop neu vorhergesagt. Von den 23 Aminosauren waren 17 identisch und zwei

Paare dhnlich zueinander (s. Abbildung 2.17).

Nr. (E. Coli) 97 100 110

E. Coli V1 HAGGKTFDDNSYKVS GGLHGVSG
T.thermophilus T L HS G G K F EQGAY KVS GGLHGVG
Abbildung 2.17 - Sequenzalignment von E. Coli und T. thermophilus fir die Strukturvorhersage von Loop B. Identische

Aminosauren sind fett, dhnliche Amine sind kursiv dargestellt.

Abbildung 2.18 — Uberlagerung der Struktur von 1AJ6 (blau) und 1KlJ (griin) fiir Loop B. Die fiir die Vorhersage ver-
wendeten Aminosduren von 1Kl sind rot dargestellt.
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Im nachsten Schritt wurde fir die beiden vor-
hergesagten Loops ein Loop Refinement mit
Prime (s. Experimenteller Teil 11.3.3 auf S. 220)
durchgefiihrt. Bei beiden Loops war die ener-
gieglinstigste Konformation akzeptabel. Zum
Abschluss wurde mit der erhaltenen Struktur
eine MD-Simulation Uber 1ns durchgefiihrt
(s. Experimenteller Teil 11.3.4 auf S. 221). Die

MD-Simulation war im gesamten Verlauf stabil

2.00

1.50 -

RMSD [A]
8
1

0.00 | 1 1
0.00 0.25 0.50 0.75 1.00

Zeit [ns]
Abbildung 2.19 — RMSD-Plot vom Novobiocin zur Pose der
Kristallstruktur. Die Pose blieb stabil und wahrend der ge-
samten Simulation unter einem RMSD-Wert von 2 A.

(s. Abbildung 2.19). Der letzte Snapshot der MD-Simulation wurde schlieflich minimiert (s. Experi-

menteller Teil 11.3.5 auf S. 224) und diente als Ausgangsstruktur flr alle weiteren Untersuchungen.

Abbildung 2.20 fasst alle Anpassungen zusammen und zeigt die final erhaltene Struktur.

Abbildung 2.20 - Final verwendete Struktur von 1AJ6. Alle verdanderten oder generierten Abschnitte sind rot mar-
kiert. Zur Orientierung ist Novobiocin (griin) ebenfalls dargestellt.

Damit lagen drei verschiedene Strukturen vor, von denen jede Struktur einzigartige Merkmale auf-

wies, die den vielfaltigen konformativen Raum des Enzyms im Bereich der Bindetasche beschrieben

und die fiir ein HTVS geeignet waren.
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2.3 Analyse der Bedeutung der Bindetaschen Was-
sermolekiile

Wassermolekiile spielen fiir die Bindung von Liganden in einer Bindetasche eine wichtige Rolle [69].
Aufgrund der Wasserstoffbriickenbindungsdonor- und Wasserstoffbriickenbindungsakzeptor-
Eigenschaften eignet sich Wasser sehr gut fir hydrophile Interaktionen mit dem Liganden und dem
Protein. Dieser enthalpische Gewinn fiir die Bindung muss jedoch gegen den entropischen Verlust
durch die Einschrankung der Beweglichkeit des Wassermolekiils aufgewogen werden [118]. Weiter-
hin kbnnen Wassermolekiile fiir die strukturelle Stabilitdt des Proteins verantwortlich sein, bspw. zur
Stabilisierung von Sekundarstrukturen [119]. Diese und weitere gegensatzlichen Einflisse kénnen
dazu fuhren, dass die Verdrangung eines Wassermolekils durch den Liganden entweder einen positi-
ven, keinen oder sogar einen negativen Einfluss auf die Freie Bindungsenthalpie hat [118]. Diese am-
bivalenten Effekte wurden bereits ausfiihrlich diskutiert und hier sei nur auf zwei aktuelle, umfassen-
de Ubersichtsartikel tiber die Eigenschaften des Wassers von BALL [119] und die thermodynamischen

Einflisse auf die Bindung der Liganden von KLEBE [120] verwiesen.
— Evaluierung von Wassermolekiilen

Aufgrund der komplexen Zusammenhange, wie Wassermolekiilen die Freie Bindungsenthalpie beein-
flussen konnen, ist die Bewertung sehr aufwendig. Es gibt zahlreiche Tools und Methoden, die Was-
sermolekiile und deren Einfluss bestimmen kdnnen. Dabei werden sehr unterschiedliche Ansatze
verfolgt: von geometriebasierten Gber empirischen (bspw. B-Faktor bei Rontgenkristallstruktur), wis-
sensbasierten, kraftfeldbasierten (MM-GB/PBSA) bis hin zu quantenmechanischen Berechnungen.
Dabei ist der rechnerische Aufwand fiir die verschiedenen Methoden sehr unterschiedlich. Tools, die
auf geometriebasierten, empirischen und/oder wissensbasierten Ansatzen beruhen, bewerten Was-
sermolekiile in wenigen Sekunden bis Minuten. Dazu gehodren z. B.: Aquarius (Veroffentlichung:
1991) [121] Consolv (1997) [122], SuperStar (2001) [123], HINT und Rank (2008) [124], WaterClassifier
(2012) [125], wPMF (2013) [126] oder EDIA (2015) [127]. Bei den aufwendigeren Methoden werden
Monte Carlo-Simulationen (2007) [118], MD-Simulationen (2013) [128], MM-GB/SA-Berechnungen
(2012) [129] oder, wie bei WaterMap (2008) [130], Kombinationen (MD-Simulationen, Wasser-
Clustering, statistische Thermodynamik) verwendet, um die Freie Bindungsenthalpie der einzelnen

Wassermolekile zu berechnen und letztendlich ihren Einfluss zu bestimmen.

Fir die Untersuchungen im Rahmen dieser Arbeit wurde der Fokus auf effiziente Methoden gelegt.
Da schon einige Vorkenntnisse Uber die strukturellen Eigenschaften der Bindetasche bestanden
(s. u.), wurden keine aufwendigen Energieberechnungen durchgefiihrt. Zunachst wurde die Umge-
bung der Wassermolekiile in der Bindetasche selbst untersucht. Zur Uberpriifung der Stabilitat der

Komplexe MD-Simulationen (s. Abschnitt 2.2.1.3 auf S. 41) mit verschiedenen Wassermolekiilen ana-
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lysiert. Fur die Bewertungen wurden schlielllich SuperStar, WaterClassifier und HINT und Rank ver-

wendet, die im Folgenden kurz erlautert werden.

2.3.1 Material und Methoden

2.3.1.1 Superstar

SuperStar verfolgt einen wissensbasierten Ansatz, um die ,Neigung” abzuschatzen, mit der eine spe-
zifische Funktionalitdt (so genannte Probe, engl. fiir Sonde) in einer bestimmten chemischen Umge-
bung (hier Bindetasche) platziert wird [123, 131]. Die Wissensbasis flir SuperStar stellte die IsoStar-
Datenbank dar [132]. Diese Datenbank enthilt Verteilungsdichten funktioneller Gruppe um eine an-
dere, zentrale Gruppe. Um diese Verteilungsdichten zu bestimmen, wurden Kristallstrukturen von
der Cambridge Structural Database (CSD) und der Protein Data Bank (PDB) ausgewertet [133]. Super-
Star fragmentiert die Bindetasche in zentrale Gruppen und bestimmt die Dichteverteilung der ent-
sprechenden Sonde fiir diese Gruppe. AnschlieBend wird die Bindetasche wieder zusammengesetzt
und Uberlappende Verteilungen kombiniert. Die final entstandene Dichteverteilung gibt dariber
Auskunft, wieviel haufiger die untersuchte Sonde an dieser Stelle platziert ist, als es bei einer zufalli-
gen Verteilung zu erwarten ware. Der Wert zwei bedeutet dann beispielsweise, dass die Sonde dop-
pelt so haufig an dieser Stelle vorkommt wie bei einer zufilligen Verteilung. Damit wird im Grunde
keine Interaktion oder deren Starke bewertet, sondern nur die relative Haufigkeit in Kristallstruktu-
ren, welche indirekt fir eine hohere Stabilitdt und starkere Interaktion steht [131]. VERDONK et al.
konnten jedoch bereits zeigen, dass die Wahrscheinlichkeit der Platzierung von einer Wasser-
Sauerstoff-Probe mit dem B-Faktor der dort vorhandenen Sauerstoffatomen der aufgelosten Wasser
korreliert: Gut definierte Wassermolekile mit niedrigem B-Faktor zeigen scharfe Peaks fir die Was-
ser-Sauerstoff- Sonde und umgekehrt [123]. Es werden jedoch keine Angaben gemacht, wie ein
scharfer Peak definiert wird. Das von GOODFORD et al. entwickelte Tool GRID analysiert dhnlich wie
SuperStar, allerdings mit einem empirischen Ansatz, die Interaktionsmaoglichkeiten einer Bindetasche
mit Sonden [134]. Fir GRID konnte gezeigt werden, dass es strukturell wichtigen Wassermolekiile in
einem HIV-1-Protease-Komplex erfolgreich vorhersagen konnte [135]. Damit wurde der prinzipielle

Nutzen dieser Form der Untersuchung weiter belegt.

2.3.1.2 WaterClassifier

WaterClassifier ist ein Tool, um die Wahrscheinlichkeit zu bestimmen, mit der ein Wassermolekdl
ersetzt werden kann. Zusatzlich bietet es die Moglichkeit abzuschatzen, mit welcher Wahrscheinlich-
keit diese Stelle von einer hydrophilen oder hydrophoben Gruppe belegt wird [125]. Dafiir entwickel-
ten Ross et al. ein Modell, welches aus einem neugewichteten Wasserstoffbindungsterm der Scoring-

Funktion von AutoDock Vina [136] und zwei selbst entwickelten Termen fir die hydrophile und lipo-
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phile Umgebung des Wassermolekiils bestand. Damit konnten sie in einem Testset mit 1,004 Was-
sermolekiilen in verschiedenen Proteinstrukturen 75 % der Wasser korrekt als ersetzbar oder kon-
serviert vorhersagen. Da WaterClassifier eine Wahrscheinlichkeit fir die Substitution angibt, steigt
die Vorhersagekraft mit steigendem Wert. Bei einem héheren Wahrscheinlichkeits-Cutoff von 0.8

sind beispielsweise 94 % aller Wassermolekiile korrekt als ersetzbar klassifiziert worden [125].

2.3.1.3 HINT und Rank

AMADASI et al. entwickelten ein Bewertungsschema mithilfe des HINT-Kraftfeldes und des geometrie-
basierten Rank-Protokolls [124]. HINT ist ein nicht-kovalentes Kraftfeld. Es basiert auf LogPow-Werte
und berechnet Uber diese die Interaktionsstarke zwischen zwei Molekilen [137]. Rank verwendet
geometrische Eigenschaften, um Wassermolekiile zu evaluieren, indem es anhand der Lange und der
Winkel der Wasserstoffbriickenbindungen bewertet wird. Je naher sich diese am Optimum befinden,
desto besser wird das Wassermolekiil beurteilt [138]. Mithilfe einer Statistikanalyse entwickelten
AMADASI et al. ein Bewertungsschema, das den HINT-Score und die Rank-Bewertung zur Vorhersage
der Konservierung von Wassermolekilen kombiniert. In ihrem Testset mit 68 Wassermolekiilen
konnten 56 (87 %) der Wassermolekiile erfolgreich als konserviert oder ersetzbar vorhergesagt wer-
den. Wurden nur hochaufgeldste Kristallstrukturen (Auflésung < 2.0 A) bewertet, stieg die Erfolgsrate
auf 92 % [124]. Damit wird die Abhangigkeit von der Qualitat der experimentellen Daten verdeut-
licht, da auch die Moglichkeit besteht, dass die Wasser in der Rontgenkristallstruktur aufgrund der

Auflésung nicht bestimmbar sind.

— Vergleich der Methoden

Die verschiedenen Methoden besitzen unterschiedliche Vor- und Nachteile. Die MD-Simulation eig-
net sich sehr gut, um Aussagen lber die allgemeine Stabilitdt des Gesamtkomplexes und den Einfluss
der Wassermolekiile auf diese zu beschreiben. Zeigen die Komplexe ohne die entsprechenden Was-
ser noch eine gute Stabilitat, sind die Auswirkungen auf die Liganden und die Wichtigkeit der Was-
sermolekiile gering zu bewerten. Sind die Wassermolekiile aber fiir die Stabilitdt der Bindung not-
wendig, kann im Umkehrschluss nicht davon ausgegangen werden, dass diese nicht ersetzbar sind.
Ein anderer Ligand kdnnte beispielsweise an dieser Position selbst eine Interaktion mit dem Protein

ausbilden und deswegen eine stabile Bindung eingehen.

Bei SuperStar liegt der Vorteil darin, dass die Vorhersage und Evaluierung der Wassermolekdle allein
strukturbasiert vorgenommen wird. Die Wasser missen vorher nicht experimentell bestimmt wor-
den sein und die Auswertung wird nicht durch einen definierten Liganden verzerrt. Dafir sind die
Ergebnisse schwieriger zu interpretieren und es kann nur eine relative Aussage getroffen werden, da

die Methode nicht explizit fir die Analyse von Wassermolekiilen konzipiert wurde: Die Vorhersage
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flr ein bestimmtes Wassermolekil in einer Kristallstruktur kann korrekt sein, da das Wassermolekil
in der entsprechenden Kristallstruktur auch vorkommt. Allerdings trifft das jedoch keine direkte Aus-

sage Uber die Ersetzbarkeit.

Anders ist dies bei dem empirisch entwickelten Tool WaterClassifier sowie der HINT und Rank-
Methode. Diese sind wiederum sehr stark von den zur Erstellung verwendeten Datensatzen abhan-
gig. Sind bestimmte Konfigurationen unterreprasentiert, werden die Wassermolekiile falsch bewer-
tet. Der Vorteil bei allen zur Evaluierung vorgestellten und verwendeten Tools bestand darin, dass

diese schnelle Auswertungen ermoglichten.

2.3.2 Wassermolekiile in der ATP-Bindetasche der Gyrase

Fir die ATPase der GyrB-Untereinheit zeigt sich die Bedeutung der Wassermolekiile schon anhand
der Rontgenkristallstruktur von 1AJ6. Wie in Abschnitt 2.1 auf S. 27 beschrieben, handelt es sich bei
1AJ6 um eine Mutante, die eine Novobiocinresistenz vermittelt. Dabei geht durch den Austausch des
Arg136 zu einem Histidin keine Interaktion zum Novobiocin verloren, da die Wasserstoffbriicke liber
ein Wassermolekil weiterhin auch zur kirzeren Histidin-Seitenkette vermittelt wird. Die Einbindung
des Wassers ist jedoch entropisch unglinstig und lasst, wie oben beschrieben, die Dissoziations-
konstante des Novobiocin-Protein-Komplexes auf das 40fache ansteigen. Dies konnte auch durch

Berechnung der Freien Energie der Wassermolekiile nachgewiesen werden [139].

Wahrend der Analyse der Kristallstrukturen (s. Abschnitt 2.1auf S. 27) traten Wassermolekiile an
vergleichbaren Positionen wiederholt auf. Diese Wassermolekiile befinden sich in vier verschiedenen

Bereichen der Bindetasche, die alle auch in der Kristallstruktur von 1KlJ auftreten (s. Abbildung 2.21).

y 4
Abbildung 2.21 - Position und Bezeichnung der in allen Strukturen wiederkehren-
den Wassermolekiile. Dargestellt ist die Kristallstruktur von T. thermophilus mit
Novobiocin (griin) als Liganden (1KIJ). Wasserstoffe wurden nach der Standardpro-
zedur (s. Experimenteller Teil 11.3.2 auf S. 220) hinzugefiigt.
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In der Kristallstruktur mit dem Pyrazolderivat von 3G7E waren zwei Wassermolekile (Wat A und Wat
B; s. Abbildung 2.21) enthalten. In der in dieser Arbeit verwendeten Struktur von 1AJ6 mit Novobio-
cin lagen die Wassermolekiile Wat A, Wat B und Wat C vor. Bei 1EI1 mit dem ATP-Derivat ANP waren
Wat A, Wat B und Wat D wiederzufinden. AuBerdem wies eine erst 2014 veroffentlichte Rontgenkris-
tallstruktur von STANGER et al. mit ADP und P; (PDB-Code: 4PRX") ebenfalls vier Wassermolekiile auf

[100]' Diese befanden sich an den glelchen Tabelle 2.2 — Wassermolekile in den Bindetaschen der Kristall-

Positionen wie bei 1KIJ (s. Abbildung 2.21) strukturen. Vorhandene Wasser sind mit einem Haken (v'), nicht-
vorhandene mit einem Kreuz (%) markiert.

Moglicherweise war die Auflésung bei 1EI1 Kristallstruktur WatA WatB WatC WatD

nicht ausreichend, um alle Sauerstoffatome 1EI1 v v %8 v
. . i 1AJ6 v 4 v x
der Wassermolekiile zu identifizieren. 1EI1 3G7E v v ¥ %

besaR eine Auflosung von 2.3 A, 4PRX 1.8 A. *: Wassermolekiil in einer ahnlichen Kristallstruktur mit besserer
Auflosung enthalten.
Tabelle 2.2 fasst nochmal das Auftreten

aller Wassermolekiile zusammen.

Fir Novobiocin (3) wurden schon weitergehende Untersu- _
chungen fir die Wassermolekiile durchgefiihrt, um zu be- j‘\HZ H@
stimmen, welche wichtigen Einfluss auf die Bindungen ha- Hg,’ (:) oL HOO/ ? o
ben, als essentiell gelten oder ersetzt werden kdnnen. Diese o@ o’(o\/g
Untersuchungen wurden dadurch unterstitzt, dass mit Clo- cl
robiocin (39) ein Derivat von Novobiocin (3) existiert, wel- o] o
ches das Wassernetzwerk beeinflusst. Der entscheidende Hg \NH 0 HO"NY 0
Unterschied zwischen Novobiocin (3) und Clorobiocin (39) oy
besteht im Austausch des Stickstoffatoms des Carbamats mit N é\/\(
einem Pyrrol-Derivat (s. Abbildung 2.22). Dadurch werden OH OH

die beiden Wassermolekiile Wat B und Wat C, die in der Novo:iocin CIor(;k;iocin

Kristallstruktur von 1AJ6 vorkommen, verdréngt (s. Abbil- Abbildung 2.22 - Vergleich von Novobiocin (3,
links) und Clorobiocin (39 ,rechts). Die Unter-
dung 2.23). Bemerkenswert dabei ist, dass die Positionen der schiede beim Clorobiocin sind rot markiert.
Wassermolekiile von hydrophoben Kohlenwasserstoffen besetzt sind. Enthalpisch betrachtet erhéht
sich daher die Freie Bindungsenthalpie. Dennoch hat Clorobiocin (39) eine 37fach héhere Bindungs-
affinitat als Novobiocin (3). Dies fihrten Yu et al. auf den entropischen Gewinn durch die Freisetzung
der zuvor geordneten Wassermolekile zurilick [139]. Fiir das Wat A gibt es, nach unserem Kenntnis-

stand, bisher keinen Liganden, der dieses Wasser verdrangen kann. Das Wasser ist sehr eng an die

Struktur gebunden und befindet sich innerhalb der unter Standardbedingungen berechneten Pro-

¥ Da diese Rontgenkristallstruktur erst nach Durchfiihrung des HTvS verfligbar war, konnte sie in diesen Unter-
suchungen nicht berticksichtigt werden.
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teinoberflache. Die ausgebildete Tasche fiir das Wat A ist daher auch sehr eng und tief. Daher erfor-
dert es hohe sterische Anforderungen an den moglichen Liganden, sollte er dieses Wasser verdran-
gen. Moglicherweise ist Wat A auch mit an der strukturellen Integritat des Proteins beteiligt. Bei di-
versen Screening-Experimenten wurde dieses Wasser daher als konserviert angesehen [73, 76, 94,

140].

Damit kann in der Kristallstruktur von 1AJ6 zwischen ver-

schiedenen Wassermolekiilen und deren Bedeutung unter-

schieden werden: Wat B und Wat C sind ersetzbar, moglich- ASP-73
erweise sogar durch einen hydrohoben Rest des Liganden.
Bei Wat A handelt es sich um ein strukturelles Wassermole-

kiil, das hochkonserviert ist. Diese Kategorisierung ist auch \g\

fur die anderen Kristallstrukturen interessant. Da es jedoch, \ata —
abgesehen von der Umgebung des Wat A, grofSe strukturelle Abbildung 2.23 - Kristallstruktur von Clorobio-
cin in GyrB (PDB-code: 1KZN). Die ersetzten
Wasser von 1AJ6 sind transparent dargestellt.

(s. Abschnitt 2.1 auf S. 27), war es erforderlich, die Wasser- Alle nicht-polaren Wasserstoffe sind ausge-
blendet.

Unterschiede bei den verschiedenen Kristallstrukturen gab

molekile in den anderen beiden Strukturen genauer zu eva-

luieren. Dafiir wurden zunachst die einzelnen Wassermolekiile analysiert und anschlieBend bewertet.
— WatA

Wat A kommt in allen Kristallstrukturen vor. Nach einem Alignment der Backbones der Proteine be-
tragt die Abweichung der Positionen zwischen den verschiedenen Strukturen fiir das Sauerstoffatom
nur 0,6 — 0,7 A (s. Abbildung 2.24). Es sind immer die gleichen Aminoséuren an der Bindung beteiligt
(auch speziesiibergreifend; s. Abschnitt 2.1 auf S. 27): Asp73, Gly77, Thr165 (E. coli-Nummerierung).
Eine Bindung findet zusatzlich zu den Liganden statt. Die ausgebildeten Wasserstoffbriicken sind
teilweise sehr kurz (bis zu 2.5 A). Aus den experimentellen Daten des Novobiocins ist schon bekannt,
dass Wat A sehr wahrscheinlich nicht ersetzbar ist (s. 0.). Da sich die verschiedenen Proteinstruktu-
ren in diesem Bereich nur wenig unterscheiden, ist dieses Wasser voraussichtlich in allen Proteinen

essentiell.
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/AL-71

WatB \

P
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Abbildung 2.24 — Uberlagerung der verschiedenen vorbereiteten Kristallstrukturen und deren Wassermolekiile. Darge-
stellt sind 1EI1 (blau), 1AJ6 (griin) und 3G7E (gelb). Die Sauerstoffatome der Wasser sind entsprechend der zur Kristall-
struktur zugehorigen Kohlenstoffatome gefarbt. Zur Orientierung sind die Liganden transparent dargestellt.

— WatB

Auch Wat B lasst sich in allen Strukturen wiederfin-
den. Es befindet sich in einer Seitentasche, die in kei-
ner Struktur von einem Liganden besetzt wird, aber
deutlich groRBer ist als beim Wat A. Die Position des
Wat B ist insgesamt variabler als das Wat A. Nach
dem Alignment Uber den Backbone sind die Sauer-
stoffatome von den Wassern der verschiedenen
Strukturen zwischen 0.8 und 1.7 A zueinander ver-
setzt, damit aber noch immer naher beieinander plat-
ziert als die Auflésung der einzelnen Kristallstrukturen

groB ist. Insbesondere Wat B von 1EI1 (blau in Abbil-

Abbildung 2.25 - Vergleich der Wat B-Position von 1EI1
und 4PRX. Das Sauerstoffatom von 1EI1 ist rot, 4PRX
griin dargestellt. Die Kontur zeigt die Haufigkeitsanalyse
von SuperStar (1EI1): blau >2, gelb >4, rot >8. Die
braunen Sphdaren markieren die Position der Maxima.
Die Zahlen zeigen die Werte der Maxima.

dung 2.24) ist leicht verschoben. Wahrend der Analyse mit SuperStar (s. auch Anhang 12.2 auf S. 230)

konnte an der Position des Wassers auch kein Maximum gefunden werden (s. Abbildung 2.25). Ret-

rospektiv konnte jedoch der Vergleich mit 4PRX zeigen, dass die Vorhersage von SuperStar mit dieser

Struktur, die auch eine bessere Auflosung als 1EI1 aufwies, libereinstimmte. Bei allen Strukturen ist

Asp73 direkt an der Bindung beteiligt, welche aufgrund des ionischen Charakters die starkste Interak-

tion darstellt. Dies ist die einzige Wasserstoffbriickenbindung, die Wat B in 1EI1 mit dem Protein oder

dem Liganden eingehen kann. In der Struktur von 1AJ6 ist noch eine Interaktion mit dem Backbone-
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Carbonylsauerstoff von Thr165 (3.0 A) moglich. Bei 3G7E befindet sich das Wat B einem deutlich en-
geren Interaktionsnetzwerk: In 3.2 A Entfernung befindet sich das Carbonyl des Val71 und 2.8 A ent-
fernt das Stickstoffatom des Carbamats vom Liganden. Durch Clorobiocin ist bekannt, dass dieses
Wasser im Komplex mit Novobiocin von einem hydrophoben Rest ersetzt werden kann. Im Vergleich
dazu ist insbesondere die Struktur von 3G7E interessant, da sich das Wassermolekil dort in einem
deutlich engeren Interaktionsnetz befindet und ndaher am Protein gebunden ist. Im Unterschied zu
Wat A treten bei diesem Wasser jedoch nur drei der vier moglichen Wasserstoffbriickenbindungen

auf.
— Wat Cund Wat D

Wat C tritt nur bei 1AJ6 auf. Wie in Abschnitt beschrieben, befindet sich dieses Wasser, dhnlich wie
Wat D, in einer hydrophoben Umgebung. Zum Protein weist es nur eine Interaktion mit dem Sauer-
stoff des Backbones von Val43 auf. Eine weitere Interaktion mit dem Stickstoff der Carbamatstruktur
des Novobiocins wire bei einer Entfernung von 3.0 A moglich, der Winkel fiir die Wasserstoffbri-
ckenbindung weicht aber mit 143 ° deutlich von den optimalen 180 ° ab. Sehr dhnlich verhalt sich das
Wat D in der Kristallstruktur von 1EI1. Es steht in einem Wasserstoffbriickennetzwerk mit dem ANP

(Entfernung 2.8 A) und Asn46 (3.0 A). Bei diesen Interaktionen sind alle Winkel akzeptabel.
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— Bewertung der Wassermolekiile

Zunachst erfolgt die Bewertung der MD-Simulationen, die einen allgemeinen Einblick Gber die Stabili-

tat geben. AnschlieBend werden die anderen Tools gemeinsam ausgewertet.

Alle Protein-Ligand-Komplexe waren wahrend der MD-Simulation instabil, wenn Wat A nicht vorhan-
den war. Die Liganden bewegten sich aus ihrem urspriinglichen Bindungsmodus heraus und versuch-
ten neue Wasserstoffbriicken mit den Proteinen in diesem Bereich auszubilden. Bei 3G7E rutschte in
jeder MD-Simulation ohne Wat A der Pyrazolkdrper in die Wat A-Tasche hinein (s. Abbildung 2.26).
Bei 1EI1 und 1AJ6 verschoben sich entweder die Liganden in den Bereich oder Wassermolekiile wan-

derten aus der Bindetasche oder von der
-

Losung in die Wat A-Tasche hinein. Im
zweiten Fall verlieBen die Liganden zuvor
die Bindetasche (s. Anhang 12.1 auf S.
229). In keiner Simulation konnte beo-
bachtet werden, dass die Wat A-Tasche
unbesetzt blieb. Dies betonte die struktu-
relle Wichtigkeit dieses Wassermolekiils
und die Bedeutung fir die Stabilitat der
Komplexe. Bei der umgekehrten Simula-

tion — das Wat A war vorhanden, es fehl- \

. . Abbildung 2.26 — Stabilitdt der MD-Simulationen von 3G7E mit ver-
ten jedoch alle anderen Wasser der Bin- schiedenen Wassermolekiilen. Die Kristallstruktur des Liganden von
3G7E ist grin dargestellt. Weiterhin sind der Ligand vom letzten Fra-
me der MD-Simulation ohne Wat A (rot) und ohne Wat B (gelb) ge-
meist stabil. Dies konnte auch bei 3G7E, zeigt. Nicht-polare Wasserstoffe sind ausgeblendet. Die Wassermole-

kiile sind transparent abgebildet.

bei dem sich das Wat B im Vergleich zu

detasche — verhielten sich die Komplexe

den anderen Kristallstrukturen in einem engeren Interaktionsnetz befand, beobachtet werden. Auch
wenn das Wat B fehlte, verschob sich der Ligand nur wenig, so dass der RMSD (Root-Mean-Square
Deviation) zur Kristallstruktur nach der MD-Simulation fir den Liganden lediglich 0.81 A betrug (s.
Abbildung 2.26).
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In Tabelle 2.3 sind die Bewertungen der verschiedenen Tools fiir alle Strukturen gezeigt. Die Ergeb-

nisse der SuperStar-Berechnungen sind im Anhang dargestellt (s. Anhang 12.2 auf S. 230).

Tabelle 2.3 — Bewertungen der Wassermolekiile in der Bindetasche von allen Kristallstrukturen durch SuperStar, HINT und
Rank und WaterClassifier. Die Bedeutung der Werte sind im Abschnitt 2.3.1 auf S. 48 erklart. Beim WaterClassifier sind
zusatzlich die Wahrscheinlichkeiten angegeben, mit der eine hydrophobe Substruktur des Liganden dort binden kénnte (in
Klammern).

Wat A Wat B WatC | WatDh
Kristallstruktur 1EI1 1AJ6 3G7E 1EI1 1AJ6 3G7E 1AJ6 1EI1
SuperStar 51.29 37.44 63.03 11.15 7.55 60.63 5.19 6.28
HINT und Rank 1.00 1.07 1.05 -0.25 0.83 0.88 -0.73 -0.67
WaterClassifier 0.90 0.80 0.90 0.24 0.34 0.37 0.23 0.22
(hydrophob) (0.34) (0.10) (0.34) | (0.68) (0.78) (0.79) | (0.47) | (0.58)

Wat A wies bei allen Bewertungen herausragende Werte auf. In SuperStar wurden hohe zweistellige
Werte bestimmt. Sowohl HINT und Rank als auch WaterClassifier konnten hohe Wahrscheinlichkeiten
fiir die Konservierung der Wassermolekiile ermittelt werden. Beispielsweise waren alle Werte beim
WaterClassifier > 0.80, ein Bereich bei dem im Testdatensatz von Ross et al. Gber 94 % der Wasser-

molekdle richtig vorhergesagt wurden [125].

Wat B wurde in Abhangigkeit von den Tools und den Strukturen sehr unterschiedlich beurteilt. Auf-
fallig ist die schlechte Bewertung des Wat B in der Struktur von 1EI1. Die auf dem Wasser selbst ba-
sierenden Tools HINT und Rank sowie WaterClassifier zeigten nur eine sehr geringe Wahrscheinlich-
keit fur die Konservierung des Wassers. Wie schon oben beschrieben (s. S. 53), befand sich das Was-
sermolekiil bei der SuperStar-Analyse zwischen zwei Maxima. Doch auch das nachste Maximum ist
mit 11.15 noch deutlich niedriger als beim Wat A. Fiir 1AJ6 waren die Ergebnisse nicht einheitlich. Die
SuperStar- und WaterClassifier-Werte wiesen auf ein nicht konserviertes und ersetzbares Wasser hin.
Der WaterClassifier fand sogar eine fast 80 %ige Wahrscheinlichkeit fiir einen hydrophoben Rest, der
dort platziert werden kénnte. HINT und Rank berechnete jedoch noch eine hohe Wahrscheinlichkeit
fir ein konserviertes Wassermolekiil. Bei 3G7E wiederum war das Wat B nach der Bewertung von
SuperStar und HINT und Rank konserviert, wahrend WaterClassifier dieses Wasser, sehr dhnlich wie

bei 1El1, als ersetzbar bewertete.

Bei Wat C und Wat D waren die Beurteilungen wieder bei allen Strukturen und von allen Tools ein-
heitlich. In der Bewertung mit SuperStar konnten nur einstellige Werte ermittelt werden. Dariber
hinaus erachteten auch die beiden anderen Tools diese Wassermolekdile als ersetzbar. Ob diese Ta-
sche von einem hydrophoben oder hydrophilen Rest besetzt werden sollten, liel sich mithilfe des
WaterClassifiers nicht klar vorhersagen, da er fiir diesen Bereich eine ca. 50 %ige Wahrscheinlichkeit

fir hydrophobe Reste ermittelte.
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Mithilfe dieser Untersuchungen lieRen sich drei Wasserpositionen sicher evaluieren. Fir das Wat A
bewiesen die MD-Simulationen die wichtige strukturelle Funktion des Wassermolekiils. Alle Tools
stimmten darin Uberein, dass dieses Wassermolekdil nicht ersetzbar ist. Es sind keine Inhibitoren be-

kannt, die dieses Wasser verdrangen.

Fir Wat C und Wat D waren die Ergebnisse ebenfalls eindeutig. Sie besallen keinen komplexstabili-
sierenden Effekt und wurden konsistent als ersetzbar bewertet. Mit Clorobiocin ist auch ein Derivat
bekannt, welches Wat C in 1AJ6 mit einem hydrophoben Rest substituiert. Der Ligand von 3G7E
selbst bt hydrophile Interaktionen an Positionen des Wat C und Wat D aus. Aus diesen Griinden
schien die Bewertung mit einer 50 % Wahrscheinlichkeit fir hydrophobe Reste, die der WaterClassi-

fier vorhersagte, nachvollziehbar, da hier beide Félle auftraten.

Bei Wat B war die Bewertung Uber die verschiedenen Komplexe nicht einheitlich. Dieses Wasser
wurde in der Struktur von 1EI1 als nicht-konserviert bewertet. SuperStar konnte dieses Wasser nicht
eindeutig vorhersagen. Bei 1AJ6 stimmten SuperStar und der WaterClassifier mit der Zuordnung als
ersetzbares Wasser Uberein. Die Kristallstruktur mit Clorobiocin belegte auch experimentell diese
Einschatzung. Lediglich in der Struktur von 3G7E sind die Ergebnisse nicht eindeutig interpretierbar:
Sowohl HINT und Rank als auch SuperStar beurteilten das Wasser als sehr wahrscheinlich konserviert.
Dies war insbesondere bei SuperStar interessant, weil es das Wat B bei 1AJ6 als nicht konserviert
bewertete, welches von der Umgebung und Struktur sehr ahnlich war. SuperStar bewertete die Posi-
tionen weiterhin rein strukturbasiert. Die gute Interaktion, die zu dem Liganden mdoglich war, hatte
keinen Einfluss auf die Analyse. Trotzdem erreichte dieses Wasser hohere Werte als das Wat A bei
1EI1 und 1AJ6. Dem Ergebnis stand die Bewertung vom WaterClassifier gegeniber. Dieser bewertete
das Wasser nicht nur als nicht-konserviert sondern prognostizierte sogar hydrophobe Reste in die-
sem Bereich. In 1AJ6 wurde, wie oben beschrieben, dieses Wasser auch von einem hydrophoben

Rest ersetzt.

Damit lieRen die Tools verschiedene Schlussfolgerungen zu: Strukturell war dieser Bereich starker in
Richtung eines Wassermolekiils gepragt und die kraftfeld- und geometriebasierende Bewertung von
HINT und Rank stimmte damit Gberein. Die MD-Simulationen, Bewertungen von WaterClassifier und
die Analogie zum Clorobiocin sprachen fiir einen geringeren Einfluss des Wassers. Dies fiihrte zur
folgenden Hypothese: Aus struktureller und energetischen Sicht bestand die Moglichkeit, dieses
Wasser zu ersetzen. Dies musste jedoch nicht bedeuten, dass die Verdrangung des Wassers die Freie
Bindungsenthalpie verbessert. Flir ein Screening wurde dieses Wassermolekiil daher als optional
angesehen: Es wurde sowohl ein Screening mit als auch ohne dieses Wassermolekiil durchgefiihrt.
Die Hypothese, dass das Wat B ersetzbar sei, wurde retrospektiv auch in einer im August 2012 verof-

fentlichten Réntgenkristallstruktur von BRVAR et al. nachgewiesen (PDB-Code: 4DUH) [94]. Die Grup-
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pe fuhrte eine strukturbasierte Leitstruktur-Suche nach GyrB-Inhibitoren durch und fanden Bithiazo-

le, die den Wat B-Bereich mit einer Ethyl-Gruppe besetzten.

Nach der Analyse sowie Aufarbeitung der Rontgenkristallstrukturen und einer genauen Evaluierung
der verschiedenen Wassermolekiile in der Bindetasche standen damit vier verschiedene Protein-
strukturen fir das Screening zur Verfliigung. Beim Docking in 1EI1 und in das vervollstandigte 1AJ6
wurde nur das Wat A bericksichtigt. Fir das Docking in 3G7E wurden zwei Strukturen verwendet.
Eines enthielt, wie die anderen Strukturen, ausschlieBlich Wat A (im Folgenden 3G7E_1 genannt) und
das zweite enthielt sowohl Wat A als auch Wat B (3G7E_2). Die Ergebnisse sind in Tabelle 2.4 zu-

sammengefasst.

Tabelle 2.4 — Ubersicht der fiir das Screening verwendeten Strukturen.

Struktur Bemerkung

1EI1 Vorbereitung: Standardprozedur; ANP (vierfach negativ geladen), enthalt Wat A

1AJ6 Vorbereitung: Standardprozedur, Loop A mit 1EI1, Loop B und H136R mit 1Kl ge-
modellt, MD-Simulation, Minimierung; Novobiocin (einfach negativ geladen), ent-
halt Wat A

3G7E_1 Vorbereitung: Standardprozedur; Pyrazolderivat (2H-Tautomer), enthalt Wat A

3G7E_2 Vorbereitung: Standardprozedur; Pyrazolderivat (2H-Tautomer), enthalt Wat A und
Wat B
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3 Bibliothekerstellung

Die Erstellung einer Substanzbibliothek flr ein virtuelles Screening stellt einen wichtigen Schritt fr
ein effizientes Vorgehen dar. Die Anzahl der moéglichen Substanzen ist derart hoch, dass die Generie-
rung oder Verarbeitung aller denkbaren Verbindungen in silico bisher nicht moglich ist. Da ein virtuel-
les Screening aufwendige Rechenschritte erfordert, kann der Zeitaufwand stark reduziert werden,
wenn kleinere und optimierte Datensatze verarbeitet werden. Einfache und schnell anzuwendende
Filterkriterien konnen die Bibliothek reduzieren, so dass aktive Substanzen, die praferierte Eigen-

schaften, wie ein glinstiges ADME-Profil, besitzen, angereichert werden.

3.1 Chemischer Raum

Die Grundlage fiir die Erstellung einer Screening-Bibliothek setzt zunachst das Verstandnis des che-
mischen Raumes voraus. Der chemische Raum stellt dabei einen sehr abstrakten Begriff dar, der wie

folgt von LIPINSKI et al. beschrieben wurde [141]:

,Chemical space can be viewed as being analogous to the cosmological universe in

its vastness, with chemical compounds populating space instead of stars.”

Nach dieser und anderen Definitionen [45, 142] wird unter dem Begriff also die Gesamtheit aller
moglichen, organisch-chemischen Verbindungen verstanden — folglich eine unvorstellbar groRe Zahl
von Substanzen. Aus medizinisch-chemischer Sicht werden mit diesem Ausdruck auch haufig alle als
Wirkstoffe infrage kommenden Substanzen bezeichnet (z. B. Moglichkeit der Synthese) [143]. Damit
wird auch Riicksicht auf die Eigenschaften und Zuganglichkeit der Verbindungen genommen. Ausge-
hend von diesen Definitionen gibt es verschiedene Schatzungen (ber die GroRe des chemischen

Raums: 10%* — 10%° Substanzen [144, 145].
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— Datenbanken

Im Vergleich zur theoretischen GroRRe des chemischen Raums ist der beschriebene oder synthetisier-
te deutlich kleiner. Die grof3te virtuelle Substanzdatenbank ist die CHEMICAL UNIVERSE DATABASE DB-17
mit Gber 166 Milliarden Molekilen [146]. Dazu erstellten RUDDIGKEIT et al. mittels eines kombinatori-
schen Ansatzes eine Datenbank aus allen prinzipiell méglichen Molekiilen, die keinen chemischen
Regeln widersprechen [146]. Sie besteht aus Substanzen mit bis zu siebzehn schweren Atomen (Koh-
lenstoff-, Stickstoff-, Sauerstoff-, Schwefelatomen oder Halogene). Die Begrenzung auf siebzehn
Atome ist auf die hohen Anforderungen an Computerressourcen zuriickzufiihren. Dennoch stellt dies
einen interessanten Bereich dar, da es 367 zugelassene Arzneistoffe mit einer Molekilmasse von
< 350 Da gibt. Zudem befindet sich die Datenbank mit diesen Eigenschaften zumindest im Leitstruk-

turbereich [146]. Sie verdeutlicht auch, wie wenig der chemische Raum bisher erforscht ist.

Die grofte frei zugdngliche Datenbank von synthetisierten Substanzen, PUBCHEM, enthalt 63 Mio.
Verbindungen (Stand: November 2014) [147]. Davon bestehen nur 9.6 Mio. Substanzen aus bis zu
siebzehn schweren Atomen. Des Weiteren gibt es noch Datenbanken, die speziell kduflich erwerbba-
re Substanzen beinhalten. Deren groBter Vertreter ist die ZINC-Datenbank mit knapp 23 Mio. Sub-
stanzen (Stand: Mai 2014)[148]. Diese Zahlen zeigen eindrucksvoll, wie unerschlossen der chemische

Raum selbst bei Molekiilen ist, die weniger

Tabelle 3.1 — Vergleich der DatenbankgrofRen und Anteil an Ver-

als siebzehn schwere Atome besitzen (s. ‘ ) :
bindungen mit weniger als 17 schweren Atomen.

Tabelle 3.1). Die grofRte Datenbank syn- < 17 schwere Atome

Datenbank GroRe (in Mio.)

thetisierter oder isolierter Verbindungen (in Mio.)
. . SM .y n . GDB-17 166 000 166 000
ist die CAS REGISTRY>" mit Gber 90 Mio. PubChem 63 96
Substanzen (Stand November 2014)[149]. ZINC 23 2

Neben der Verwendung von einer Datenbank ware es auch maglich, direkt in silicio neue Substanzen
zu erstellen und zu analysieren, das so genannte ,,computer-based de novo Design“ [150]. Aber auch
bei diesem Ansatz treten die gleichen Limitierungen auf, bspw. Beschrankung der Anzahl der Sub-
stanzen durch Computerressourcen. Der Vorteil besteht in einer freieren Wahl der Substanzen und
der Optimierungsmoglichkeit. Dafiir muss jedoch im Anschluss der Analyse die Substanz noch be-
schafft werden (z. B. mittels Synthese). Dieser moglicherweise sehr aufwendige Schritt entfillt, bei

Verwendung einer Datenbank von bereits beschriebenen oder erwerbbaren Substanzen.
— Drug-like Kriterien

Die Erforschung der idealen physikochemischen Parameter fiir Kandidaten der Arzneistoffsuche be-
gann mit einer beachtenswerten Veroéffentlichung von LIPINKSI et al. 1997 [151]. LIPINSKI et al. unter-
suchten eine Datenbank mit iber 2,000 Substanzen von mindestens in klinischer Priifung Phase Il

befindlichen Substanzen oder zugelassenen Arzneistoffen, die oral verflgbar sind. Nur 12 % der Sub-
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stanzen hatten mehr als 10 Wasserstoffbriickenakzeptoren, 8 % mehr als 5 Wasserstoffbriickendono-
ren, 11 % eine hohere Molekiilmasse als 500 Da und 10 % einen héheren cLogP als 5 [151]. Mithilfe
dieser Daten formulierten sie die ,Rule of five” (Ro5), bekannt auch unter , Lipinski’s Rule of five”
oder ,Pfizer’s Rules of five“: Flir optimale ADME-Eigenschaften darf eine peroral bioverfligbare Sub-

stanz nicht mehr als

1) 10 Wasserstoffbriickenakzeptoren,
2) 5 Wasserstoffbriickendonoren,

3) 500 Da Molekiilmasse und

4) einen cLogP von 5 besitzen.

Seit dieser Entdeckung gibt es zahlreiche Veroffentlichung, die sich mit diesem Thema beschaftigen
und Subgruppen (z. B. Indikationen) oder andere Fragestellungen (wie Leitstruktursuche) untersucht
haben [45, 152-154]. Dabei werden als weitere Parameter haufig noch die Anzahl der drehbaren
Bindungen und die polare Oberflache (PSA) verwendet. Dennoch bleiben die Ro5 eines der am meist

genutzten Filterkriterien fiir Drug-Like-Kandidaten.

Die Anwendung physikochemischer Filterkriterien ist eine sinnvolle MaRnahme zur Reduktion groRer
Datensatze, um potentielle Hits anzureichern und Substanzen mit voraussichtlich schlechten Eigen-
schaften zu reduzieren. Lediglich die Wahl der Kriterien kann variieren und die anhaltende Diskussion

dariber verdeutlicht, dass die Kriterien problemorientiert erarbeitet werden missen.
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3.2 Material und Methoden

3.2.1 ZINC-Datenbank

Die ZINC-Datenbank (Zinc Is Not Commercial) stellt eine gute Startauswahl fiir ein virtuelles Screening
dar. Die Datenbank wurde urspriinglich fiir die Durchfiihrung von strukturbasierten virtuellen Scree-
nings erstellt [155]. Daflir werden die chemischen Strukturen von Gber 200 Anbietern (Stand: Sep-
tember 2012) extrahiert und verarbeitet. Alle eingelesenen Substanzen werden zunachst nach fol-
genden Kriterien gefiltert: Die Molekllmasse muss zwischen 50 und 500 Da betragen und es werden
nur Verbindungen weiterverarbeitet, die aus folgenden Elementen bestehen: C, N, O, S, P, Cl, F, Br, |
und H. Weiterhin werden bei Salzen die Gegenionen entfernt und bestimmte Funktionalitdten aus-
sortiert bzw. beschrankt, die aufgrund ihrer Reaktivitat (z. B. Carbonsaureanhydride) oder ihren un-
glnstigen physikochemischen Eigenschaften (z. B. maximal ein quartdres Ammoniumsalz) fir ein
SBVS ungeeignet sind. Alle Regeln sind in Tabelle 3.2 aufgefiihrt, gelten allerdings nicht fir bereits
bekannte bioaktive Strukturen, da diese ihre Aktivitdt bewiesen haben. Die Filterkriterien sorgen fir

einen Ausgangsdatensatz von ca. 20 Millionen unterschiedlichen, kduflich erwerblichen Strukturen.

Tabelle 3.2 — Regeln des Standardfilters. Alle Strukturen, die grundsatzlich in die ZINC-Datenbank aufgenommen werden,
missen mindestens diesen Regeln entsprechen.

Struktur Anzahl Struktur Anzahl
Nicht-Wasserstoffatome 5 bis40 Phosphene 0
Kohlenstoffatome 2 bis40 Heptane

Stickstoff-, Sauerstoff-, Schwefelatome 0 bis20 Perchlorate

Fluoratome 0 bis 7 Pentafluorphenylester
Halogenatome auBer Fluoratome 0 bis 6 Paranitrophenylester

Di- und Triphosphate 0 bis 3 Hydroxybenzotriazolester
B-Oxoammonium 0 bis 2 Triflate

(Thio)-Epoxide, Aziridine 0 bis 2 Lawessons Reagenz
Benzylammonium 0 bis 2 Phosphoramide

Thioester 0 bis 2 aromatische Azide

Hydroxamsaure 0 bis 2 Chloramidine

Nitrogruppen 0 bis 2 Isonitrile

Imine 0 bis 2 Triacyloximes

Propenale 0 bis 2 Acylcyanide

Kationische Kohlenstoff-, Chlor-, lod-,

Phosphor- oder Schwefelatome el SIS

O OO0 OO0 00000 O OO0OO0OO0OO0OO0OOOOOOoOOoOOoO

Acylhydrazide 0 bis 2 Cyanophosphonate
Thiocyanate 0 bis 1 Azocyanamide
Iso(thio)cyanate 0 bis1 Azoalkanale
Ammonium 0 bis 1 Carbazide
Schwefelsdureester Obis1 Saureanhydride
Sulfonsaureester 0 bis 1 Peroxide

Sulfone 0 bis1 Acrylnitril
Sulfonsaurehalogenide 0 bis 1 Phosphorane
Saurehalogenide Obis1 Phosphorhalogenide
Alkylhalogenide 0 bis 1 Cyanhydrine
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Neben den Standardkriterien gibt es noch zusatzlichen Filter. Dieser ist beim Aussortieren von reakti-
ven Verbindungen deutlich strenger als der Standardfilter. Beispielsweise ist beim Standardfilter ein
Saurehalogenid erlaubt, welches wiederum Uber den zweiten Filter ausgeschlossen wird. Darlber
hinaus wird noch auf weitere reaktive Strukturen, wie Michael-Akzeptoren, eingegangen. Ein mit
diesen Filterkriterien bearbeiteter Datensatz wird als ,,Clean” bezeichnet. Insgesamt werden letzt-
endlich tber 200 Filterregeln eingesetzt, wodurch die Substanzbibliothek auf ca. 12 Millionen Struk-

turen reduziert werden konnte.

Von diesem ,,Clean Dataset” ausgehend gibt es Tabelle 3.3 — Filterkriterien fiir den ,Drug-Like“-Filter. Re-
geln, die nicht den Ro5 entsprechen, sind kursiv dargestellt.
zahlreiche Subsets, die die Untersuchung unter-

Filterkriterium Grenze
schiedlicher Fragestellungen erlauben (z. B Leit- "pMolekiilmasse 150 bis 500 Da
struktursuche oder fragmentbasierte Ansitze). _berechneter logP bis 5

o . ) Anzahl Wasserstoffbriicken- bis 5
Fir die in dieser Arbeit durchzufiihrenden Un- = gonoren
tersuchungen bietet sich der ,Drug-Like“-Filter Anzahl Wasserstoffbriicken- bis 10
akzeptoren
an. Dieser besteht aus einer modifizierten Ver- " Apzahl drehbarer Bindungen  bis 7
sion der Ro5 (s. Tabelle 3.3). Dadurch wurde der _Polare Oberfldche bis 150 A*

Datensatz um ungefdahr 1 Mio. auf 11 Mio. Substanzen reduziert. Diese Datenbank wird , Drug-Like

Clean Dataset” genannt.

3.2.2 Mona

Zum Filtern und zur Auswertung der Datenbank wurde das Programm MONA verwendet [156]. MONA
ermoglicht es, groRe Molekiildatenbanken einzulesen, nach physikochemischen und chemischen
Parametern zu filtern und beziglich der Verteilung von Eigenschaften auszuwerten. Dabei erzeugt
MONA automatisch eindeutige Tautomere, Protonierungszustande und Konformationen der Substan-
zen und eliminiert Duplikate, auch von verschiedenen Quellen, selbststandig. Zusatzlich kann mit

Hilfe von SMARTS-Ausdriicken nach weiteren Strukturelementen gefiltert werden.

MONA basiert auf den Grundlagen von NAOMI [157], einem Tool zum Einlesen verschiedener Da-
teiformate. Es verarbeitet die Dateien in SQL-Datenbanken, lasst sich aber lber ein GUI interaktiv
steuern [156]. Es eignet sich aufgrund seiner hohen Geschwindigkeit beim Einlesen und Verarbeiten
der Substanzen und seiner hohen Kapazitdt, um unterschiedliche Filterkriterien fiir die Datenbank zu

testen, anzuwenden und direkt beziiglich ihrer Effektivitat auszuwerten.
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3.3 Filterkriterien fiir die ZINC-Datenbank

Ausgangspunkt flr die Erarbeitung eigener Filterkriterien stellte der ,,Drug-Like Clean Dataset” von
ZINC dar. Fur die Durchfihrung der strukturbasierten Leitstruktursuche gab es noch verschiedene
weitere Kriterien, die bericksichtigt werden sollten und zu zuséatzlichen Filterregeln fiihrten. Diese
waren notig, um die Datenbank fir das Vorgehen anzupassen. Dies schloss analytische Probleme
(z. B. Anzahl an Chiralitatszentren), Erwdagungen vom Dockingalgorithmus (Anzahl drehbarer Bindun-
gen) und dem Verstandnis der Bindetasche (Anzahl an Stickstoff- und Sauerstoffatomen) mit ein. Die
Auswirkungen werden in den einzelnen Abschnitten diskutiert. Die hier bestimmten Parameter wur-
den nur zum Filtern des Datensatzes durch MONA verwendet. Daher kann z. B. eine Bindung wahrend
des Filterns als nicht-drehbar definiert werden, obwohl sie im Dockingprozess spater dennoch rotiert

wird.

Trotz der hohen Kapazitdt von MONA war es nicht moglich, den gesamten ,,Drug-Like Clean Dataset”
mit insgesamt 11 Mio. Substanzen zu verwenden. Fir die Optimierung der Parameter wurde daher
ein Testdatensatz aus dem ,Drug-Like Clean Dataset” erstellt, der im folgenden MONA-Testset ge-
nannt wird. Dieser wurde erzeugt, indem 100,000 Substanzen zufillig aus dem Gesamtdatensatz
ausgewahlt wurden. Zunachst wurde der Effekt jedes Filterkriteriums auf den MONA-Testset einzeln
untersucht. AnschlieBend wurden die Kriterien kombiniert und mit NAOMI auf den gesamten Daten-

satz angewendet. In Abbildung 3.1 ist die Vorgehensweise schematisch dargestellt.

ZINC-Datenbank

v

100,000 zufallig .Drug-Like Clean
ausgewahlte Substanzen Dataset*
Optimierung

FilM finale Filterkriterien

Substanzen flir
cRAISE-Docking

Abbildung 3.1 — Vorgehen fiir das Filtern der ZINC-Datenbank. Ausgehend von der ZINC-Datenbank wurde
der ,Drug-Like Clean Dataset” verwendet. Von diesem wurden 100,000 Substanzen zufallig ausgewahlt
(Mona-Testset). Mit diesem Testset wurde die Optimierung der Filterkriterien erarbeitet (roter Kasten).
AnschlieBend wurden diese Filterkriterien auf den gesamten ,,Drug-Like Clean Dataset” angewendet.
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— Anzahl an drehbaren Bindungen

Die Definition von drehbaren Bindungen ist sowohl aus chemischer als o o
N >_N/
auch algorithmischer Sicht nicht trivial. So gelten beispielsweise Amide >- \ p_—

wegen ihrer hohen Rotationsbarriere als pseudoplanar und kénnen als

Abbildung 3.2 — Analogie der ,,Cis-
/Trans-Isomerie“- bei Amiden. Die
nicht frei drehbare Bindung ist
griin eingefarbt.

nicht-drehbar betrachtet werden. Andererseits gibt es dann zwei ver-
schiedene Substitutionsmuster am Amid (in Analogie zur cis-/trans-
Isomerie, s. Abbildung 3.2). Von unterschiedlichen Algorithmen wer-
den Amide deswegen entweder als drehbar oder auch als nicht-drehbar bewertet. Aufwendiger wird
dies bei Phanomenen, die schwieriger zu beurteilen sind. Ein Beispiel ware die Drehbarkeit bei
Atropisomerie. MONA benutzt eine sehr einfache Definition fiir drehbare Bindungen: Als drehbar
werden Einzelbindungen angesehen, die nicht im Ring liegen oder zu einem terminalen schweren
Atom gehen. Amidische C-N-Bindungen und Nitrile werden als nichtdrehbar betrachtet. Damit wer-

den alle Bindungen zwischen verschiedenen Ringsystemen als drehbar definiert.

Die Anzahl der drehbaren Bindungen stellte ein sehr wichti-
ges Kriterium dar. Vor dem Docking werden von cRAISE alle 7
moglichen plausiblen Konformere erzeugt und gespeichert
\OMN’\H/N 0
(s. Abschnitt 4.1.1 auf S. 80). Rotierbare Bindungen lassen J\ o _
(0] o

die Zahl der Konformere exponentiell ansteigen, so dass bei )
der Ligandenvorbereitung viel Rechen- und Speicherkapazi- 40
tat bendtigt und der Dockingprozess deutlich verlangsamt Abbildung 3.3 — ZINC35798004 (40): Beispiel

fir ein Molekdl mit 15 drehbaren Bindungen
werden wiirde. Auch aus der Perspektive der ,Drug- (griin markiert).
Likeness“ haben Substanzen mit weniger drehbaren Bindungen einen Vorteil. Ein Grund dafir kénnte
der Einfluss der Entropie auf sehr flexible Liganden sein [153]. Obwohl die Strukturen durch die Filter
von ZINC auf maximal sieben drehbare Bindungen eingeschrankt wurden, wiesen im MONA-Testset
noch Uber 17.2 % der Molekiile mehr als sieben drehbare Bindungen auf. Dies war ein Uiberraschen-
des Ergebnis, da es sogar Strukturen gab, die weit Gber zehn drehbare Bindungen aufwiesen (s. Bei-
spiel Abbildung 3.3), obwohl ZINC die gleiche Definition fiir drehbare Bindungen wie MoONA hat und

den Datensatz entsprechend vorher filterte.

Um rechenaufwendige Molekile fiir das Docking zu entfernen, wurden Molekiile mehr als acht ro-

tierbare Bindungen herausgefiltert, wodurch sich Datensatz um ca. 8 % reduzierte.
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Wie in Abbildung 3.4 zu sehen, hatte der GroRteil der Verbindungen 4 — 7 drehbare Bindungen.

Anteil am MONA-Testset [%]

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11-19
Anzahl drehbarer Bindungen

Abbildung 3.4 — Anzahl der drehbaren Bindungen im MonA-Testset. Die Werte sind
nahezu normalverteilt mit einem Maximum bei 5 — 6. Nach den Filterkriterien der
ZINC-Datenbank sollten nicht mehr als 7 drehbare Bindungen enthalten sein, Mona
ordnet den Verbindungen jedoch deutlich h6here Werte zu (griin: weiter verwende-
te Substanzen; rot: herausgefilterte Substanzen).

— Molekilmasse

Die Molekillmasse ist ein kritischer Parameter fiir eine Hit-Struktur. Wahrend des Optimierungspro-
zesses werden Molekile sehr haufig schwerer [45]. Andererseits zeigen zu kleine Strukturen, eine
unspezifische und unselektive Bindung. Gleichzeitig weisen sie haufig nur eine schwache Bioaktivitat
auf. Wahrend des Docking-Prozesses werden daher auch grofRere Molekiile bevorzugt, weil enthalpi-
sche Effekte meist additiv berechnet werden (s. Abschnitt auf S. 100), und kleine Molekile wiirden

unnotigerweise prozessiert.

Wie in Abbildung 3.5 ersichtlich, war der MONA-Testset schon weitestgehend an diese Anforderungen

angepasst: Uber 70 % der Verbindungen besaRen eine mittelgroBe Molekiilmasse von 300 — 400 Da.

Aus diesen Griinden wurde der Bereich fiir die Molekiilmasse geringfiigig von 150 — 500 Da auf 200 —-
450 Da verkleinert. Die Anpassung an die neuen Grenzen filterte knapp 8 % des MONA-Testsets her-

aus.

Anteil am MONA-Testset [%]

150-200 200-250 250-300 300-350 350-400 400-450 450-500
Molekiilmasse [Da]

Abbildung 3.5 — Verteilung der Molekiilmasse im MonNA-Testset. Bis 400 Da steigt

die Anzahl der Substanzen langsam an und fallt danach sehr steil ab. Damit waren

vor allem kleine bis mittelschwere Substanzen im Datensatz enthalten (grin:
68 weiter verwendete Substanzen; rot: herausgefilterte Substanzen).
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— Anzahl an Stickstoffen und Sauerstoffen

Um das Minimum des im cRAISE-Docking gewdhlten Pharmakophors (s. Abschnitt 4.2.1 auf S. 87) zu
erfillen, muss mindestens ein guter Wasserstoffbriickendonor und -akzeptor vorhanden sein. Diese
Eigenschaft wird in der Regel von einem Sauerstoff- oder Stickstoffatom erfillt. Daher wurden alle
Molekiile, die keines der beiden Atome enthielten, nicht weiter berlcksichtigt. Dies betraf im MoONA-

Testset aber nur wenige Substanzen (29 von 100 000 Substanzen).
— Anzahl an Ringsystemen

Alle bekannten Inhibitoren besetzen die Bindetasche mit mindestens einem Ringsystem (s. Abschnitt
1.3 auf S. 14). Daher wurden alle Strukturen ohne Ringsystem herausgefiltert (280 Substanzen im

MONA-Testset).
— Anzahl an Chiralitatszentren

Substanzen mit Chiralitdtszentren sind in Screening-Experimenten problematisch. Dabei verursacht
diese Eigenschaft nicht grundsatzlich Probleme bei der Inhibition oder dem virtuellen Screening. Die-
se sind eher in der Datengewinnung, -verarbeitung und der Akquisition zu sehen: Zunachst muss der
Hersteller die Substanzen stereochemisch genau charakterisiert haben, um die Reinheit oder die
Mischung beschreiben zu kdnnen. AnschlieRend muss die ZINC-Datenbank, die in automatisierten
Prozessen die Substanzen von vielen verschiedenen Quellen aufarbeitet, diese Information sowohl
korrekt Gbermittelt bekommen als auch richtig verarbeiten. Schlieflich wird diese Information von
der ZINC-Datenbank auch hier importiert und zugeordnet. Nach dem virtuellen Screening muss bei
der Durchfiihrung des Assays weiterhin sichergestellt werden, dass das vom Hersteller ausgewiesene
Enantiomer erhalten wurde und rein vorliegt. Dadurch treten letztendlich auch Problemen bei der

Analytik auf. Weitere Effekte, wie Racemisierungen, kdnnen zusatzlich auftreten.

Ein einfaches Beispiel firr diese Problematik war die Substanz ZINC00164086 (44) (s. Abbildung 3.6)
aus dem MONA-Testset. Diese Substanz besaR im Cyclopropylrest ein Chiralitdtszentrum. Der verbrei-
tetste Name war laut der ZINC-Datenbank: ,,1-[(2,2-dichlorocyclopropyl)methyl]lbenzene”. Es gab also
keinen Hinweis auf die Konfiguration. Bei verschiedenen Anbietern war die Substanz meist ohne wei-

vii

tere Hinweise auf das Chiralitdtszentrum aufgelistet. Bei dem Lieferanten MmcuLE™ fand sich lediglich

der Hinweis, dass es sich um eine chirale Substanz mit unbekannter Konfiguration handelte.

' ID: MCULE-5015716225
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Abbildung 3.6 — ZINC00164086 (44): Originaldarstellung in MoNa (links) und der
ZINC-Datenbank (rechts). Bei beiden Strukturen ist im Cyclopropylrest ein chira-
les Zentrum enthalten, das als R-Enantiomer vorliegt.

Folglich gab es keine Informationen, in welcher Konfiguration diese Struktur vorlag. Sowohl in Mona
als auch in der ZINC-Datenbank wurde aber jeweils nur das R-Enantiomer dargestellt. Dieser Fall zeig-
te, dass es unter Umstanden gar nicht moglich war, eine Aussage dariliber zu treffen, welche Enanti-
omere vorlagen. Dies hatte auch die Auswertung richtig verarbeiteter Strukturen erschwert. Daher

wurden alle chiralen Substanzen aus dem Datensatz eliminiert.

Im MONA-Testset hatten fast 50 % aller Substanzen mindestens ein Chiralitatszentrum (s. Abbildung

3.7). Diese wurden herausgefiltert.

Anteil am MONA-Testset [%]

0 1 2 3 4-10
Anzahl an chiralen Zentren
Abbildung 3.7 — Anzahl chiraler Zentren im Mona-Testset. Die Halfte des Datensatzes hatte
kein chirales Zentrum. Die Haufigkeit der chiralen Zentren nahm im weiteren Verlauf fast ex-
ponentiell ab (grin: weiter verwendete Substanzen; rot: herausgefilterte Substanzen).

— Anzahl an E/Z-Isomere

Bei der E/Z-Isomerie traten dhnliche Probleme wie bei den Chiralitdtszentren auf. Die Bestimmung
und Handhabung war problematisch. Der Anteil an dieser Isomerie war deutlich niedriger, so dass
der Einfluss auf die GroRRe des Datensatzes gering war. Es gab im MONA-Testset lediglich 0.7 % Sub-

stanzen mit einem oder mehreren E/Z-Isomeren. Diese wurden ebenfalls entfernt.
— Weitere Parameter

Neben den bereits diskutierten Parametern wurden noch weitere Struktureigenschaften analysiert:

der clLogP, die Gesamtladung und die Anzahl an Halogenen im Molekiil. Diese haben ebenfalls einen
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kritischen Einfluss auf die Substanzbibliothek, wurden jedoch wegen der hier dargestellten Griinde

nicht weiter angepasst.

Wie schon aus den Ro5 deutlich wird, ist der
cLogP-Wert ein wichtiger Parameter. Durch den
,Drug-Like“-Filter waren die Substanzen auf ei-
nen cLogP-Wert < 5 beschrankt. Im MONA-Testset

war der Parameter schon giinstig verteilt (s. Ab-

Anteil am MONA-Testset [%)]

bildung 3.8). Ein Grofiteil der Substanzen hatte

einen Wert, der deutlich kleiner als drei war. Nur <0 0-1  1-2 23 3-4 >4

. clogP-Wert
3.5 % der Substanzen besallen einen ausgeprag-  Abbildung 3.8 — cLogP-Werte im Mona-Testset. Es handel-
te sich um eine linksschiefe Verteilung. Daher waren vor
allem schwach- bis mittelhydrophobe Substanzen im Da-
tensatz vorhanden.

ten hydrophilen Charakter (cLogP < 0). Eine gene-
relle Problematik stellten die Tautomerisierungs-

und Protonierungszustiande dar. Fir jede Substanz wurde zwar ein

N NS

eindeutiger Zustand generiert, dieser musste jedoch nicht der energie- 0’—<_>—< I)
— HN

armste oder der im physiologischen System vorherrschende Zustand
42

Abbildung 3.9 — ZINC65356320:
Beispiel aus dem MonA-Testset
mit einem cLogP-Wert von -3.8.

sein. In Abbildung 3.10 ist ein Beispiel fiir eine Struktur, bei der sowohl
das Tautomer als auch die Protonierung starken Einfluss auf den
cLogP-Wert hatten. Bei anderen moglichen Zustanden ware der cLogP-
Wert deutlich hoher. Folglich ist es nicht moglich, den cLogP-Wert immer korrekt zuzuordnen. Fiir die

Bibliothek war aber keine weitere Anpassung mehr erforderlich.

Der Protonierungszustand ist zusatzlich auch fur die Gesamt-

g
ladung entscheidend. Ein Vorteil des cRAISE-Tools liegt darin, %
dass diese wahrend des Dockings flexibel angepasst wird (s. %
Abschnitt 4.1.1 auf S. 80). Daher war nicht entscheidend, wel- E
cher Protonierungszustand wahrend der Vorbereitung der g
Substanzbibliothek angenommen wurde, und der Einfluss auf - Geiamuadfng o

Abbildung 3.10 — Gesamtladung der Sub-
stanzen im Mona-Testset. Fast 75 % der
Substanzen weisen keine Ladung auf.

das Docking nicht vorhersagbar. Eine Anpassung eribrigte
sich aus diesen Griinden. In den von MONA bestimmten Proto-
nierungen hatten knapp 75 % der Substanzen keine, 21 % eine einfach positive und 3.5 % eine ein-

fach negative Ladung (s. Abbildung 3.10).

Halogene sind in einem Molekil aus medizinisch-chemischer Sicht unproblematisch. Auch wenn es
Arzneistoffe gibt, bei denen diese unerwiinschte Wirkungen hervorrufen (z. B. Amiodaron), konnte
gezeigt werden, dass Toxizitatsbedenken, selbst bei hyperhalogenierten Verbindungen, unbegriindet
sind [158]. Viel mehr gibt es Bestrebungen, Halogene haufiger, auch in Hinblick auf die kirzlich in

Fokus geratenen Halogenbindungen, zu beriicksichtigen [159]. Dennoch blieben Bedenken bei der

71



3.3 Bibliothekerstellung

synthetischen ErschlieBung von vielfach halogenierten Verbindungen. Im Testdatensatz hatten Uber

5% der Verbindungen drei oder mehr Halogenatome (s. Abbildung 3.11). Diese Anreicherung lag

darin begriindet, dass 80 % dieser Verbindungen Trifluormethyl-Gruppen besaBen. Diese sollten auf-

grund der guten Darstellung und Moglichkeit der Bioisosterie in der Weiterentwicklung keine Schwie-

rigkeiten verursachen. Daher konnte auch hier auf einen weiteren Filter verzichtet werden.

Anteil am MONA-Testset [%]

Anzahl an Halogenatomen

Abbildung 3.11 — Anzahl an Halogenatomen im Testdatensatz. Der Grof3teil der Verbindungen

besal’ kein oder nur ein Halogen.

— Zusammenfassung

Durch Anwendung aller erarbeiteten Filter (s.
Tabelle 3.4) reduzierte sich der MONA-Testset
von den urspringlich 100,000 Substanzen auf
43,108 Substanzen. Dies entspricht einer Reduk-
tion von 57 %. Bei einer rein additiven Betrach-
tung aller Filterkriterien betrug die Reduktion
64 %. Damit betrug die Uberschneidung der

verschiedenen Parameter 7 %. Diese war nach-

Tabelle 3.4 — Ubersicht {iber die endgiiltigen Filterkriterien,
mit denen das ,Drug-Like"-Subset der ZINC-Datenbank
gefiltert wurde.

Filterkriterium Grenze
Anzahl drehbarer Bindungen 0-8
Molekiilgewicht 200 —450 Da
Anzahl an Stickstoff- oder Sauer- 51
stoffatomen B

Anzahl an Ringsystemen 21

Anzahl an chiralen Zentren oder 0

cis/trans-Isomerie

vollziehbar, da die Eigenschaften teilweise voneinander abhangig waren. Bei einer groReren Mole-

kiilgroBe nehmen beispielsweise die Molekilmasse und die Anzahl der drehbaren Bindungen zu.
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3.4 Anwendung des Filters auf den ,Drug-Like Clean
Dataset”

SchlieRlich wurde der ,Drug-Like Clean Dataset” der ZINC (Stand: September 2012) ebenfalls mit
diesen Kriterien (s. Tabelle 3.4) gefiltert. Dabei reduzierte sich der Datensatz von ca. 11 Mio. Sub-
stanzen auf 3.4 Mio. Substanzen. Das stellte eine Reduktion auf knapp 31 % dar. Damit fiel die Re-
duktion bei der Datenbank groRer aus als im MoONA-Testset (69 % vs. 57 %). Dies lag zum einen an den
Duplikaten, die noch in der gesamten Datenbank enthalten waren. Zum anderen kdénnten bei einer
viel groBeren Datenbank haufiger Variationen von gréRBeren Molekilen auftreten, die alle herausge-

filtert wurden. Letztendlich vereinfacht eine starkere Reduktion spatere Schritte im Screening.

Wichtige Parametergruppen und deren Verteilung in der gefilterten Datenbank werden in den nach-

folgenden Abschnitten diskutiert.
— MolekilgroRe

In Abbildung 3.12 sind die Parameter dargestellt, die die ,,GroRe der Substanzen” beschreiben (Mole-

kiilmasse, Anzahl schwerer Atome und Anzahl drehbarer Bindungen).

Ein GroRteil der Substanzen in der gefilterten Datenbank besaR eine Molekularmasse zwischen 300
und 400 Da. Dies stellte einen guten Bereich dar, weil der Fokus auf mittelgroBe Substanzen lag (s.
Abschnitt 1.2 auf S. 9). Interessanterweise reduzierte sich der Anteil der schweren Molekiile im Ver-
gleich zum Ausgangsdatensatz nur marginal, obwohl die meisten eingesetzten Filterkriterien kleine
Molekiile bevorzugen sollten. Im MoNA-Testset lag der Anteil an schweren Molekilen (400 — 450 Da)
bei 13.7 % im gefilterten Datensatz betrug dieser 11.2 % und lag damit auf einem vergleichbaren
Niveau. Die Haufigkeit, dass zumindest ein chirales Zentrum in der Struktur vorliegt - das starkste
Filterkriterium bei den verwendeten Filtern - ist im ,,Drug-Like Clean Dataset” fiir die einzelnen Mole-

kiile folglich ahnlich hoch.

Die Anzahl der schweren Atome korrelierte erwartungsgemald sehr stark mit der Molekiilmasse. Die
Verteilung war sehr eng und tber 40 % aller Molekiile wiesen zwischen 23 und 26 schwere Atome

auf.

Die Anzahl der drehbaren Bindungen zeigte eine dhnliche Verteilung der Werte, unterschied sich
aber von den anderen Parametern, da sich auch ein groRerer Anteil am oberen Grenzbereich mit
sieben drehbaren Bindungen befand. Damit war die Datenbank mit komplexeren Substanzen ange-

reichert und bestand nicht nur aus groRen starren Aromaten oder unflexiblen Molekiilen.
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Anteil an der gefilterten Datenbank [%)]

Anteil an der gefilterten Datenbank [%)]
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Abbildung 3.12 — Parameter fiir die MolekiilgroRe. Die Molekilmasse und Anzahl der schweren Atome verhalten sich in
ihrem Verlauf sehr dhnlich und zeigen in dem unteren bis mittleren Bereichen eine gute Anreicherung. Die Anzahl der dreh-

baren Bindungen ist dhnlich wie im Ausgangsdatensatz verteilt und hat einen deutlich hoheren Anteil an der oberen Gren-
ze.

— Hydrophile Interaktionen

Wichtige Parameter flr hydrophile Interaktionen sind die Anzahl der Wasserstoffbriickendono-

ren, -akzeptoren und die PSA (s. Abbildung 3.13).

In dieser Gruppe wurden die Vorgaben von den Ro5 von fast allen Substanzen deutlich unterschritten
(<5 Donoren, <10 Akzeptoren). Nur 0.3 % der Substanzen hatten vier oder mehr Wasserstoffbri-

ckendonoren. Weiterhin gab es nur 1.6 % mit acht oder mehr Wasserstoffbriickenakzeptoren.

Ein weiterer Parameter, der eine ahnliche Aussage trifft, ist die PSA. Deren empfohlene Grenze liegt

bei < 140 A2 [153]. Auch hier wurde der Wert groRtenteils deutlich unterschritten.
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Anteil an der gefilterten Datenbank [%)]

Anteil an der gefilterten Datenbank [%]
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Abbildung 3.13 — Parameter fiir ,hydrophile Interaktionen®. Alle Parameter sind sehr glinstig verteilt. Die Maxima liegen
deutlich unter den Grenzen fiir ,,Drug Like“-Substanzen. Fast die Halfte aller Strukturen hat ein Donor, drei bis vier Akzep-
toren und/oder eine PSA zwischen 50 und 80 A2,

— Lipophilie

Der letzte wichtige Parameter ist die Lipophi-
lie, die mit dem clLogP-Wert beschrieben
werden kann (s. Abbildung 3.14). Die Werte
waren linksschief mit einem Maximum bei
drei bis vier verteilt. Damit lagen die meisten

Substanzen in einem guten bis sehr guten

Anteil an der gefilterten Datenbank [%)]

Bereich. Auffillig ist jedoch, dass in dem Da- <0 0-1 1-2 2-3  3-4 >4
cLogP-Werte

tensatz nur wenige hydrophile Substanzen Abbildung 3.14 — cLogP-Werte der gefilterten Datenbank. Die

vorkamen: Es gab kaum Verbindungen (ca. cLogP-Werte sind linksschief verteilt. Das Maximum befindet sich
bei Werten von 3 bis 4.

0.5 %), deren cLogP-Wert unter O lag. Bei der

Entwicklung von Leitstrukturen zu Wirkstoffen erhoéht sich der cLogP-Wert im Schnitt um 0.43 [45].

Lediglich 7.7 % wiesen einen cLogP-Wert auf, der gréRer als 4.5 war und damit bei Optimierungs-

schritten in den kritischen Bereich von 5 gelangen kdnnte.
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— Auswertung

Mithilfe der ZINC-Datenbank und den erarbeiteten Filterkriterien (s. Tabelle 3.4 auf S. 72) wurde ein
ausgewogener Datensatz erstellt. Die Ausgangsdatenbank bestand aus einer groRen, schon weitest-
gehend den , Drug-Like“-Kriterien entsprechenden Substanzbibliothek. Durch weitergehende Filter,
die vor allem kleinere Molekile praferierten (insbesondere durch die Anzahl an drehbaren Bindun-
gen und chiralen Zentren), konnte die Datenbank auf mittelgroRe Substanzen mit sehr guten , Drug-
Like“-Kriterien angereichert werden: Alle wichtigen Kriterien befinden sich auf einem guten Niveau,
so dass auch weiter optimierte Hits, bei denen sich die physikochemischen Parameter verschlechtern

kénnten, noch den Ro5 entsprechen wirden.
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4 Virtual Screening

Das virtuelle Screening in dieser Arbeit erfolgte iber ein Docking. Als virtuelles Docking, oder einfach
Docking (engl. fur Ankoppeln), wird die Generierung einer Pose einer Substanz (Ligand) in einer Ziel-
struktur (Target, Protein) bezeichnet. Die Pose beschreibt die genaue raumliche Platzierung und Ori-
entierung, welche die Substanz in der Zielstruktur einnimmt. Ziel eines Dockings ist die korrekte, d. h.

die in der Realitat vorkommende, Vorhersage der Pose einer Verbindung [160, 161].

Handelt es sich um eine aktive Substanz (also eine Substanz, die in der Zielstruktur bindet), missen
wahrend des Dockings zwei Probleme gel6st werden: Zunachst muss die korrekte Pose erzeugt wer-
den (Docking-Problem). Danach muss die korrekte Pose zwischen den moglicherweise zahlreichen
falschen Posen identifiziert werden (Scoring-Problem). Nur wenn beide Schritte gelingen, ist der ge-

samte Docking-Prozess erfolgreich.

Zur Losung des Docking-Problems ist die Erstellung aller chemisch plausiblen Posen mit, je nach An-
wendungsgebiet, moglichst wenig Rechenaufwand ndétig. Dafiir muss im optimalen Fall sowohl die
Substanz an das Protein als auch das Protein an die Substanz angepasst werden. Fir die flexible An-
passung der Substanzen an das Protein gibt es verschiedene Methoden. Docking-Methoden werden
in systematischen, stochastischen und deterministischen Ansatzen eingeteilt [161, 162]. Der Unter-
schied besteht darin, wie sie die moglichen Freiheitsgerade der Substanzen untersuchen. Unter dem
Begriff des Freiheitsgrads werden die Eigenschaften der Substanzen verstanden, die verdandert wer-
den kdénnen (wie Rotationen um Bindungen, Torsionswinkel). Bei der systematischen Vorgehenswei-
se werden alle moglichen Freiheitsgerade einer zu dockenden Substanz untersucht. Dazu gehoren die
erschopfenden Docking-Algorithmen (bspw. GLDE [163]), inkrementell aufbauende Algorithmen
(FlexX [164]) oder auf Konformerensemble-basierende Algorithmen (Fred [165]). Stochastische Me-
thode versuchen, die Freiheitsgerade zufallig zu variieren und anhand von Wahrscheinlichkeitsbe-
rechnungen zu bewerten. Diese basieren bspw. auf Monte Carlo-Simulationen (ICM [166]) oder evo-
lutiondren Algorithmen (GoLb [167]). Unter deterministischen Algorithmen werden Energieminimie-
rungen und MD-Simulationen verstanden. Wie schon aus dem Wort deterministisch abgeleitet, be-
stimmt bei diesen Methoden die Ausgangspose die Endpose. Haufig wird diese Methode mit anderen
Algorithmen kombiniert, mit denen Ausgangsposen erstellt werden (z. B. bei GLIDE). Die Performance
dieser verschiedenen Docking-Algorithmen wurde schon intensiv untersucht [56, 162, 168, 169]. Die
Anpassung der Proteinstruktur an den Liganden wurde fiir Docking-Experimente lange Zeit vernach-
lassigt, weil die Vorhersage der Proteinflexibilitdt sehr komplex und rechenaufwendig ist. Inzwischen
gibt es verschiedene Ansatze, die diese Flexibilitat bericksichtigen [170—-173]. Fiir ein HTVS eignen sie

sich jedoch nicht, da sie sehr rechenaufwendig sind. In dem hier gewahlten Ansatz wurden daher vier
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starre Proteinstrukturen verwendet, die strukturell stark unterschiedliche, energiegilinstige Konfor-
mationen der Proteinstruktur darstellten und damit den zur Verfiigung stehenden konformativen

Raum fiir das Protein moglichst umfassend beschreiben sollen (s. Abschnitt 2.1 auf S. 27).

Das Scoring-Problem wird an anderer Stelle diskutiert (s. Abschnitt 5 auf S. 100).

4.1 Material und Methoden

4.1.1 cRAISE

Unabhangig von der verwendeten Dockingmethode verarbeiten die meisten Algorithmen jede Sub-
stanz einzeln. Dies ist flr sehr groBe Datensatze, wie sie bei diesem HTvS vorlagen, problematisch.
Die Substanzbibliothek bestand aus ca. 3.4 Mio. Substanzen (s. Abschnitt 3.4 auf S. 73) und sollte in
vier verschiedene Proteinstrukturen gedockt werden (s. Abschnitt 2.1 auf S. 27). Wirde jede Sub-

viii

stanz innerhalb einer Sekunde™ erfolgreich gedockt und bewertet werden, dauerte das Docking tber
150 Tage. Die Arbeitsgruppe um RAREY entwickelte eine nicht-sequentielle Methode zur Durchfiih-
rung eines Screenings, die sich besonders fiir sehr groBe Datensatze eignet [175-177]. Anstatt jede
Substanz einzeln zu docken, werden nur diejenigen Substanzen ausgewahlt, die das Pharmakophor in
der Zielstruktur erfiillen kénnen. Dazu wird zuerst eine Datenbank mit den Struktureigenschaften der
Substanzen erstellt. Beim anschlieenden Docking-Vorgang selbst wird nicht jede einzelne Substanz
verarbeitet, sondern nur die Substanzen, die anhand einer aus der Zielstruktur erstellten Abfrage

ausgewahlt wurden. Dadurch erfiillen sie schon wichtige Voraussetzung fir eine gute Bindung in der

Bindetasche. Im Detail verlduft ein cRAISE-Docking wie folgt:

Im ersten Schritt wird ein Substanz-Index der zu dockenden Molekiile erstellt. Dafiir werden von
allen Substanzen physikochemische Eigenschaften gespeichert und energiegilinstige Konformere er-
zeugt. Letztere werden von CONFECT wissensbasiert generiert [178]. Fiir die weitere Verarbeitung
stellt jedes einzelne Konformer eine eigene Substanz dar, die einzeln behandelt wird. Daher handelt
es sich bei cRAISE auch um einen konformerenensemble-basierenden Algorithmus: alle Konformere
werden vor der eigentlichen Platzierung generiert. Fir diese Substanzen werden daraufhin alle mog-
lichen cRAISE-Deskriptoren erstellt. Ein cRAISE-Deskriptor stellt ein Interaktionsmuster aus drei Inter-
aktionspunkten einer Substanz dar (bspw. Wasserstoffbriickenbindungsdonor, -akzeptor und hydro-
phobe Bereiche). Hierbei werden mithilfe eines Valence State Combination Models die wahrschein-
lichsten Protonierungs- und Tautomerisierungszustande fir jede Substanz generiert [179] und bei der
Deskriptorberechnung berlicksichtigt. Kann ein Atom anhand dieser Zustande beispielsweise sowohl

Wasserstoffbriickenbindungsdonor als auch —akzeptor sein, werden hier alle moglichen Deskriptoren

viii

In einer vergleichenden Docking-Studie von 2006 bendtigten verschiedene Docking-Tools zwischen 50 und
> 300 s pro Liganden [174].
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gebildet, die an der entsprechenden Position entweder eine Wasserstoffbriickendonor oder ei-
nen -akzeptor haben. Handelt es sich bei den Interaktionspunkten um gerichtete Interaktionen (z. B.
Wasserstoffbriicken), wird deren Ausrichtung zuséatzlich Gber einen Vektor beschrieben. Die drei In-
teraktionspunkte im Raum stellen ein Dreieck dar, das mogliche Interaktionen der Substanz be-

schreibt. Weiterhin werden auch noch sterische Parameter der Substanz gespeichert.

Im zweiten Schritt wird die Zielstruktur (Protein) vorbereitet. Ebenso wie bei den Substanzen werden
cRAIse-Deskriptoren, also ebenfalls Interaktionsdreiecke, fiir die Bindetasche berechnet, sowie die
Protonierungs- und Tautomerisierungszustande. Die GroRe der Bindetasche wird mithilfe eines be-
kannten Liganden definiert. Alle Aminosauren, die sich in einem Radius von 6.5 A um ein Ligandatom

befinden, werden dafiir mit einbezogen.

Im dritten Schritt findet die Abfrage der cRAISE-Deskriptoren im Substanz-Index statt. Daflir werden
die cRaISE-Deskriptoren der Zielstrukturen generiert und alle komplement&ren Deskriptoren (Wasser-
stoffbriickendonor zu -akzeptor) aus dem Substanz-Index angefragt. Erfillt eine Substanz keinen
cRaIse-Deskriptor der Abfrage, wird sie auch nicht fiir die Platzierung ausgewahlt. Dies stellt einen
grofRen Zeitgewinn bei dem Docking-Vorgang dar, da Substanzen ignoriert werden, wenn sie keine
Moglichkeit haben, ein Interaktionsdreieck zu erfillen. Es werden nur die Substanzen, genauer die
dazugehorigen Konformere, Protonierungs- und Tautomerisierungszustande, weiter verarbeitet, die

zumindest ein gutes Interaktionsmuster aufweisen kdnnten.

Im vierten Schritt werden die zuvor ausgewahlten Substanzen in der Zielstruktur anhand der cRaise-
Deskriptor-Dreiecke platziert. Entstehen dabei grobe Uberschneidungen der vdW-Radien, werden
diese Verbindungen wiederum herausgefiltert. AnschlieBend findet eine Optimierung des Wasser-
stoffbriickennetzwerkes mit PROTOSS statt [180]. Dabei konnen sich Tautomerisierungs- und Protonie-
rungszustande noch einmal andern. Nach dem Scoring und Ranking der Posen mit einer internen
empirischen Scoring-Funktion, wird eine Hit-Liste erstellt Die Liste enthalt von jeder urspriinglichen
Substanz nur den bestbewerteten Zustand unter allen generierten Konformationen, Tautomeren und

Protonierungszustanden.

Zusatzlich konnen Pharmakophore definiert werden, die von den Posen erfiillt werden miissen. Diese
Beschrdankungen werden sowohl bei der Anfrage der Deskriptoren in der Substanz-Datenbank be-
nutzt also auch bei der finalen Optimierung mit PROTOSS. Auf diese Weise wird sichergestellt, dass

nur Posen generiert werden, die das gewlinschte Pharmakophor-Muster erfillen.

Der Substanz-Index stellt eine wichtige Komponente fir diese Methode dar. Dessen Erstellung ist
rechenaufwendig. Dies ist insbesondere fiir Substanzen mit einer hohen Anzahl an drehbaren Bin-
dungen problematisch, da die Menge an Konformeren stark zunimmt. Daher wurde die Zahl der ro-

tierbaren Bindungen bei der Bibliothekserstellung der zu dockenden Substanzen eingeschrankt (s.
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Abschnitt 3.3 auf S. 66). Der groBe Vorteil des Substanz-Indexes besteht darin, dass er, einmal er-
stellt, immer wieder zum Docking verwendet werden kann. Dies war fiir das hier gewahlte Vorgehen

sehr effektiv, da die Substanz-Bibliothek in vier verschiedene Zielstrukturen gedockt werden sollte.

Nach der Platzierung der Pose in die Bindetasche findet keine Optimierung oder Refinement in Bezug
auf die Bindetasche statt. Daher sind hier zu einer gewissen Toleranz sterisch-negative Effekte (vdW-
Clashes) moglich. Dies ist bis zu einem bestimmten MaRe sogar ein gewlinschter Effekt, da kleine
Clashes die Flexibilitit des Proteins reprasentieren kdnnen. Das Auftreten der vdW-Uberschneidung
kann reduziert werden, indem die Anzahl der Konformere erhéht wird. Dadurch nimmt jedoch der
Rechenaufwand bei der Erstellung des Indexes und der Platzierung wieder zu. Da es sich bei cRAISE
um ein HTvS-Tool handelt, ist der Fokus auf die Effizienz, zugunsten der Genauigkeit, beim Docking

gesetzt. Dies ist insbesondere fiir das Postprocessing Prozess (s. Abschnitt 5 auf S. 100) relevant.

StandardmaRig werden alle Posen herausgeschrieben, die einen negativen Score-Wert besitzen, so
dass je nach Ansatz entschieden werden kann, welche Docking-Ergebnisse weiter verarbeitet wer-
den. Dadurch hat es zundchst den Anschein, dass cRAISE viele unspezifische Docking-Ergebnisse er-

zeugt. Eine definierte Score-Grenze fiir die Bewertung der Ergebnisse ist deshalb essentiell.

4.1.2 Evaluierungsmethoden

Die Bewertung der Qualitat von Docking-Verfahren ist ein kontrovers diskutiertes Thema [168, 181—
184]. Fiir die Optimierung des Dockings in diesem Abschnitt missen sehr groBe Datenmengen, d. h.
mehrere Millionen Docking-Ergebnisse, ausgewertet werden. Daher wird ein Fokus auf die Evaluie-
rung des Rankings gelegt. Dabei wird ausschliellich beurteilt, ob eine aktive Substanz besser bewer-
tet wird als eine inaktive Substanz. Es findet keine direkte Bewertung der Qualitdt der Pose statt, z. B.
ob die richtige Pose generiert wird. Fur die Bewertung des Rankings eignen sich Enrichment- und

ROC-Plots.
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— Enrichment-Plots

Bei Enrichment-Plots wird der Anteil der
gescreenten Gesamtdatenbank gegen
den Anteil der gefundenen Aktiven auf-
getragen. Bei dieser Form der Auswer-
tung besteht eine Abhangigkeit zwi-
schen dem Anteil der aktiven Substan-
zen und der Gite der Anreicherung.
Datenbanken mit sehr wenigen Aktiven
zeigen eine deutlich bessere Anreiche-
rung als mit vielen Aktiven (s. Abbildung
4.1). Dieser Effekt tritt insbesondere

beim Vergleich von verschiedenen Da-
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Abbildung 4.1 — Enrichment-Plots in Abhdngigkeit von verschiedenen
Anteilen an Aktiven im Vergleich zu einer zufdlligen Verteilung
(schwarz). Fir jeden Anteil ist das perfekte Enrichment dargestellt
(alle Aktive sind vor den Inaktiven platziert). Je weniger Aktive im
Datensatz vorhanden sind, desto besser scheint das Enrichment,
obwohl es in allen Fallen gleich ist.

tensatzen auf [185]. Wahrend eines HTVS liegt der Hauptfokus auf dem friihen Enrichment, da auf-

grund der groBen Datenmenge nur ein kleiner Teil der gefundenen Posen weiterverarbeitet werden

kann. Daher wird haufig eine logarithmische Auftragung gewahlt, um die wichtigen Bereiche (bis ca.

10 %) optisch zu vergroRern. Zur Orientierung sind in den folgenden Abbildungen die beiden Gren-

zen, perfektes Enrichment (oben links) und zuféllige Verteilung (unten rechts), grau dargestellt (s.

Abbildung 4.2).
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Abbildung 4.2 — Beispiel eines Enrichments. Die Grenzen, perfektes Enrichment und zufallige
Auswabhl, sind grau markiert. Durch die logarithmische Auftragung kann insbesondere die
frihe Anreicherung genauer untersucht werden.

Aus dem Enrichment-Plot ldsst sich auch der Enrichmentfaktor (EF,«) ableiten. Dieser beschreibt den

Faktor, um den ein definierter Teil der Datenbank angereichert wird (EFsy = 10 bedeutet, dass in den

TOP 5% der gerankten Datenbank der Anteil Aktiver zehnmal héher ist als in der Ausgangsdaten-
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bank). Berechnet wird der Enrichmentfaktor fiir x % mit der Anzahl aller Aktiven (aig0%) und der ge-
fundenen Aktiven (a, ) in diesem Bereich (s. Formel 4.1):

Ax o

EF,oy = —————
o A1009 "X %

Formel 4.1

— ROC-Plots

Eine dhnliche Aussage trifft die ,Receiver Operating Characteristic“-Kurve (ROC-Kurve). Bei dieser
Kurve wird die richtig-positiv Rate (TPR, sensivity) gegen die falsch-positiv Rate (FPR, 1-specifity) auf-
getragen. Die Auswertung hat den Vorteil, dass sie, anders als der Enrichment-Plot, unabhangig vom
Verhaltnis der Aktiven zu Inaktiven ist. Fiir den Datensatz der Abbildung 4.2 wurde in Abbildung 4.3
die ROC-Kurve erstellt. Je steiler die Kurve ist, d. h. je schneller eine richtig-positiv-Rate von 1 erreicht

wird, desto besser ist die Anreicherung.

Anhand des ROC-Plots lasst sich auch ein Parameter fiir die Qualitdt des Rankings ableiten. Die Flache
unter der Kurve (AUC) beschreibt die Wahrscheinlichkeit dafiir, dass ein zufallig ausgewahlter Aktiver
hoher priorisiert wird als ein zufallig ausgewahlter Inaktiver: Betragt die Wahrscheinlichkeit eins, ist
jeder Aktive hoher bewertet als jeder Inaktive, bei 0.5 ist der Datensatz zuféllig gemischt, bei null ist
jeder Aktive schlechter bewertet als jeder Inaktive. Neben der Bestimmung des Integrals kann die
AUC auch mit der Anzahl der Aktiven (a), der Anzahl der besser als die Aktiven gerankten Inaktiven

(d)) und der Gesamtanzahl der Substanzen (n) berechnet werden (s. Formel 4.2) [186].

AUC =2 Za: (1 d")
- a n Formel 4.2
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Abbildung 4.3 — Beispiel einer ROC-Kurve. Hierbei handelt es sich um den gleichen Datensatz wie in Abbildung 4.2. Die
AUC (grau) betragt 0.697.
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Die groRten Defizite dieser Bewertungsmethoden liegen darin, dass sie nicht in der Lage sind, Para-
meter fir die Bewertung einer friihen Anreicherung zu liefern. Dies gilt insbesondere fiir Enrichment-
Faktoren, die nur die Zahl der Aktiven innerhalb eines bestimmten Bereichs zahlen und nicht die Plat-
zierung selbst berlicksichtigen. Dies ist flir die Auswertung eines HTvS von grofRer Bedeutung, da nur
eine geringe Zahl der Docking-Ergebnisse in den nachsten Schritten weiterverarbeitet werden kann
und ein grolRer Teil der Ergebnisse verworfen wird. Insbesondere die Abhangigkeit der Enrichment-
Plots von der Zusammensetzung des Datensatzes ist ein groler Nachteil [182]. Der groRe Vorteil der
Enrichment-Plots liegt andererseits darin, dass sie intuitiv verstanden werden und, bei gleichen Da-

tensatzen, auch visuell schnell interpretiert werden kénnen.

Bei dem in dieser Arbeit verwendeten Vorgehen wurden die Docking-Experimente an einem vorher
erstellten Testdatensatz optimiert (s. u.). Da dieser im Laufe der Versuche nicht verdndert wurde,

war die Analyse der gewahlten Parameter anhand der Enrichment Plots moglich [181].

4.1.3 Directory of Useful Decoys - Enhanced

Das ,,Directory of Useful Decoys — Enhanced" (DUD-E) ist eine Datenbank fiir das Benchmarking von
Screening-Prozessen. Sie besteht aus aktiven und inaktiven Substanzen; die Inaktiven werden Decoys
(engl. fur Koder oder Falle) genannt. Dabei sind die Decoys so gewahlt, dass sie dhnlich zu den Akti-
ven sind, aber dennoch so unterschiedlich, dass sie nicht an dem Enzym binden sollten [187]. Der
DUD-E-Datensatz stellt eine Optimierung des DUD-Datensatz [188] dar, der noch einige Probleme

enthielt (z. B. zu geringe Diversitat [189], aktive Decoys [190]).

Fir den DUD-E-Datensatz werden von den aktiven Liganden zunachst die moglichen Protonierungs-
zustande in einem pH-Bereich von sechs bis acht berechnet. AnschlieBend wird in der ZINC-
Datenbank fiir jeden Protonierungszustand nach ahnlichen Strukturen gesucht, die anhand der Mo-
lekilmasse, dem cLogP-Werten, Anzahl an drehbaren Bindungen, Wasserstoffbriickenakzeptoren, -
donoren und der Gesamtladung bestimmt werden. Diese werden mittels Extended-Connectivity-
Fingerprints (ECFP) gegeniiber den aktiven Substanzen geclustert und die 25 % unahnlichsten Decoys
behalten. SchlielRlich werden 50 Decoys fir jeden Protonierungszustand zufallig ausgewahlt [187,

188].

Dieses Protokoll wurde fiir eine Reihe von Targets mit entsprechenden aktiven Substanzen durchge-
flhrt und die entsprechenden Decoy-Sets stehen fiir Benchmarkings zur Verfligung. Zusatzlich bietet
die Arbeitsgruppe um SHOICHET eine webbasierte Plattform fiir die Generierung eines Decoy-

Datensatzes mit diesem Protokoll aus einem eigenen Datensatz an™.

® http://dude.docking.org/generate; zuletzt aufgerufen: Januar 2015.
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Fiir diese Optimierung wurde ein eigener Decoy-Datensatz mit 95 literaturbekannten aktiven Sub-
stanzen verwendet [35, 73, 74, 78, 85, 86, 88, 92-94, 191-194] (s. Anhang Tabelle 12.1 auf S. 231).
Bei der Auswahl der aktiven Substanzen wurde auf die chemische Diversitdt und hohe Aktivitat ge-

achtet. Der so erhaltene DUD-E-Datensatz bestand aus 6,295 Decoys.

Die aktiven Substanzen wurden zusammen mit dem DUD-E-Datensatz zum DUD-E Docking-

Testdatensatz vereint (6,390 Strukturen).
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4.2 Docking mit cRAISE

Die Docking-Experimente und Variationen der Parameter flr diese wurden in Kooperation mit Angela

Henzler* und Therese Inhester” durchgefiihrt.

Zunachst wurde ein cRAISE -Docking mit dem DUD-E Docking-Testdatensatz und, nach Optimierung
der Parameter, der gefilterten ZINC-Datenbank durchgefiihrt. cRAISE wurde bisher noch nicht mit
einem Datensatz dieser GrofRe und physikochemischer Eigenschaften (s. Abschnitt 3.4 auf S. 73) ge-
testet. Daher war nicht bekannt, wie die Docking-Ergebnisse ausfallen wiirden und wie stark einzelne
Parameter die Ergebnisse beeinflussen (z. B. Qualitdt oder Anzahl der Posen). Entsprechend der Eva-
luation der Dockings sollten Kriterien erarbeitet werden, um den Datensatz weiter zu reduzieren.
AnschlieBend sollte mit diesem reduzierten Datensatz ein zweites Docking mit cRAISE durchgefiihrt
werden, bei dem durch die Verwendung von deutlich mehr Konformeren pro Substanz (optimierter

Substanz-Index) Posen besserer Qualitat erhalten werden.

4.2.1 Erstellung der Pharmakophore

cRAISE ist, wie oben beschrieben, ein pharmakophor-gelenktes Docking-Tool. Die Interaktionen, die
cRAISE zum Docken verwendet, konnen auch manuell angepasst und unterschiedlich gewichtet wer-
den. Dadurch favorisiert cRAISE die entsprechenden Interaktionen und kann Posen, die nicht den An-
forderungen entsprechen, direkt herausfiltern. Fir das Docking wurden essentielle Interaktionen
definiert, die ein mogliche Pose mindestens erfiillen muss: die Wechselwirkung mit Asp73 als Was-
serstoffbrickenbindungsakzeptor und dem Wat A als Wasserstoffbriickenbindungsdonor (s. Ab-

schnitt 2.3.2 auf S. 50).

Die Erstellung des Pharmakophors lauft unabhangig vom Docking ab. Um das Pharmakophor best-
moglich zu beschreiben, wurden verschiedene Einstellungen fiir die GroRe der Spharen und deren
Orientierung getestet. Eine Sphare beschreibt den Bereich, in dem sich das entsprechende Atom fiir
die definierte Interaktion befinden darf. Der Einfluss der GroRe der Spharen war bei den verschiede-
nen Dockings nur gering: Weder groRere noch kleinere Spharen veranderten die Anreicherungen
entscheidend. Einerseits schrianken aber zu kleine Spharen den gesamten Docking-Vorgang ein, an-
dererseits flihren zu grofRe Spharen wiederum zu unspezifischen Ergebnissen. Daher wurde ein mitt-

lerer Spharenradius von 1.0 A gewéhlt.

Beim Docking in die 1El1-Proteinstruktur wurde der tiefe P-Bereich sehr haufig angesprochen. Da
bekannte Inhibitoren vornehmlich im Bereich des Adeninkdrpers banden und der P-Bereich von ver-
schiedenen Resten flexibel besetzt werden konnte (s. Abschnitt 2.1 auf S. 27), wurde dieser Bereich

fir das Docking eingeschrankt. Daflir wurden zwei Exclusion Volumes in den P-Bereich platziert. Das

* Arbeitskreis von Matthias Rarey Zentrum fiir Bioinformatik Universitit Hamburg.
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sind Sphéren, in deren Bereich wahrend des Dockings kein schweres Atom platziert werden darf (s.
Abbildung 4.4, schwarze Sphéaren). Als weitere Definitionen wurden Asp73 und Wat A verwendet, die
in ihrer Funktion als Wasserstoffbriickenbindungsakzeptor bzw. -donor zum essentiellen Pharmako-
phor gehoérten. Aus Sicht des Liganden wurde die Sphare des Wasserstoffbriickenbindungsakzeptors
auf das N1 des Adenins und die Sphare des Wasserstoffbriickenbindungsdonors auf das priméare A-

min des Adenins platziert.

Abbildung 4.4 — cRaise-Pharmakophor fur 1EI1. Die im Docking gesuchten Wasserstoffbriickenbindungsdonor-
Komponenten des Liganden sind rot, Wasserstoffbriickenbindungsakzeptor-Komponenten rot und Exclusion Volu-
mes schwarz dargestellt. Die Pfeile (rot) geben die Richtung des jeweiligen Wasserstoffbriickenbindungsdonors an.
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Fir die Definition des Pharmakophors fiir 1AJ6 wurde ein modifizierter Ligand und nicht Novobiocin
selbst verwendet. Novobiocin bindet in einem weiten Bereich der Bindetasche. Die Interaktion in-
nerhalb der P-Tasche ist nicht sehr ausgepragt, dafiir zeigt es eine Bindung bis zum Loop A (s. Ab-
schnitt 2.1 auf S. 27). Bei dem cRAISE-Docking konnte keine Posen generiert werden, wenn die Binde-
tasche nur durch Novobiocin definiert wurde und die essentiellen Interaktionen mit Asp73 und Wat A
vorgegeben wurden. Das Problem bestand darin, Posen zu erzeugen, die auch tief in der Tasche ban-
den. cRAISE erzeugt die Bindetasche mithilfe eines 6.5 A-Radius (s. Abschnitt 4.1.1 auf S. 80). Dies ist
aufgrund der Bindeeigenschaften fiir diesen Liganden nicht ausreichend. Daher wurde Novobiocin
modifiziert und formal Gber das Amin mit dem C3-Atom des Pyrazols des Liganden von 3G7E ver-
kntpft (s. Abbildung 4.5). Dies hatte keine direkte Auswirkung auf die erstellten Pharmakophore und
den Ablauf des Dockings selbst, es erweiterte jedoch die raumliche Ausdehnung bei der Definition

der Bindetasche in Richtung der tiefen Bindetasche.

Abbildung 4.5 — cRaise-Pharmakophor fiir 1AJ6. Der Ligand besteht aus dem formal miteinander verknipften Novo-
biocin und Pyrazolderivat von 3G7E. Die im Docking gesuchten Wasserstoffbriickenbindungsdonor-Komponenten
des Liganden sind rot und Wasserstoffbriickenbindungsakzeptor-Komponenten blau. Die Pfeile (rot) geben die
Richtung des jeweiligen Wasserstoffbriickenbindungsdonors an.

Bei den Strukturen von 3G7E (3G7E_1 und 3G7E_2) bestand die
Problematik bei der Definition der Bindetasche darin, dass Was-
serstoffbriickenbindungsdonor und -akzeptor des essentiellen

Pharmakophors direkt nebeneinander positioniert waren (die

beiden Stickstoffatome des Pyrazolringes). Die Spharen besalRen

. . . . . . Abbildung 4.6 — Geometrie des essenti-
einen Radius von ca. 1.0 A und die Entfernung zwischen den bei-  ¢|ien pharmakophors von 3G7E.
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den Atomen betrug ungefihr 1.4 A. Daher (iberlagerten sich die beiden Pharmakophordefinitionen,

wenn sie auf den beiden Stickstoffatomen platziert wurden. In Abbildung 4.6 sind die Winkel fiir Do-

nor—H--Akzeptor dargestellt. Der optimale Winkel betrdagt 180 ° [99], fir die Interaktion vom Asp73
mit dem Liganden ist er hier 175.4 °, Wat A bildet einen Winkel von 158.9 mit dem Liganden aus. Die

Geometrie war fir die Interaktion mit dem Asp73 also deutlich besser. Weiterhin befand sich dort

auch der C=0--H-Winkel mit 121.7 ° nahe am Optimum von 120 ° [99]. Daher wurde die Akzeptor-

sphare um 0.8 A in der Verlangerung der Bindung zwischen den beiden Stickstoffatomen verschoben,

so dass Donor—H--Akzeptor-Winkel 165.2 ° zum Zentrum der Sphdre betrug. Der Abstand zwischen
den beiden Spharen war 2.2 A, damit zwischen den beiden Interaktionssphéren noch ein kleiner Ab-
stand von 0.2 A bestand und sich das Stickstoff des Pyrazols, das als Akzeptor fungierte, trotzdem in
der Sphare befand. Fiir das Docking in 3G7E_1 bildeten diese beiden Spharen die essentiellen Inter-

aktionen (s. Abbildung 4.7).

Abbildung 4.7 — cRaise-Pharmakophor fir 3G7E_1. Akzeptor- und Donorspharen tGberlagerten sich, wenn sie auf die
Zentren der entsprechenden schweren Atome des Pyrazols gelegt wurden. Die Akzeptorsphare wurde daher, auch
um bessere Geometrien zu erméglichen, um 0.8 A verschoben. Die im Docking gesuchten Wasserstoffbriickenbin-
dungsdonor-Komponenten des Liganden sind rot und Wasserstoffbriickenbindungsakzeptor-Komponenten blau. Die
Pfeile (rot) geben die Richtung des jeweiligen Wasserstoffbriickenbindungsdonors an. Loop B wurde aus Ubersichts-
griinden ausgeblendet.

Fir das Docking mit 3G7E_2 wurden die beiden Interaktionsspharen von 3G7E_1 lGbernommen, da
die Strukturen bis auf das Wat B identisch sind. Zuséatzlich wurde jedoch noch eine weitere Sphare
hinzugefiigt, welche die Interaktion mit dem Wat B beschreibt. Daflir wurde eine weitere Wasser-

stoffbriickenbindungsakzeptor-Sphare mit der Position des Stickstoffs des Carbaminsdureesters defi-
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niert. Diese musste beim Docking zusatzlich erfiillt werden (s. Abbildung 4.8). Diese Sphére sollte
hauptsachlich eine Einschrankung des Dockings darstellen. Die Konservierung des Wassers war unsi-
cher (s. Abschnitt 2.3.2 auf S. 50). Wiirde ein Ligand jedoch in 3G7E_2 ohne Beteiligung des Wat B
binden, ware die Pose auch in 3G7E_1 wiederzufinden. Damit diente die Definition der dritten Inter-
aktion hauptsachlich dem Zweck, neue Posen zu generieren, die in dem Docking mit 3G7E_1 nicht
erzeugt werden konnten. Daher werden bei diesem Docking auch deutlich weniger erfolgreich ge-
dockte Liganden und Posen erwartet. Das Docking mit 3G7E_2 ist als Erweiterung des Dockings mit

3G7E_1 zu verstehen.

Abbildung 4.8 — cRaise-Pharmakophor fiir 3G7E_2. Die im Docking gesuchten Wasserstoffbriickenbindungsdonor-
Komponenten des Liganden sind rot und Wasserstoffbriickenbindungsakzeptor-Komponenten blau. Die Pfeile (rot)
geben die Richtung des jeweiligen Wasserstoffbriickenbindungsdonors an.
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4.2.2 Erstes cRAISE-Docking

— cRAIsE Docking des DUD-E Docking-Testdatensatzes

In Abbildung 4.9 sind das Enrichment und der ROC-Plot vom cRAISE-Docking in 1EI1 mit dem DUD-E
Docking-Testdatensatz dargestellt. Die erste Anreicherung war besser als eine zufallige Verteilung.
Der ROC-Plot zeigte eine AUC von 0.676. Eine visuelle Analyse der Posen ergab, dass trotz der Exclu-
sion Volumes viele Posen generiert wurden, welche den hydrophilen Abschnitt in der P-Tasche be-

vorzugten.

Enrichment: 1EI1 + DUD-E-Testset ROC-Plot: 1EI1 + DUD-E-Testset
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Abbildung 4.9 — Links: Enrichment des cRAIse-Dockings in 1EI1 mit dem DUD-E Docking-Testdatensatz. Rechts: ROC-Plot
des gleichen Dockings. Die AUC betragt 0.676.

Das Docking des DUD-E Docking-Testdatensatz von 1AJ6 wies zu Beginn, bis ca. 1 %, ein schlechtes
Enrichment auf. Erst im weiteren Verlauf nahm das Enrichment deutlich zu. 98 % der Aktiven konn-
ten insgesamt wieder in die Substanz gedockt werden. Der ROC-Plot zeigte die gleichen Tendenzen.

Insgesamt war die AUC mit 0.698 auf einem vergleichbaren Niveau wie bei 1EI1.

Enrichment: 1AJ6 + DUD-E-Testset ROC-Plot: 1AJ6 + DUD-E-Testset
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Abbildung 4.10 — Links: Enrichment des cRaise-Dockings in 1AJ6 mit dem DUD-E Docking-Testdatensatz. Rechts: ROC-Plot
des gleichen Dockings. Die AUC betragt 0.698.

3G7E_1 (s. Abbildung 4.11) zeigte, ahnlich wie die anderen Dockings, zu Beginn nur eine geringe An-
reicherung. Diese stieg aber im weiteren Verlauf deutlich an. Bei 10 % der Datenbank wurden ca.
36 % der Aktiven gefunden. Dies zeigte ein deutlich bessere Anreicherung als es bei den bisher vor-

gestellten Dockings der Fall war.
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Enrichment: 3G7E_1 + DUD-E-Testset ROC-Plot: 3G7E_1 + DUD-E-Testset
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Abbildung 4.11 — Links: Enrichment des cRaise-Dockings in 3G7E_1 mit dem DUD-E Docking-Testdatensatz. Rechts: ROC-
Plot des gleichen Dockings. Die AUC betragt 0.768.

Beim Docking des DUD-E Docking-Testdatensatz in 3G7E_2 unterschieden sich die Ergebnisse deut-
lich zu den bisher vorgestellten (s. Abbildung 4.12). Das frihe Enrichment war besser als bei allen
anderen Dockings. Dennoch war die Gesamtanreicherung deutlich schlechter als bei den bisherigen
Dockings. Dies wurde auch aus der AUC des ROC-Plots ersichtlich, die mit 0.416 erstmalig einen Wert
unter 0.5 annahm. Dies entsprédche einer Anreicherung, die schlechter als eine zufallige Verteilung
ware. Bei diesem Docking handelte es sich jedoch um einen besonderen Fall: Die vorgegebenen In-
teraktionen, die zum Docking verwendet wurden, kdnnen nicht von allen Aktiven erfillt werden
(s. 0.). Daher war der Ausschluss von vielen Aktiven auch korrekt. Das Ergebnis ist also trotzdem als
positiv zu bewerten: Die Aktiven, die dieses Pharmakophor erfillten, konnten erfolgreich und friih
angereichert werden. Das Docking mit 3G7E_2 war (wie oben schon erwahnt) von vornerein als Er-

weiterung des 3G7E_1-Dockings ausgelegt und wird dieser Anforderungen gerecht.

Enrichment: 3G7E_2 + DUD-E-Testset ROC-Plot: 3G7E_2 + DUD-E-Testset
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Abbildung 4.12 — Links: Enrichment des cRaise-Dockings in 3G7E_2 mit dem DUD-E Docking-Testdatensatz. Rechts: ROC-
Plot des gleichen Dockings. Die AUC betragt 0.416.

Insgesamt konnte der DUD-E Docking-Testdatensatz damit in allen Enzymstrukturen mit akzeptablen
Anreicherungen gedockt werden. Im Folgenden wurden die Dockings mit der gefilterten ZINC-
Datenbank (s. Abschnitt 3.4 auf S. 73) durchgefiihrt. Wahrend des Screenings wurden die aktiven
Substanzen, die zur Erstellung des DUD-E-Datensets verwendetet wurden, mitverwendet, um An-

haltspunkte Gber die Qualitat des Screenings zu gewinnen.
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— cRAIse-Docking der ZINC-Datenbank

Die gefilterte ZINC-Datenbank Tabelle 4.1 Ergebnisse des ersten cRaise-Dockings.

umfasste ca. 3.4 Millionen Sub- Anzahl
stanzen. Insgesamt wurden Anzahl an Posen 4.8 Millionen
davon 1Ei1 1.0 Millionen
4.8 Millionen Posen erzeugt, die davon 1AJ6 1.8 Millionen
einen Score kleiner null besalien davon 3G7E_1 1.5 Millionen
davon 3G7E_2 0.5 Millionen
(s. Tabelle 4.1). Jede Substanz Anzahl gedockter Substanzen 2.0 Millionen

konnte auch in mehr als in einer
Struktur gedockt werden, daher war die Anzahl der Posen hoher als die Anzahl der Substanzen in der
gefilterten ZINC-Datenbank. Die Verteilung gab schon Aufschluss tber die Ergebnisse. 1AJ6 und
3G7E_1 lieferten die meisten Docking-Ergebnisse mit jeweils 1.5 Mio. Posen oder mehr. Bei 1El1
nahm die Anzahl der Posen schon sehr deutlich auf knapp 1 Mio. Posen ab, bei 3G7E_2 gab es nur
noch 0.5 Mio. Posen. Insgesamt wurden 2.0 Mio. verschiedene Substanzen gedockt, statistisch be-
trachtet wurde damit jede erfolgreich gedockte Substanz in 2.4 verschiedene Proteine gedockt. Die
starke Reduktion der Posen bei 3G7E_2 war nachvollziehbar, da das viel strengere Pharmakophor
weniger Ergebnisse zulieB. Die geringere Anzahl an Dockingergebnisse bei 1EI1 war hingegen nicht
vorhersehbar. Die Anforderungen und Ahnlichkeit zu den beiden Enzymstrukturen 3G7E und 1AJ6
lieRen auch dhnliche Ergebnisse erwarten. Zwar waren in 1EI1 Exclusion Volumes definiert, die das
Docking einschranken sollten, diese befanden sich jedoch in einem Bereich, der bei den anderen
Bindetaschen nicht ausgebildet war (s. Abschnitt 2.1 auf S. 27). Die Tendenz, dass sich die Posen bei
1EI1 anders als bei den anderen beiden dhnlichen Strukturen verhielten, konnte auch anhand der
Score-Werte nachvollzogen werden. In Abbildung 4.13 ist der jeweilige Rank der Substanz gegen
ihren cRAISE-Score aufgetragen. Dabei konnte sehr deutlich zwischen den Dockings von 1AJ6 und
3G7E_1 gegeniiber 1EI1 und 3G7E_2 unterschieden werden. Die Werte der Scores der erstgenannten
Gruppe waren in ihrem gesamten Verlauf niedriger, deutlich langer auf einem niedrigen Niveau und
stiegen nur langsam an. Der Verlauf der Kurven von 3G7E_1 und 1AJ6 war nahezu parallel. Die Diffe-
renz von 1AJ6 zu 3G7E_1 war wahrend des Anfangs konstant bei ca. 1.6. Erst im spateren Verlauf
nahm die Differenz langsam zu (bspw. betrug sie bei Rank 800,000 2.1). Bei 1EI1 und 3G7E_2 waren
die Scores im gesamten Verlauf deutlich hher. Dabei waren die Scores auf den niedrigen Rangen

gleichauf, im weiteren Verlauf nahmen sie aber bei 3G7E_2 schneller zu.

Damit gab es eine generelle Tendenz: Je mehr Posen in einer Proteinstruktur erzeugt werden konn-
ten, desto waren auch die Scores. Im DUD-E-Testdatensatz war die Anreicherung bei 1EI1 am
schlechtesten (s. Abbildung 4.9 S. 92). Bei dem Docking der Gesamtdatenbank waren die Scores von
1EI1 zu Beginn sogar schlechter als bei 3G7E_2, bei dem es deutlich weniger Posen gab. Erst im wei-

teren Verlauf wurden die Scores von 1EI1 besser als bei 3G7E_2.
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Abbildung 4.13 — Vergleich der verschiedenen cRaIse-Dockings. Fiir jede Pose ist der Rank gegen seinen jeweiligen

Score aufgetragen.
Dem gefilterten ZINC-Datensatz wurden auch die 95 Aktiven, die zur Erstellung des DUD-E-
Datensatzes verwendet worden sind, hinzugefiigt. Aufgrund der groRen Anzahl von Verbindungen in
diesem Datensatz hatten die Aktiven nur einen Anteil von unter 0.03 %.. Die Enrichments kbnnen
daher nicht mit denen des DUD-E-Testdatensatz verglichen werden. Zusatzlich wurde fiir das Docking
ein Datensatz verwendet, der auch potentiell aktive Substanzen enthalt. Eine Substanz wird moglich-

erweise auch deswegen besser bewertet, weil sie aktiv ist.

In Abbildung 4.14 ist das Enrichment der Dockings dargestellt. Abbildung 4.15 zeigt die entsprechen-
den ROC-Plots. 1AJ6 und 3G7E_1 besallen eine gute Anreicherung. Bei den ROC-Plots wurde die glei-
che Tendenz deutlich. Bei 3G7E_2 wurde gerade zu Beginn eine gute Anreicherung erreicht, die bei
1 % der Datenbank sogar die beste war. Lediglich 1EI1 zeigte im gesamten Bereich nur eine schwache

Anreicherung.

Zusammengefasst konnten damit folgende Schliisse gezogen werden: Konnten viele Substanzen in
die jeweilige Zielstruktur gedockt werden, wurden im Vergleich besser bewertete Posen generiert
und es konnten auch mehr Aktive in hoheren Rangen wiedergefunden werden. 3G7E_2 nahm eine
Sonderstellung ein, da die Struktur aufgrund des deutlich strengeren Pharmakophors weniger Posen

generieren konnte und auch viele Aktive des Testdatensatzes diese nicht erfiillen konnten.
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Abbildung 4.14 — Enrichments der Dockings mit dem Datensatz der gefilterten ZINC-Datenbank.
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Abbildung 4.15 — ROC-Plot der Dockings mit dem Datensatz der gefilterten ZINC-Datenbank. Die AUC betrug fir
1EI1 0.563, fiir 1AJ6 0.793, flir 3G7E_1 0.730 und fur 3G7E_2 0.410.

Flr die Durchfiihrung des zweiten Dockings mussten die Docking-Ergebnisse noch stark gefiltert wer-
den, da fur den zweiten Docking-Prozess eine deutlich rechenaufwendigere Methode verwendet

wurde. Dafiir wurden die hier aufgefiihrten Filterkriterien verwendet, die im Folgenden diskutiert

werden:
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1. cRAISE-Score-Cutoff von -20
2. Top 15 % der verbliebenden Posen.

Der erste Schritt flihrte dazu, dass Posen bevorzugt wurden, Tabelle 4.2 — Anreicherung der Einzeldo-

. L . L ckings verglichen mit einer kombinierten
die gute Scores und damit eine hohere Qualitat besallen. Das

Auswertung.
zweite Kriterium bevorteilte die Dockings, die viele Ergebnis- EF 10,6 %
se erzeugten und bessere Anreicherungen gezeigt hatten. = 1EI1 1.6
. . . . . . o 1AJ6 3.7
Diese zwei Schritte favorisierten damit die Dockings mit vie- 3G7E_1 4.0
len und guten Ergebnissen gegeniiber den Dockings mit we-  3G7E_2 2.6

kombinierte Auswertung 5.9

niger Ergebnissen und schlechteren Scores. Diese Reduktion
besaR Vorteile gegeniiber reinen Score-Cutoffs — dort waren die Dockings von 3G7E_1 und 1AJ6 stark
Uberreprasentiert gewesen — oder reinen prozentualen Filtern — bei denen anteilsmaRig viele Posen
von den schlechteren Docking-Ergebnissen weiter mit eingeflossen waren. Mit der gewéahlten Kom-
bination findet eine gewichtete Reduktion aller Ergebnisse statt. Bspw. wurde die Zahl der Dockin-
gergebnisse in 3G7E_1 auf 11.1 % seiner urspriinglichen Posen reduziert, bei 1EI1 betrug der Anteil
8.1 %. Durch diese Filterkriterien wurde der Datensatz von den urspriinglich 3.4 Millionen Substan-
zen der gefilterten ZINC-Datenbank auf 360,000 Substanzen reduziert (entspricht 10.6 %). Der Vorteil
durch den Ansatz, verschiedene Zielstrukturen zu benutzen, wird anhand der Anreicherung deutlich.
Durch Kombination® der vier Dockings wurde eine deutlich bessere Anreicherung erreicht als bei
jedem Docking einzeln. In Tabelle 4.2 ist der Enrichment Factor fiir den letztendlich gewahlten Anteil
von 10.6 % der Substanzen gezeigt. Diese Anreicherungen mussten, wie oben beschrieben, vorsichtig
beurteilt werden. Sie zeigten jedoch, dass durch die verschiedenen Zielstrukturen unterschiedliche
Aktive gefunden werden konnten, die in einer kombinierten Auswertung eine hohere Anreicherung

brachten. In Abbildung 4.16 ist dieser Zusammenhang grafisch dargestellt.

Durch das hier eingesetzte Auswahlverfahren konnten bei den verschiedenen Dockings die Anteile
der einzelnen Dockings weiterverwendet werden, die Vorteile zeigten. Bspw. wurde nur ein kleiner
Anteil von 3G7E_2 verwendet, der aber in diesem Bereich eine deutliche Uberlegenheit gegeniiber

den anderen Dockings aufwies.

“ Fir die kombinierte Auswertung wurden alle vier Dockings entsprechend der gewahlten Kriterien gefiltert
und ,,Rank by Rank" vereint. Dabei wurden alle Duplikate entfernt und nur der jeweils bessere Rank behalten.
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Abbildung 4.16 — Enrichment-Plot des ersten cRAIse-Screenings. Fiir jedes Docking sind die Enrichments bei einem
Scorecutoff von -20 und der TOP 15 % markiert (Kreuze). Das rote Kreuz markiert das durch die kombinierte Aus-
wertung insgesamt erreichte Enrichment. Daflir wurden die verschiedenen Dockings , Rank by Rank“ vereint. Kam
eine Substanz mehrmals vor, wurde der bessere Rank gewahlt.

4.2.3 Zweites cRAISE-Docking

Im zweiten Docking wurden die ca. 360,000 Substanzen des ersten Dockings (darin sind noch 59 Akti-
ven Substanzen enthalten) erneut mit cRAISE gedockt, um die Qualitat der Posen zu verbessern (s.
Abschnitt 4.1.1 auf S. 80). Jede dieser gefilterten Substanzen wurde in diesem Schritt erneut in alle
verwendeten Proteinstrukturen gedockt, unabhangig davon, in welcher Proteinstruktur die Substanz
im ersten Docking entdeckt wurde. Die deutlich kleinere Menge an Substanzen erlaubte es bei der
erneuten Generierung des Substanz-Indexes, mehr Konformationen pro Substanz zu erstellen als im
ersten Docking. Dadurch steigt zwar der Rechenaufwand fir die Erstellung des Indexes und des ei-
gentlichen cRAISE-Dockings stark an, die Qualitdt der Posen nimmt aber erheblich zu: Durch die gro-
Rere Anzahl an Konformeren nimmt bspw. die Anzahl der Clashes der vdW-Radien erheblich ab. Dies
wurde schon aus den Scores ersichtlich (s. Abbildung 4.17), die deutlich geringer, also besser, waren
als im ersten cRAISE-Docking. Gab es beispielsweise im ersten Docking bei 1AJ6 207 Substanzen mit
einem guten Score von unter -45, waren es im zweiten Docking Gber 2,700. Die Gruppierungen des
ersten Dockings waren auch hier wieder ersichtlich: 3G7E_2 und 1EI1 hatten leicht héhere Scores als
1AJ6 und 3G7E_1. Die Unterschiede waren jedoch kleiner und 1EI1 ndherte sich der anderen Gruppe
ein wenig an. Die Ergebnisse von 3G7E_1 und 1AJ6 waren nahezu identisch in ihrem Verlauf. In 1AJ6

konnten lediglich einige Substanzen mehr gedockt werden. Auffallig war auch, dass deutlich mehr
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Posen in 1EI1 generiert werden konnten. Daher war der Ansatz, alle Substanzen erneut in alle Ziel-

strukturen zu docken, sinnvoll.

cRAISE-Score
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0 50 100 150 200 250 300 350 400

Rank (x1,000)
Abbildung 4.17 — Vergleich der verschiedenen cRaIse-Dockings. Fiir jede Pose ist der Rank gegen seinen jeweiligen
Score aufgetragen.

Der Vorteil der intensiveren Dockingsuche wird auch in dem Enrichment deutlich (s. Abbildung 4.18).
1EI1 befand sich nach diesem Docking auf einem ahnlichen Niveau wie 1AJ6 und 3G7E_1. Bei den
beiden letztgenannten Strukturen zeigten sich keine Verbesserungen der Anreicherungen mehr, die
AUC des ROC-Plots nahm sogar leicht ab (s. Abbildung 4.19). Dennoch war die Durchfiihrung eines
erweiterten Dockings fiir jede Zielstruktur sinnvoll, um Posen mit héherer Qualitat zu generieren, die

spater im Postprocessing weiterverarbeitet werden konnten (s. Abschnitt 5 auf S. 100).

99



4.2 Virtual Screening

100

90

80

70

60

50

% Aktive

40

30

20

10

0 ' 1 1 R R | 1 1 Lol
0.1 1 10 100

% Datenbank
Abbildung 4.18 — Enrichments des zweiten cRAISE-Dockings.
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Abbildung 4.19 — ROC-Plots des zweiten cRaise-Dockings. Die AUC betrug fir 1E11 0.593, fur 1AJ6 0.642, fiir 3G7E_1
0.651 und fir 3G7E_2 0.357.

Damit konnten in diesem HTVS 3.4 Mio. Substanzen in vier verschiedenen Proteinstrukturen gescre-
ent werden. Insgesamt wurde die Substanzbibliothek auf 360,000 verschiedene Substanzen redu-
ziert. Dies stellte schon eine deutlich kleinere Anzahl an Substanzen dar, war jedoch noch zu groR,
um sie einzeln zu untersuchen. Die nachste Aufgabe bestand in der schrittweisen Reduktion und An-

reicherung der Substanzen in der Nachprozessierung.
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5 Postprocessing

Das Postprocessing stellt einen weiteren elementaren Schritt bei einer strukturbasiertem Leitstruk-
tursuche dar. Es dient dazu, die durch das erste Docking erhaltenen Strukturen neu zu bewerten, zu
sortieren sowie die Anzahl der Substanzen zu reduzieren (s. Abschnitt 1.2 auf S. 9). Dieser Prozess ist
notwendig, da die beim Docking verwendeten Scoring-Funktionen fir eine genaue Differenzierung
unzureichend sind. Dies ist bei dem hier gewahlten umso wichtiger, da das Docking mit einem HTvS-
Tools durchgefihrt wurde, bei dem der Fokus auf eine schnelle Platzierung und Bewertung zuguns-

ten der Qualitat der Pose ausgelegt ist (s. Abschnitt 4.1.1 auf S. 80).

Die einzelnen Postprocessing-Schritte kdnnen sehr heterogen sein: Von weiteren Docking-Schritten
[195, 196], Uber einzelne Scoring-Funktionen [197], Consensus-Scorings [198, 199], verschiedenen
Clusteringmethoden [200], pharmakophorbasierten Ansatze [201], MD-Simulationen mit GB/PBSA-
Berechnungen [202] bis zur visueller Auswahl [203] und der jeweiligen Kombination der einzelnen
Schritte [204] gibt es viele Moglichkeiten. Im Gegensatz zu der Vorbereitung der Substanzbibliothek
(s. Abschnitt 3 auf S. 61) kdnnen hier im weiteren Verlauf des Workflows, aufgrund der durch das
Docking schon erfolgten Reduktion der Anzahl an Substanzen, rechenintensivere Schritte durchge-

flihrt werden. Im Folgenden werden die hier relevanten Methoden kurz vorgestellt.
— Scoring-Funktion

Scoring-Funktionen sollen das Scoring-Problem des Dockings 16sen (s. Abschnitt 4 auf S. 79): Sie sol-
len richtig platzierte Posen von falsch platzierten unterscheiden und Posen entsprechend ihrer Aktivi-
tat sortieren. Da es sich beim Postprocessing vornehmlich um die Bewertung von bereits vorhande-
nen Posen handelt, bezieht sich die Diskussion hier primar auf das Rescoring bereits gedockter Posen

und nicht auf den Einfluss des Scoring auf den eigentlichen Dockingprozess.

Klassischerweise wird zwischen drei Ansdtzen unterschieden: kraftfeldbasiert, empirisch und wis-

sensbasiert [205-207].

1. Bei den kraftfeldbasierten Scoring-Funktionen wird die Bindungsenergie des Protein-Ligand-
Komplexes liber ein Kraftfeld (s. auch Abschnitt 2.2.1.3 auf S. 41) berechnet, das auf atomare
Interaktionen zuriickzufihren ist. Dabei gehen in der Regel enthalpische Effekte wie van-der-
Waals-, elektrostatische Interaktionen und Bindungskrafte (Dehnung, Torsion usw.) in die Be-
rechnung mit ein. Problematisch sind insbesondere entropische Effekte, die in diesen Model-
len nur durch sehr rechenintensive Arbeitsschritte oder ungefdahre Approximationen bertck-

sichtigt werden kénnen.
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2. Bei empirischen Funktionen wird die Bindungsenergie in einfachere, skalierbare Fragmente
(z. B. Wasserstoffbriickendonoren, hydrophobe Interaktionen) zerlegt, die zu einem Gesamt-
score aufaddiert werden. Jedes Fragment enthalt einen Skalierungsfaktor, der durch eine Re-
gressionsanalyse mit empirischen Daten bestimmt wird. Der Vorteil besteht darin, dass auch
komplexe Interaktionen effizient berechnet und bewertet werden kénnen (z. B. entropische
Effekte). Dafir ist die Qualitdt der Regression von den vorhandenen empirischen Daten ab-
hadngig: zum einen von der Richtigkeit, zum anderen von den Eigenschaften des Datensatzes.
Interaktionsmuster, die nur unzureichend von dem zur Erstellung der Funktion verwendeten
Datensatz beschrieben werden, kdnnen von dieser Funktion nicht richtig bewertet werden.

3. Die wissensbasierten Funktionen werden mithilfe von statistischen Analysen von Kristall-
strukturen erstellt. Diese versuchen die Bindungsenergie mittels Potentialen, die auf der
Boltzmann-Verteilung basieren, zu bestimmen. Mit der inversen Boltzmann-Verteilung (s.
Formel 5.1) lasst sich die Bindungsenergie AE Uber die Boltzmannkonstante k;, die Tempera-
tur T und die paarweisen Potentiale, die anhand der Dichtefunktion vom Zustand p(i) und ei-
nes Referenzzustandes p,.s bestimmt werden, berechnen. Bei dieser Gleichung wird ebenso
wie bei den empirischen Funktionen auf experimentelle Daten zuriickgegriffen. Allerdings
werden die Kristallstrukturen direkt ausgewertet und in einer Haufigkeitsverteilung verarbei-
tet (z. B. wie haufig tritt ein Alkohol in einer bestimmten Entfernung zu einem Carbonyl auf).
Dazu gibt es mehr und verlasslichere Daten als bei den freien Bindungsenthalpien, die bei
den empirischen Scoring-Funktionen verwendet werden. Wissensbasierte Scoring-
Funktionen sind dhnlich schnell wie empirische. Dennoch bereiten hier unterreprasentierte
Interaktionen (z. B. Metallbindungen) und die Definition des Referenzzustandes p,.; Proble-

me.

Formel 5.1

p@)

AE:—@Tm(
Pref

Diese Einteilung stellt nur eine grobe Kategorisierung dar. Manche Scoring-Funktionen bestehen
auch aus der Kombination verschiedener Methoden (z. B. kombiniert die AutoDock Scoring-Funktion

den empirischen und kraftfeldbasierten Ansatz [208]).

Die Evaluierung von Scoring-Funktionen ist ein in der Literatur intensiv untersuchtes Thema [205,
206, 209-211]. Zusammengefasst gibt es keine Scoring-Funktion, die allen anderen {iberlegen ist.
Grundsatzlich erlauben Scoring-Funktionen eine gute Priorisierung von Bindungsposen. Lediglich bei
Entropie-, Solvatationseffeke und selten auftretenden Interaktionen (z. B. Metallkoordination) sind
die Ergebnisse unbefriedigend. Ebenso sind Korrelationen zu wahren Bindungsaffinitdten noch nicht

verlasslich moglich. Die Performance von Scoring-Funktionen ist aullerdem noch sehr haufig vom
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Target abhangig. STAHL et al. konnten 2001 zeigen, dass der PLP-Score (s. 5.1.1 auf S. 106) fir die
ATPase-Untereinheit der Gyrase eine deutlich bessere Performance zeigt als drei andere Scores

[209], wahrend der PLP Score bei anderen Targets diesen Scoring Funktionen unterlegen war.
— Fingerprints und Clustering

Die automatische Charakterisierung und Analyse struktureller Informationen von Molekiilen ist fiir
Computer schwierig: Idealerweise sollten die gesamten strukturellen zwei- oder dreidimensionalen
Eigenschaften eines Molekiils eindeutig und vergleichbar in eine einfache Zahlenfolge libersetzt wer-
den. Nur diese kann dann von einem PC analysiert und verarbeitet werden. Das Problem besteht also
darin, mehrdimensionale Eigenschaften in einem eindimensionalen Raum darzustellen, ohne dabei

Informationen zu verlieren.

Fingerprints stellen genau diese Ubersetzungen dar. Dabei werden strukturelle Eigenschaften von
Molekiilen in bindre Zahlenfolgen umgewandelt. Durch die Reduktion auf den eindimensionalen
Raum gehen jedoch immer Informationen verloren. Daher gibt es verschiedene Ansatze, auf welchen
Eigenschaften die Fingerprints basieren. Die zuerst entwickelten Fingerprints bestehen aus einfach
definierten Strukturelementen, denen jeweils eine Stelle des Bindrcodes zugeordnet ist. Hat die
Struktur ein bestimmtes Strukturelement (z. B. Ladung, 6-Ring), wird an der entsprechenden Stelle
des Bindrcodes eine 1, ansonsten eine 0, gesetzt. Die Glite dieses Fingerprints ist sehr stark von den
vorher definierten Strukturelementen abhangig und kann aufgrund ihrer begrenzten Anzahl und der
mangelnden Informationen lber die Konnektivitdt groBe Datensdtze nur schlecht differenzieren.
Zudem kann er nur auf vorher festgelegten Strukturmerkmalen basieren (bspw. MACCS von MDL).
Weiterfiihrende Fingerprints ordnen bestimmte Atome, Atomgruppen (ECFP [212]), VerknUpfungen
(Daylight Fingerprint [213]) oder auch Pharmakophoren (FCFP [212]) eindeutigen Werten zu, die an-
schlieBend ,,gehashed” werden (s. auch 5.1.6 auf S. 109). Dadurch sind diese Fingerprints zwar abs-
trakter zu interpretieren, da die einzelnen Bits nicht einer bestimmten Struktur oder Merkmal zuzu-
ordnen sind, daflr kénnen sie aber fir jede Art von Molekilen verwendet werden und ihre Lange

kann entsprechend der Anforderung angepasst werden.

Nach dem Erstellen der Fingerprints kénnen diese entsprechend ihrer Ubereinstimmung verglichen
werden. Der bei weitem am haufigsten genutzte Parameter dafiir ist der Tanimoto-Koeffizient, auch
wenn es eine Vielzahl von anderen Parameter gibt (z. B. Cosine, Pearson, Simpson) [214]. Dabei be-
rechnet sich der Tanimoto-Koeffizient Ty aus den Bits von zwei Fingerprints (a und b) und der Sum-

mer der Ubereinstimmenden Bits ¢ (s. Formel 5.2):

c
T a+b-c

Tk Formel 5.2
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Sind beide Fingerprints identisch, betrigt der Koeffizient definitionsgemaR 1. Gibt es keine Uberein-
stimmung in den beiden Fingerprints nimmt der Tanimoto-Koeffizient einen Wert von 0 an. Da der
Koeffizient maximal 1 betragt, kann der Wert auch umgekehrt werden (s. Formel 5.3). Dann be-
schreibt der Koeffizient t nicht die Ahnlichkeit, sondern wie stark sich die Substanzen unterscheiden

(0 kein Unterschied; 1 Fingerprints komplett verschieden).
t=1-Tgk Formel 5.3

Im Allgemeinen werden Substanzen mit einem Tanimoto-Koeffizienten, der groRer als 0.7 (entspricht

t <£0.3) ist, als sehr dhnlich angesehen [215].

5.1 Material und Methoden

5.1.1 Piecewise Linear Potential Score

Bei dem , Piecewise Linear Potential” (PLP)-Score han- |

delt es sich um einen empirischen Score, der schon J
F

1995 von GEHLHAAR et al. beschrieben wurde [217]. Er

berechnet das Interaktionspotential zwischen den

Energy

A B C D
schweren Atomen eines Liganden und den sich inner- L .

1 t
halb von 6 A befindlichen schweren Atomen des Pro- E <4 u r

teins und summiert diese auf. Dabei handelt es sich bei

Abbildung 5.1 — Verlauf der PLP-Funktion (schwarz)
und des Lennard-Jones-Potential (gelb). Jeder
Abschnitt der PLP-Funktion ist linear. Der wichtigs-
te Unterschied zum Lennart-Jones-Potential stellt
deren Verlauf Ahnlichkeit mit dem Lennard-Jones- der endliche Wert F dar: Bei Uberschneidung der
vdW-Radien strebt das Lennart-Jones-Potential

Potential hat. Allerdings wird die AbstoRfungsenergie gegen unendlich, wahrend sich die PLP-Funktion
einem definierten Wert ndhert. (mod. nach [216])

dem Algorithmus, der die Energie der einzelnen Interak-

tion beschreibt, um eine stickweise lineare Funktion,

nicht unendlich groB, wenn der Abstand zwischen den
schweren Atomen null betragt. Das fiihrt dazu, dass der Score gegeniiber kleinen Uberlappungen der
vdW-Radien toleranter ist und die Pose nicht verwirft, wenn andere starke Interaktionen tberwiegen

[216].

Zur Bestimmung des PLP-Scores wurde die Implementierung von Leadlt (BioSolvelT [218]) verwen-

det.

5.1.2 Glide

Glide (Grid-based Ligand Docking with Energetics) [163, 219] ist ein systematisch erschopfendes Do-
cking-Tool (s. Abschnitt 4 auf S. 79). Das Docking verlduft in vier Schritten: (1) Zundchst werden die

Form und Interaktionsmoglichkeiten von dem Rezeptor mit verschiedenen Feldern auf einem Grid
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(engl. Gitter) dargestellt. (2) Daraufhin werden energetisch giinstige Konformationen des Liganden
generiert und innerhalb des Grids platziert. (3) Erfolgsversprechende Posen werden im dritten Schritt
mithilfe des OPLS-AA Kraftfeld [108] in Verbindung mit einem distanzabhangigen Dielektrizitatsmo-
dell minimiert. (4) AbschlieBend werden mithilfe von Monte Carlo-Simulationen Minima fiir die Tor-
sionswinkel des Liganden gesucht. Fir die finale Bewertung und das Ranking der Posen wird der Gli-

deScore (s. Abschnitt 5.1.3) verwendet.

Die Dockings wurden mit Glide 6.2 (Schroédinger [220]) durchgefiihrt.

5.1.3 GlideScore

Der GlideScore ist eine empirische Scoring-Funktion, die bei der Bewertung von Dockingergebnissen
von Glide (s. Abschnitt 5.1.2) verwendet wird. Dabei kénnen zwei unterschiedliche Methoden, Single
Precision (SP) oder Extra Precision (XP), mit unterschiedlicher Parametrisierungen verwendet wer-
den. Der GlideScore SP hat deutlich weichere Grenzen, so dass auch Posen, die kleinere Fehler ent-
halten, nicht verworfen werden [163]. Der GlideScore wurde aus dem ChemScore [221] entwickelt
und erweitert. Der in dieser Arbeit verwendete GlideScore 2.5 SP wird wie folgt berechnet (s. Formel

5.4):
AGbind = Clipo—lipo Z f(rlr) + Chbond—neut—neutz g(AT‘) h(Aa)
+ Chbond-neut-charged Z g(4r) h(Aa)

+ Chbond-charged-charged Z g(4r) h(Aa)

Formel 5.4
+ Cmax-metal-ionz f(rlm) + Crothrotb

+ Cpolar-phoprolar—phob + CcoulEcoul + CvdWEvdW

+ solvation term

Die C-Koeffizienten sind empirisch ermittelte Werte fiir die einzelnen Terme. f, g und h sind Funktio-
nen, die Uber Abstande r oder Winkel a die einzelnen Koeffizienten gewichten. Die Funktionen neh-
men Werte zwischen 0 und 1 an. H,o;, beschreibt den Anteil eingeschrankt drehbarer Bindungen und
der gesamte Term ist damit ein MaR fiir die Entropie. Der Cpolar-phobVpolar-phob-T€rm beschreibt den
Einfluss polarer, nicht-wasserstoffbriicken-bildender Atome in hydrophoben Bereichen. Als weitere
Parameter gehen noch die coulombschen (E.,,) und van-der-Waals-Energien (E,qw) €in, die mithilfe
einer modifizierten Version des OPLS-Kraftfelds bestimmt werden. Der solvation term bewertet den
Einfluss von expliziten Wassermolekiilen auf die Pose. Dies schlielt sowohl Solvatisierungseffekte
von sehr hydrophilen Bereichen des Liganden oder des Proteins als auch in hydrophoben Bereichen

eingeschlossene Wassermolekiile mit ein. Der GlideScore wurde mit Glide (s. 5.1.2) bestimmt.
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5.1.4 DSX Score

Der DSX-Score ist ein wissensbasierter Score. Es handelt sich dabei um eine Weiterentwicklung des
DrugScore [222] und zeigt insbesondere fiir die Bewertung von Dockingposen eine gute Performance
[223]. Der Score berechnet sich aus dem distanzabhdngigen Paarpotential (scorep,;), Torsionswinkel-

potential (score,) und SAS-abhangigen Potential (scores) (s. Formel 5.5):

SCorep,ir = Z Z SCOI‘eg;i'fﬂ( (C(ai, aj); T(ai, a]))

a;€Paj€eL
DSX
score t(T), od(t
SCOI€ors = Z Z fors El( ) ¢( )) Formel 5.5
b TEb T
scoregg = Z scorel’* (c(a), SR(a)) + Z scorebs* (c(a), SR(a))
acP aeL

Dabei ist a ein Protein- P oder ein Ligand L-Atom. c ist ein Clustertyp mit r als Abstand fir die gege-
benen Atome. b stellt eine zentrale Bindung eines Torsionswinkel T vom Typ t mit der Anzahl n; an
moglichen Torsionswinkeln dar. SR beschreibt schlieBlich das Verhaltnis der SAS von gebundenen

und ungebundenen Atomen.

Diese einzelnen Terme konnen schlieRlich mit einem Gewichtungsfaktor w, der zwischen 0 und 1

liegt zum Endscore (score,) aufaddiert werden (s. Formel 5.6).

SCOT€oral = Wy SCOT€pair + Wy SCOT€qs + Wy SCOTESR Formel 5.6

Der Gewichtungsfaktor kann dabei fir jedes Scoring variabel angepasst werden. Abhangig vom Tar-
get und den Liganden kann der Score daher weiter optimiert werden. In dieser Arbeit wurde der

Score in seiner Standardeinstellung verwendet.

5.1.5 Prime MM-GBSA-Score

Der Prime MM-GBSA (Molecular Mechanics - Generalized Born Surface Area)-Score ist ein kraftfeld-
basierte Scoring-Funktion, die die Freie Bindungsenthalpie mithilfe eines impliziten Lésungsmodells

berechnet. Sie basiert auf dem in Formel 5.7 angegebenen Zusammenhang:

AGBindung = EKompleX — Eprotein — ELigand Formel 5.7

Demnach wird die Freie Bindungsenthalpie AGginqung lber die verschiedenen Energien E des Komplex,
des isolierten Proteins und des isolierten Liganden berechnet. Diese enthalten verschiedene Terme,

wie Protein-Ligand-vdW-Kontakte, elektrostatische Interaktionen, Desolvatisierungsenergie vom
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Liganden und Deformationsenergien von Liganden und Proteinen. Der entropische Einfluss auf die
freie Bindungsenthalpie wird dabei ignoriert. Zur Berechnung wird das OPLS2005-Kraftfeld [103] mit

dem impliziten Losungsmodell VSGB 2.0 [224] verwendet.

Fir die Bestimmung der einzelnen Energieterme wird jeder der Strukturen (Komplex, Protein und
Ligand) zunachst minimiert. Fir die Minimierung kann gewahlt werden, ob das Protein komplett starr
gehalten wird oder innerhalb eines bestimmten Radius um den Liganden frei minimiert werden kann.

Je groRRer der Radius um den Liganden ist, desto rechenaufwendiger werden die Minimierungen.

5.1.6 Daylight-Fingerprint

Der Daylight-Fingerprint [213] berechnet fiir jedes Atom ein Pattern™, ein Pattern fiir jedes Atom mit
seinem unmittelbaren Nachbarn (mit den entsprechenden Bindungen) und sequentiell weitere Pat-
terns fur jedes Atom mit steigender Anzahl an Bindungen (bis sieben). Diese Patterns werden schliel3-
lich gehashed, d.h. die Information wird reduziert, so dass fiir jedes Pattern vier bis finf Bits erzeugt
werden, die in die Erstellung des Fingerprints eingehen [225, 226]. Daher wird der Daylight-
Fingerprint auch haufig als ein pfadbeschreibender Fingerprint bezeichnet, da bei jedem Schritt der
Pattern durch die Verlangerung des Pfades um eine Bindung erstellt wird und der Pattern somit die

Pfade im Molekul beschreibt [212].

5.1.7 Clustering

Das Clustering erfolgte nach dem Leader-Algorithmus [227, 228]. Dabei wird zum ersten Fingerprint
einer Liste der Tanimoto-Koeffizient (Ty) zu allen anderen Strukturen berechnet. Liegt der Koeffizient
eines Fingerprints unterhalb eines festgelegten Grenzwertes, wird die Substanz dem Leader zuge-
ordnet und aus der Liste entfernt. Im nachsten Schritt wird die ndchste Substanz aus der Liste ver-
wendet, der nicht dem ersten Fingerprint zugeordnet wurde und erneut nach dem gleichen Schema

verfahren. Dies wird solange wiederholt, bis kein Ligand mehr in der Liste vorhanden ist [227].

Der Vorteil dieser Methode liegt darin, dass die Reihenfolge der verwendeten Liste bestimmt, welche
Struktur zum Cluster-Leader wird. Bei einer bereits priorisierten Liste an Substanzen, z. B. durch ein
Docking oder Rescoring, wird dadurch die am besten bewertete Struktur des jeweiligen Clusters zum
Leader. Weiterhin werden alle Strukturen aufgrund ihrer Ahnlichkeit zum Leader bestimmt, die er-

folgreich und gut gedockte Posen darstellen.

“Ein Pattern (engl. fir Muster) stellt die Ubersetzung der Struktur zu einer Zahl dar. Dies kénnen z. B. Integers
oder bindre Zahlen sein (daher auch der Name; die Abfolge von Einsen und Nullen bei bindren Zahlen stellen

ein Muster dar).
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5.2 Planung

Die Optimierung des Postprocessing erfolgte mit einer Rationalen. Aufgrund der vielfaltigen Moglich-

keiten fir die Durchflihrung, lag der Fokus beim Postprocessing auf einer friihen und hohen Anrei-

cherung von aktiven Substanzen, die aber auch Freiheiten fir spatere Hit-Erweiterungen lassen soll-

te. Das Postprocessing sollte folgende Schritte enthalten:

1.
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Eine Verbesserung der Anreicherung aktiver Verbindungen aus den cRAISE-Dockings durch ein
geeignetes Rescoring. Bei den Ergebnissen des cRAISE-Dockings konnten zwar die meisten Aktiven
gedockt werden, doch insbesondere die friihe Anreicherung war unzureichend (s. Abschnitt 4.2.3
auf S. 98).

e Diese Optimierung wurde mithilfe des gedockten DUD-E Docking-Testdatensatz durchgefihrt,
da dieser Datensatz fir die Testung der Differenzierung von aktiven und inaktiven Substanzen
optimiert ist (s. Abschnitt 4.1.3 auf S. 85).

Ein Leader-Clustering der neubewerteten Posen. Mit dem Clustering sollte die Anzahl der weiter

untersuchten Strukturen deutlich reduziert werden, ohne die bisher gewonnen Informationen zu

verlieren: Bei jedem weiteren Schritt des Clusterleaders kann nachtraglich auch der Cluster un-
tersucht werden (bspw. potentielle Kandidaten fiir die Hit-Erweiterung).

e Die Optimierung fir das Clustering konnte an dem gesamten Screening-Datensatz durchge-
flhrt werden.

Redocking mit Glide. Der vorletzte Schritt sollte ein Redocking der Clusterleader beinhalten, das

verlasslichere Posen als das HTvS-Tool cRAISE generiert.

e Fir die Evaluierung des Dockings wurde ebenfalls der DUD-E Docking-Testdatensatz (s. o.)
verwendet.

Visuelle Auswahl. Schliefllich erfolgte die finale Auswahl der zu kaufenden Substanzen anhand

verschiedener Parameter, wie Giite der Pose oder auch chemische Variabilitat.
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5.3 Rescoring

Die Ausgangsdaten fir das Postprocessing stellten die im letzten Kapitel durchgefiihrten Dockinger-
gebnisse dar (s. Abschnitt 4.2.3 auf S. 98). Wiederum wurden die Parameter zunachst mithilfe des
DUD-E Docking-Testdatensatz (s. Abschnitt 4.1.3 auf S. 85) optimiert. Daflir wurde der DUD-E Do-
cking-Testdatensatz mit cRAISE unter den gleichen Bedingungen wie der ZINC-Datensatz gedockt (s.
Abschnitt 4.1.3 auf S. 85). Abbildung 5.2 zeigt die Ausgangssituation fiir diese Optimierung: Die akti-
ven Substanzen konnten in 3G7E_1 fast alle erfolgreich gedockt werden (93.7 %). Dennoch ist die
Anreicherung gerade am Anfang, nur unzureichend. Damit war ein gutes, zum Docking-Prozess der
ZINC-Datenbank vergleichbares Ausgangsszenario vorhanden, um eine Optimierung durchzufiihren

und diese zu analysieren.
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Abbildung 5.2 — Enrichment des cRaise-Scores nach Docking des DUD-E Docking-Testdatensatz in 3G7E_1. Auch wenn fast
alle aktiven Substanzen erfolgreich gedockt wurden, war die Anreicherung zu Beginn nur unzureichend. Erst ab ca. 1 % der
gesamten Datenbank findet eine effektive Anreicherung der Aktiven statt.
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— GlideScore

Ein komplettes Rescoring mit dem GlideScore war nicht moglich. Nur 136 Substanzen der 4,738 er-
folgreich gedockten Substanzen konnten lberhaupt bewertet werden. Die meisten Posen wurden
aufgrund von Uberschneidung des vdW-Radius von Ligand und Protein nicht bewertet. Dabei besa-
Ren nur 59 Posen einen Score, der kleiner war als -5 kcal/mol. Wie in Abbildung 5.3 zu sehen, wurden
29.5 % der Aktiven erfolgreich gescort. Dennoch ist das beginnende Enrichment sehr gut. Unter den

ersten 20 Posen sind nur drei Decoys.
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Abbildung 5.3 — Enrichment des GlideScores. Der GlideScore (rot) zeigte ein deutlich besseres friihes Enrichment als der
cRaise-Score (schwarz). Dennoch konnte nur ein kleiner Anteil der gedockten Posen Uiberhaupt bewertet werden.

— DSX-Score

Ein DSX-Rescoring zeigte eine leichte Verbesserung des cRAISE-Scores sowohl im Anfangs- als auch im
mittleren Bereich (s. Abbildung 5.4). Dieser Vorteil verringerte sich jedoch ab einem Anteil von 6 %
der gesamten Datenbank mafgeblich und war ab 10 % schwach. Insgesamt wurden aber fast alle

Aktiven erneut gescort.
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Abbildung 5.4 — Enrichment des DSX-Scores. Der DSX-Score (rot) zeigt eine moderate Verbesserung des frihen Enrichments
im Vergleich zum cRaise-Score (schwarz). Dieser Vorteil geht aber im weiteren Verlauf verloren.

— GBSA-Score

Als kraftfeldbasierte Scoring-Methode wurde der Prime MM-GBSA-Score verwendet, GBSA freezed
(ohne Minimierung des Proteins) und GBSA 8 A (mit Minimierung des Proteins; s. Experimenteller
Teil 11.3.11 auf S. 226). Die statischere Methode GBSA freezed ohne Minimierung des Proteins zeigte
eine deutlich bessere Anreicherung als die flexiblere mit minimierten Seitenketten (s. Abbildung 5.5).
Das Enrichment fiir GBSA 8 A ist nicht besser als der cRAISE-Score. Demgegeniiber zeigt der GBSA

freezed-Methode gerade zu Beginn eine deutlich bessere Anreicherung.
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Abbildung 5.5 — Enrichment der kraftfeldbasierten Scoring-Funktionen. GBSA freezed (rot) erreichte von Anfang an eine
sehr gute Anreicherung und bewertete auch den GroRteil der aktiven Substanzen. GBSA-8 A zeigt keine Verbesserung ge-
geniber den cRAISE-Score.

— PLP-Score

Der PLP-Score zeigte zum Beginn des Enrichments (s. Abbildung 5.6) eine perfekte Anreicherung. Die
ersten 18 Substanzen sind ausschlielRlich Aktive. Dabei wurden unterschiedliche chemische Struktu-

ren aus verschiedenen Literaturquellen erfolgreich gerankt.
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Abbildung 5.6 — Enrichment des PLP-Scores. Der PLP-Score (rot) verbesserte das Enrichment erheblich. Zu Beginn ist die
Anreicherung perfekt und die Anreicherung ist im gesamten Verlauf auf einem hohen Niveau. Es konnten alle Aktiven er-
neut bewertet werden.
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In Abbildung 5.7 sind alle Enrichments zusammengefasst. Die GBSA 8 A-Methode und der DSX-Score
lieferten nur eine schwache bis keine Verbesserung der Anreicherung fiir die Posen. Der GlideScore,
GBSA freezed und der PLP-Score zeigten alle eine sehr gute friihe Anreicherung, waren aber im wei-

teren Verlauf und ihrer Aussagekraft unterschiedlich zu bewerten.

Die GBSA-8 A-Methode war in allen Bereichen unterlegen. Weder war die Anreicherung signifikant
besser als im cRAISE-Score noch war der Zeitaufwand fir die Berechnung in einem annahernd akzep-
tablen Bereich (Uber 3 Tage fiir 4,738 Posen). Die Griinde fiir das schlechte Abschneiden kénnten in
der Gite der Posen liegen: Die Geometrien der Ausgangsposen von cRAISE sind fiir die GBSA-8 A-

Methode unzureichend.

Der Vorteil des DSX-Scores lag in seiner hervorragenden Effizienz: Fiir die Bewertung der 4,738 Posen
bendtigte die Scoring-Funktion nur vier Sekunden. Zwar war die Anreicherung besser als im cRAISE-

Score, sie war aber noch deutlich schlechter als in den anderen Scoring-Funktionen (s. u.).
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Abbildung 5.7 — Ubersicht der Enrichments aller verwendeten Scoring-Funktionen. Der GBSA-8 A-Score und der DSX-Score
waren nur wenig bis gar nicht besser als der cRAIse-Score und brachten keine groRen Vorteile fiir ein erneutes Ranking. Der
GlideScore, GBSA freezed und der PLP-Score zeigten alle eine gute frilhe Anreicherung.

Der GlideScore besal ein gutes friihes Enrichment, erreichte aber kein hohes Gesamtenrichment,
weil die meisten Posen, auch von aktiven Substanzen, nicht bewertet worden. Die Ursache dafir lag
ebenfalls in den von cRAISE generierten Posen. Es traten die gleichen Probleme, wie beim GBSA 8 A-
Rescoring auf. Der GlideScore ist flir ein Docking optimiert, das solche Clashes verhindert. Daher
wurden die meisten Posen nicht bewertet und die bewerteten Posen besaen vergleichsweise
schlechte Score-Werte. Nichtsdestotrotz konnten die aktiven Substanzen sehr gut angereichert wer-

den. 26 der 28 erfolgreich gescorten Posen von Aktiven waren in den TOP50. Damit war der Gli-
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deScore dafiir geeignet, aktive Substanzen zu finden, sofern die Posen fiir die Scoring-Funktion be-

wertbar waren. Fiir den Datensatz von 4,738 Posen wurden 7 min benotigt.

Die GBSA freezed-Methode zeigte eine dhnlich gute Anreicherung und konnte im Gegensatz zum
GlideScore fast alle Posen bewerten. Daflir waren die Berechnungen fiir diese Funktion deutlich auf-
wendiger: Fir die 4,738 Posen wurde eine Rechenzeit von 8:50 h benétigt. Im Vergleich zu der GBSA
8 A-Methode waren die Score-Werte jedoch deutlich schlechter (freie Bindungsenthalpie von un-
ter -100 kcal/mol bei GBSA 8 A: 197, bei GBSA freezed: 8). Folglich konnte die freie Komplexminimie-
rung der GBSA 8 A-Methode die Posen in absoluten Werten erheblich verbessern, fiihrte aber zu
einem schlechteren relativen Ranking. Moglicherweise wiesen die Decoys grofRere Clashes als die
Aktiven auf. Die GBSA freezed-Methode konnte die Decoys mit einem grofRen Clash von den Liganden
mit einem kleineren Clash differenzieren. Bei der ausfiihrlicheren Minimierung der GBSA 8 A-
Methode konnten die Clashes bei beiden reduziert und aneinander angeglichen werden und fiihrten

zu einheitlicheren Score-Werten.

Uber den PLP-Score gelang durchgehend die beste Anreicherung. Zusitzlich konnte er die meisten
Posen des cRAISE-Dockings erneut gut bewerten. Dafiir gab es verschiedene Griinde: Schon bei der
Entwicklung des Scores wurde darauf geachtet, ihn toleranter gegeniiber Uberlappungen der vdW-
Radien zu machen (s. Abschnitt 5.1.1 auf S. 106). Dies geschah unter der Annahme, dass sich das
Protein noch an den Liganden anpassen kann [216]. Damit verfolgt die Scoring-Funktion eine ahnli-
che Rationale wie cRAISE (s. Abschnitt 4.1.1 auf S. 80). Daher konnte der Score auch die hohe Anzahl
an Posen wieder bewerten, da genau diese Clashes fiir die anderen Scoring-Funktionen (z. B. Gli-
deScore) haufig problematisch waren. Dabei ermittelte der PLP-Score auch sehr niedrige Score-
Werte und bewertete die Posen damit gut. Dies war auch ein Vorteil gegeniliber den GlideScore oder
den GBSA-freezed-Score, bei welchen grundsatzlich eine gute Anreicherung stattfand, die Score-
Werte aber in einem schlechten Bereich waren. Aufgrund dieser Scores wurden die Posen also als
nicht sehr vertrauenswirdig bewertet. Zusatzlich konnten schon STAHL et al. zeigen, dass der PLP-

Score gute Ergebnisse fiir dieses Target lieferte [209].

Damit war der PLP-Score die optimale Wahl fir die Neubewertung der Posen. Die Scoring-Funktion
war konzeptionell sowohl fiir den Docking-Algorithmus als auch fir das Target die beste Wahl. Die
Zeit fur die Bewertung der Posen war mit 4:50 min auch ausreichend effizient, um sehr groRRe Da-

tensatze verarbeiten zu kdnnen.
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5.4 Leader-Clustering

Nach dem erfolgreichen Rescoring und Ranking durch den PLP-Score wurde der gedockte ZINC-
Datensatz im nachsten Schritt flr jede Proteinstruktur mithilfe von Daylight-Fingerprints geclustert.
Daflr wurde ein Clustering mittels des Leader-Algorithmus mit verschiedenen Cutoffs durchgefihrt.
Die Cutoffs beschreiben den Grenzwert, ab welchem Unterschied t (1 — Tanimotokoeffizient) der

gerade verarbeitete Fingerprint nicht mehr dem Leader zugeordnet wird.

Die Problemstellung bestand darin, ein ausgewogenes Verhaltnis zwischen der Anzahl der Cluster
und deren GroRe zu finden: Einerseits sollten moglichst wenige Einzelcluster, also ungeclusterte Sub-
stanzen, und andererseits nicht zu groRe Cluster, die zu heterogen waren, auftreten. Da die Erstel-
lung des Fingerprints und das Clustering nicht anhand eines Pharmakophors stattfinden, besteht ein
Problem darin, dass auch als dhnlich eingestufte Strukturen verschiedene Bindungsmodi besitzen
kénnten. Daher war eine strenge Auslegung von Ahnlichkeit vorteilhaft. In der Literatur werden
Strukturen mit einem Cutoff von 0.3 haufig als dhnlich klassifiziert (s. Abschnitt 5.1.7 auf S. 109). Da-
her wurde im Folgenden der Cutoff-Bereich von 0.20 bis 0.35 untersucht, um die Einflisse zu analy-

sieren. In Tabelle 5.1 sind charakteristische Merkmale fir die unterschiedlichen Cluster aufgelistet.

Erwartungsgemal nahm die Anzahl der Cluster mit zunehmenden Cutoff ab. Es gab jedoch schon bei
einem sehr niedrigen Cutoff von 0.20 bei allen Zielstrukturen sehr groRe Cluster (> 100 Substanzen).
Diese nahmen im weiteren Verlauf noch drastisch zu. Bei einer Erweiterung des Cutoffs auf 0.25 ent-
standen bei den drei gréBeren Dockings (1EI1, 3G7E_1 und 1AlJ6) bereits Cluster, die mehr als 500
Substanzen beinhalteten. Dies bedeutete im Umkehrschluss, dass eine Substanz tiber 500 Substanzen
reprasentieren wirde und deren Bindungseigenschaften beschreiben sollte. Beim Clustering von
3G7E_1 gab es bei einem Cutoff von 0.35 einen Cluster mit 1,765 Substanzen. In diesem einen Clus-

ter waren einer Substanz iber 0.5 % aller Dockingergebnisse zugeordnet.
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Tabelle 5.1 — Eigenschaften der Leader-Cluster aus dem PLP-Score entstandenem Ranking der gedockten ZINC-Datenbank.
Fiir jedes Protein (1AJ6, 1EI1, 3G7E_1, 3G7E_2) sind die charakteristischen Clustermerkmale fiir unterschiedliche Cutoffs
(t=0.20 bis 0.35) dargestellt. #-Posen: Anzahl der Posen. , GroRter Cluster”: Anzahl der Substanzen aus dem der gréRte
Cluster bestand. ,Verteilung der ClustergréRen”: Gibt die Anzahl der Cluster mit entsprechenden ClustergroBen wieder.

1AJ6 (#-Posen: 349,263) 0.20 0.25 0.30 0.35
Anzahl der Cluster 137,664 100,672 70,664 46,740
GroBter Cluster 424 688 826 948
Verteilung der ClustergroRRen

2500 0 2 3 12

499 - 100 36 97 242 409

99 - 50 168 373 539 702
49-10 4,701 6,023 6,473 6,256
9-2 53,524 43,750 32,801 22,013
1 79,235 50,427 30,606 17,348

1EI1 (#-Posen: 316,526) 0.20 0.25 0.30 0.35
Anzahl der Cluster 124,448 91,228 64,581 42,986
Grofter Cluster 297 531 763 957
Verteilung der ClustergrofRen

2 500 0 1 3 9

499 - 100 33 94 218 356

99 - 50 166 355 514 656
49 -10 4,283 5,335 5,674 5,439
9-2 47,209 38,836 29,401 20,085
1 72,757 46,607 28,771 16,441
3G7E_1 (#-Posen: 338,412) 0.20 0.25 0.30 0.35
Anzahl der Cluster 132,182 96,891 68,156 45,309
GroBter Cluster 360 706 1,165 1,765
Verteilung der ClustergrofRen
2500 0 2 3 12
499 - 100 32 102 242 374
99 - 50 191 371 559 752
49 -10 4,692 5,778 6,136 5,853
9-2 50,151 41,204 30,861 20,981
1 77,116 49,434 30,355 17,337
3G7E_2 (#-Posen: 111,397) 0.20 0.25 0.30 0.35
Anzahl der Cluster 50,930 39,367 29,219 20,750
Grofter Cluster 181 288 447 531
Verteilung der ClustergréofRen
2500 0 0 0 1
499 - 100 6 18 48 89
99 - 50 34 83 130 191
49-10 1,262 1,704 2,006 2,128
9-2 17,214 15,005 12,202 9,167
1 32,414 22,557 14,833 9,174
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Neben der Anzahl und GroRe der Cluster ist auch die Verteilung der Cluster wichtig. Da es sich um
das Leader-Clustering von Dockingergebnissen handelte, waren die einzelnen Strukturen schon vor-
selektiert und sortiert. Das Ranking des PLP-Rescoring gab die Reihenfolge der Cluster vor: Der erste
Cluster reprasentierte den bestbewerteten Liganden vom jeweiligen Docking, der zweite Cluster den
nachstbesten bewerteten Liganden usw. Dies flihrte dazu, dass insbesondere im Anfangsbereich
groRere Cluster auftraten: Substanzen, die spezifische Strukturmerkmale zeigten, um im Enzym er-
folgreich gedockt zu werden, wurden stark angereichert. Diese waren mit héherer Wahrscheinlich-
keit auch dhnlicher zueinander. Schlecht bindende Strukturmerkmale kdnnen in einer bestimmten
Konformation moglicherweise ebenfalls eine nachvollziehbare Dockingpose ergeben. Die Wahr-
scheinlichkeit, dass so ein Strukturmerkmal angereichert wird, ist dann jedoch deutlich kleiner. Zu-
satzlich wirde die Pose vermutlich schlechter bewertet werden. Dies hie aber im Umkehrschluss
nicht, dass Einzelcluster grundséatzlich schlechtere Substanzen waren. Es konnte sich auch um einzig-

artige Strukturvariationen handeln, die nicht hdufig vorkamen.

Dies wird am Beispiel vom Clustering der 3G7E_1-Ergebnisse durch Tabelle 5.2 verdeutlicht, bei der
die nach dem PLP-Score 1,000 bestbewerteten Leader enthalten sind. Wieder sind bei verschiedenen
Cutoffs charakteristische KenngroRen fiir die Cluster angegeben. Zusatzlich ist die Anzahl der Sub-
stanzen angegeben, die aus der Summe der Clusterleader und den geclusterten Substanzen besteht,
und die Anzahl an den Aktiven, die dem Datensatz zum Beginn des Screenings hinzugefligt worden
waren. Im Vergleich zu den Eigenschaften aller geclusterten Substanzen (s. Tabelle 5.1) hatte sich bei
einem Cutoff von 0.20 der Anteil der Einzelcluster deutlich gesenkt. Er machte nun nur noch knapp
20 % aus, statt eines Anteils von Uber 50 %. Durch die Anreicherung der groRen Cluster bei guten
Score-Werten, waren die riesigen Cluster (> 500 Substanzen) wieder bei groReren Cutoff-Werten

vertreten.

Tabelle 5.2 — Verteilung des TOP1000 Clusters von 3G7E_1. Anzahl an Substanzen: Anzahl an Clusterleadern und représen-
tierte Substanzen. Weitere Parameter wie bei Tabelle 5.1.

3G7E_1 0.20 0.25 0.30 0.35
Anzahl der Cluster 1,000 1,000 1,000 1,000
Anzahl an Substanzen 13,311 22,711 37,414 60,765
Anzahl an Aktiven 24 24 22 25
GroBter Cluster 360 706 1,165 1,765
Verteilung der ClustergrofRen
2500 0 2 3 10
499 — 100 12 40 100 154
99-50 45 90 99 165
49-10 259 338 410 418
9-2 496 425 340 227
1 188 105 48 26
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5.5 Postprocessing

Im gleichen MaRe wie die Anzahl der Einzelcluster abnahm, nahm die Anzahl der zu groBen Cluster
zu. Die Anzahl der Substanzen, die insgesamt reprasentiert waren, stieg zwar stark an, dies hatte

jedoch kaum Auswirkungen auf den Anteil der Aktiven.

Zusammenfassend wies die Wahl eines Cutoffs von t = 0.2 deutliche Vorteile auf. Die Cluster besalRen
eine héhere Ubereinstimmung mit dem moglichen Pharmakophor. Gleichzeitig wurde durch das Lea-
der-Clustering von priorisierten Docking-Ergebnissen eine homogenere Datenbank untersucht, so
dass ein niedriger Cutoff fir das Ziel diverser Substanzklassen ausreichte. In der Literatur werden
Substanzen mit einem kleineren Unterschied als 0.2 die gleiche biologische Aktivitdt zugeordnet

[229]. Im Folgenden wurden die Cluster mit einem Cutoff von t = 0.2 weiterverwendet.

5.5 Redocking mit Glide

In dem finalen Docking sollten nur die Cluster-Leader neu gedockt werden, um Posen mit hoherer
Qualitat zu erzeugen. Die verschiedenen Rescoring-Ergebnisse (s. Abschnitt 0 auf S. 111) verdeutlich-
ten die unzureichende Qualitat der Posen fiir eine abschlieRende Bewertung. Der GlideScore konnte

bspw. ein GroRteil der Posen aufgrund von Clashes nicht bewerten.
— DUD-E Docking-Testdatensatz

Zur Identifizierung des Redocking-Effektes wurden die 1,000 bestbewerteten Substanzen des PLP-
Rescorings des DUD-E-Datensatz aus dem 1. Schritt (s. Abschnitt 5.3 auf S. 111) verwendet. Damit
konnte gewadhrleistet werden, dass das Testszenario auch mit durch cRAISE erfolgreich gedockten und

vom PLP-Score bewerteten Substanzen durchgefiihrt wurde.

Als Target wurde wieder 3G7E_1 genutzt. Zundchst mussten die Substanzen fiir das Docking vorbe-
reitet werden. Daflir wurden die Strukturen mithilfe von LigPrep von Schrédinger [230] aufgearbei-
tet. LigPrep bereitet die Substanzen fiir das Docking in Glide vor, fir welches es Tautomere, Protonie-
rungen und Ringkonformationen bestimmt. cRAISE passt wahrend des Dockings die Protonierung und
Tautomere (im Folgenden Zustdnde genannt) an (s. Abschnitt 4.1.1 auf S. 80). Daher gab es von eini-
gen Strukturen Zustande, die nach den Bewertungskriterien von Ligprep energetisch unglinstig gewe-
sen und zugunsten glinstigerer Zustande verworfen worden waren. Damit waren diese interessanten
und schon im Docking bewahrten Zustande verloren. Daher wurden zwar neue Zustande erzeugt, die
von cRAISE erstellten wurden aber beibehalten. Weitere Zustande wurden mit Epik bei einem pH-
Wert von sieben berechnet. Fir jeden Ring wurden bis zu finf Konformere erstellt. Im Testdatensatz
befanden sich im Gegensatz zum spateren Screening-Datensatz noch chirale Substanzen. Die chiralen
Zentren wurden nicht mehr verdndert. Die abschlieend erhaltenen Substanzen wurden automatisch

mit dem OPLS_2005-Kraftfeld [103] minimiert (s. Experimenteller Teil 11.3.14 auf S. 227).
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5.5 Postprocessing

Fiir das SP-Docking mit Glide wurde ein Grid fiir 3G7E_1 erstellt, das als Pharmakophor das Asp73 als
Wasserstoffbriickenakzeptor und Wat A als Wasserstoffbriickendonor enthielt, analog zu dem Vor-
gehen bei cRAISE (s. Abschnitt 4.2.1 auf S. 87). Wahrend des Docking-Vorgangs mussten alle Restrai-
nts erflllt werden. Es wurde das SP-Docking unter Standardbedingungen ohne Epic-Penalties durch-
gefiihrt [220]. Die fiinf besten Posen wurden minimiert und die beste Pose gespeichert (s. Experi-

menteller Teil 11.3.14 auf S. 227).
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Abbildung 5.8 — Enrichment des Glide-Redocking des Testdatensatzes. Das Enrichment des GlideScores (schwarz) war auf
einem hohen Niveau, auch wenn es schlechter war als bei der Anreicherung im ersten Schritt. Ein Rescoring der Glide-Posen
mit dem PLP-Score brachte keine Verbesserung.

Das Enrichment nach Glide Redocking mit GlideScore ist in Abbildung 5.8 dargestellt: Es war auf ei-
nem hohen Niveau, wenn auch schlechter als beim PLP-Rescoring der cRAISE-Dockingergebnisse (s.
Abschnitt 0 auf S. 114). Ein PLP-Rescoring (rot dargestellt) verbesserte die Anreicherung nicht. Dafir
besaRen die Posen aufgrund des anspruchsvolleren Dockings eine deutlich h6here Qualitat als nach
dem Docking mit cRAISE (z. B. geringere Uberlappung der vdW-Radien). Die Verschlechterung der
Anreicherung war in diesem Fall akzeptabel: Beim ersten Schritt des Postprocessings der ZINC-
Datenbank wurden 100,000de Substanzen neu bewertet und gerankt. Dort war die optimale Anrei-
cherung ausschlaggebend, da im weiteren Verlauf nur noch unter 1 % der Substanzen weiter verar-
beitet wurden. Zwar war die Anreicherung im letzten Docking-Schritt nicht zu vernachlassigen, der
Fokus lag aber auf der Generierung optimaler Posen fiir die abschlieRende visuelle Bewertung der
Posen. Dies ist beispielhaft mit einer Substanz des Decoy-Datensatzes dargestellt (s. Abbildung 5.9).
In der cRAISE-Pose (links dargestellt) gibt es eine deutliche Uberlappung der vdW-Radien (rote Kreise).

Teilweise lagen sogar die Zentren der schweren Atome innerhalb des vdW-Radius des Proteins. Da-
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5.5 Postprocessing

her war die Substanz mit der Pose vom cRAISE-Docking nicht mit dem Glide-Score bewertbar. Nach

dem Glide-Docking wurde eine deutlich bessere Pose gefunden, die bewertet werden konnte.

Abbildung 5.9 — cRaise-Pose (links) und Glide-Pose (rechts) von einem Decoy. Bei der cRaise-Pose ist die Uberlappung der
vdW-Radien sehr deutlich zu erkennen (rote Kreise).

Im Glide-Docking konnten von den 4,738 Substanzen des Testdatensatzes 796 (16.8 %) erfolgreich
gedockt werden. Die niedrige Anzahl an Dockingergebnissen war nachvollziehbar: Bei dem DUD-E-
Testdatensatz handelte es sich explizit um Substanzen, die nicht im Enzym binden sollten. Dies fihrte
bei einer empfindlicheren Bewertung der Posen dazu, dass eine groRere Anzahl an Substanzen nicht
gedockt wurde. Und obwohl nur 16.8 % des Testdatensatzes gedockt wurden, konnten tber 70 % der

Aktiven wiedergefunden werden.

Mit diesen Docking-Experimenten konnte gezeigt werden, dass Glide in der Lage ist, Aktive verlasslich
zu docken und die Substanzen in einem akzeptablen Bereich anzureichern. Das primare Ziel, verlass-

liche Posen zu generieren, konnte mit diesem Vorgehen sichergestellt werden.
— Screening-Datensatz

Fir das abschlielRende Docking des Screening-Datensatzes wurden fiir jede Struktur die 1,000 Clus-
ter-Leader gedockt, die vom PLP-Score am besten bewertet wurden. Das prinzipielle Vorgehen war
identisch zum Testdatensatz: Die Inputzustinde wurden beibehalten, gleichzeitig wurden aber auch
alle moglichen Zustdnde mit Epik generiert. Fir jeden Ring wurden bis zu fiinf Konformere erstellt.
Die abschlieBende Minimierung fand mit dem OPLS_2005-Kraftfeld statt. Flr die SP-Dockings wurden
fir 3G7E_1, 3G7E_2, 1AJ6 und 1EI1 die Grids mit Asp73 als Wasserstoffbriickenbindungsakzeptor
und dem Wat A als Wasserstoffbriickenbindungsdonor definiert. 3G7E_2 hatte ein weiteres Pharma-
kophor mit Wat B als Akzeptor, wieder analog zum Vorgehen bei cRAISE (s. Abschnitt 4.2.1 auf S. 87).
Bei jedem Docking mussten alle Pharmakophore erfiillt werden. Die besten flinf Posen jedes Ligan-

den wurden minimiert und die dabei bestbewertete am Ende abgespeichert. Erwartungsgemal
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5.6 Postprocessing

konnten deutlich mehr Substanzen Tabelle 5.3 — Ubersicht der Dockingergebnisse der Cluster-Leader.

gedockt werden als beim Testdaten- 3G7E_1 1EI1  1AJ6 3G7E_2
Anzahl an Substanzen 1,000 1,000 1,000 1,000

Gedockte Substanzen 943 875 937 520

satz (s. Tabelle 5.3). Bei 3G7E_1 und

1AJ6 wurden ca. 94 % erfolgreich
gedockt, bei 1EI1 konnte Glide bei fast 88 % eine plausible Pose generieren. Lediglich bei 3G7E_2 gab
es weniger Dockingergebnisse. Dies wurde durch die groBeren Einschrankungen des anspruchsvolle-

ren Pharmakophors, das erfiillt werden musste, verursacht.

5.6 Visuelle Auswahl

Bei der visuellen Auswahl wurden die von Glide erstellten Posen analysiert. Dabei wurden verschie-
dene Parameter verwendet: Neben dem Glide-Score, dem PLP-Score und der ,Qualitdt” der Pose,
waren die chemische Diversitat der ausgewdhlten Substanzen untereinander und zu bereits bekann-

ten Strukturen entscheidend.

Neben der Pose selbst wurden die Proto- | H H H
H 0 [0} 0 N N N\/\N+’
nierungs- und Tautomerisierungszustdande “/N>= \ O N _ |
N
der vorliegenden Verbindungen bewertet. N\'lj N
O an

Die verschiedenen Zustdnde wurden zum
einen wahrend des cRAISE-Dockings (s. Ab- 7INC55221257
schnitt 4.1.1 auf S. 80) und zum anderen 43

bei der Vorbereitung des Glide-Dockings

durch Ligprep (s. 0.) erstellt. Insbesondere

. ) N v
die von cRAISE erzeugten Zustdnde waren NHQ o\
zum Teil kritisch zu bewerten. Dabei traten NT A
H
Tautomere auf, durch die aromatische 7INC88254452 7INC40398464
Systeme kaputt gingen (z. B. Substanz 43 45 46

] Abbildung 5.10 — Beispiele fiir kritische Protonierungs- und Tau-

und 44). Ebenso kamen energetisch un-  tomerisierungszustinde. Bei den Verbindungen sind die zur Dis-
L L kussion stehenden Zustdnde rot markiert.

guinstige Keto-/Enoltautomerien in Ringsys-
temen vor. Auch bei den Protonierungen gab es fragwiirdige Zustdande, die beurteilt werden muss-
ten. Dabei traten sowohl Deprotonierungen von schwachen Sauren (z. B. Amide (45), Sulfonamide)
als auch Protonierungen in heterozyklischen, aromatischen Ringsystemen (z. B. 46) auf. Erschienen
diese Zustande nicht plausibel und waren sie fiir die Interaktionen wichtig, wurden diese Substanzen

nicht weiterverfolgt.
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5.6.1 3G7E_1

In Abbildung 5.11 ist die Pose von 47 dargestellt. Dabei handelte es sich um die am besten bewertete

Pose des Glide-Dockings fiir dieses Enzym (GlideScore -11.288 kcal/mol).

Abbildung 5.11 — Glide-Pose von ZINC72432021 (47). Die zentralen Bereiche sind in der Abbildung gekennzeichnet.

Die Abbildung zeigt die Bindetasche und deren Merkmale. Zur Orientierung wurden die Bereiche der
Bindetasche definiert: Der Ausgang der Tasche wird als A bezeichnet. P stellt den Bereich dar, in dem
sich bei 1EI1 die Ribose und der Triphosphat-Rest des ATPs befinden. E ist der Bindungsbereich bei
dem sich in 3G7E ein Ethinyl-Rest befindet. W ist der Bereich, in dem Wat B vorkommt. Bei allen Do-
ckingergebnissen stellten Asp73 und Wat A das Hauptpharmakophor (HP) dar (s. auch Abschnitt 2.1
aufS. 39).

Es konnte eine Vielzahl von verschiedenen Strukturelementen gefunden werden, die mit dem Haupt-
pharmakophor interagierten. Haufig fanden sich Heterozyklen, Aminoheterozyklen oder Struktu-
relementen, die Carbonyle und in enger Nachbarschaft ein Stickstoffatom Wasserstoffbriicken-
Akzeptor und eine Donorgruppe in enger Nachbarschaft zueinander enthielten (s. Abbildung 5.12).
Zwischen dem Akzeptor- und Donoratom des Liganden waren damit zwischen null (bspw. Pyrazol-

Derivate) und drei Atome Abstand (Pyrrol-2-yl-amide) zu finden.
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Abbildung 5.12 — Haufig aufgetretene Interaktionspartner fiir das Hauptpharmakophor (HP)

beim Glide-Docking in 3G7E_1.

Hydroxyl-Funktionen agierten nur sehr selten als
Donorgruppe. Und wenn sie vorkamen, war die
Geometrie fir diese Interaktion unzureichend, so
dass diese Substanzen nicht in die weitere Aus-
wahl kamen. Dies wird anhand der Pose von 48
deutlich, die mit einem GlideScore von -9.519 die
bestbewertete Pose mit einem Hydroxyl-
Pharmakophor darstellte (s. Abbildung 5.13). Die
Winkel der Akzeptor- und Donorgruppen fiir das

Hauptpharmakophor entsprachen nicht den Er-

Abbildung 5.13 — Glide-Pose von ZINC06651910 (48). Bei
dieser Struktur stellte eine Hydroxyl-Gruppe den Donor
fiir Asp73 dar.

wartungen, auch wenn die Abstinde zwischen den schweren Atomen (2.7 A und 3.3 A) akzeptabel

waren. Dies ist insofern beachtenswert, als bei dem einzig zuvor durchgefiihrten virtuellen Screening,

gezielt nach Phenolderivaten gesucht wurde (s. Abschnitt 1.3 auf S. 22).

Eine wichtige Besonderheit in der 3G7E Struktur
stellte die E-Tasche dar. Diese ist bei 3G7E beson-
ders stark ausgepragt (s. Abschnitt 2.1 auf S. 37).
Bei vielen Docking-Ergebnissen war diese Tasche
durch den Liganden besetzt. Dabei gab es deutli-
che Unterschiede zu den bisher bekannten GyrB-
Inhibitoren. Die ausfiihrlichsten Untersuchungen
wurden dazu von RONKIN et al. durchgefiihrt [88].
Dabei wurden aber hauptsachlich kleine oder

lineare Fragmente verwendet (Methyl-, Ethinyl-

4

Abbildung 5.14 — Glide-Pose von ZINC12232705 (49). Die
E-Tasche ist mit einem ungesattigten y-Lactam besetzt.

oder Propinylreste), um diese Seitentasche zu besetzen. Andere Arbeitsgruppen fiihrten noch kleine-

re Fragmente ein (s. Abschnitt 1.3 auf S. 14). Die E-Tasche war bei dem Glide-Docking haufig mit

Ringsystemen besetzt. Ein haufiges Fragment war ein Pyridyl-Rest, z. B. in Abbildung 5.11 auf S. 124

gezeigt. Die Tasche wurde auch von anspruchsvolleren Resten belegt (s. Abbildung 5.14). Dies ermdg-

lichte weitere Interaktionen mit dem Protein. In Abbildung 5.14 gab es eine gute Wasserstoffbriicke
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zwischen dem Sauerstoff des Lactamringes von 49 und Asn46 (Entfernung 3.1 A). Bisher gibt es keine

Inhibitoren mit derart ausgepragten Ringsystemen in diesem Bereich.

In der W-Tasche gab es nur wenige Variationen. Haufig war diese Position nicht besetzt. In einigen

Fallen befanden sich dort kleine hydrophobe Teilstrukturen, wie z. B. Methyl- oder Ethyl-Reste.

Die Teilstrukturen, die in die P-Tasche
zeigten, waren sehr variabel. Dies deckte
sich mit den literaturbekannten Struktu-
ren. Auch dort sind viele Teilstrukturen
bekannt, die in diesem Bereich binden.
Generell wurde dieser Bereich, da hier die
meiste Flexibilitdt in der Bindetasche be-
steht, haufiger zur Optimierung der Struk-
tur verwendet, bspw. fiir die Verbesse-
rung der Pharmakokinetik [83]. Bei den
Docking-Ergebnissen von 3G7E_1 wurde
die P-Tasche teilweise vor der A-Tasche,
also dem Ausgang des Enzyms, adressiert.

Substanz 50 besalR bspw. sowohl in der E-

Abbildung 5.15 — Glide-Pose von ZINC72480381 (50). Bei dieser Pose
lag ein groRer Rest in der P-Tasche, wahrend der Ausgang (orange
markiert) nicht belegt war. Der blockierende Loop B ist rot darge-
stellt.

als auch in der P-Tasche einen grofRen Rest, wahrend der A-Bereich unbesetzt war (s. Abbildung

5.15). Wenn diese Substanz in dieser Pose binden soll, blockiert Loop B den Zugang fiir den Liganden.

Dies setzt folglich einen starken und schwer vorhersagbaren Induced Fit voraus.

Der A-Bereich ist durch seine geladenen Aminosduren gekennzeichnet (Arg76, Argl36, Glu50,

Asp106, s. Abschnitt 2.1 auf S. 27). Bei 3G7E trat die Besonderheit auf, dass dieser Bereich aufgrund

des umgeklappten B-Loops sterisch eingeschrankt war. Aus diesem Grund war die A-Tasche schwer

adressierbar. Dies fuihrte dazu, dass die meisten Liganden beim Docking eher die P-Tasche besetzten

und nicht die A Tasche (s. 0.). In Abbildung 5.16 ist die Pose von 51 dargestellt, welches im Ausgangs-

bereich einen Triazol-Ring besitzt. Dieser ist im Vergleich zum Pyridin-Ring, der beim Liganden der

Kristallstruktur vorkommt, kleiner. Dennoch passt der Triazol-Ring nur knapp hinein. Der Bereich

wurde insbesondere durch den Backbone-Carbonylsauerstoff von Phel104 und der Seitenkette von

Arg76 eingeschrankt (orangen gestrichelten Linie).
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Abbildung 5.16 — Glide-Pose von ZINC58175024 (51). Der A-Bereich der Tasche ist sterisch
gehindert. Auch der vergleichbar kleine Triazolring der Substanz passt knapp in die Tasche.
Die gestrichelte Linie (orange) zeigt die starkste Verengung in diesem Bereich.

Abbildung 5.17 zeigt die erste Auswahl von zwolf Substanzen, die aufgrund der beschriebenen Be-
obachtungen selektiert wurden. Die Auswahl dient vor allem dazu, einen allgemeinen Uberblick tiber
die Liganden und deren Posen zu geben. Bei 52 — 56 handelt es sich um Pyrrolamide, einer Gruppe
die schon von EAKIN et al. beschrieben wurde [77], allerdings ohne die Carbonylfunktion an Position 5
des Pyrrols. Zwar handelt es sich nicht um ein komplett neues Hauptfragment, es bestatigt aber
grundsatzlich das Vorgehen, wenn auch bekannte Fragmente angereichert und gut bewertet werden.
Zudem waren die weiteren Substitutionen sehr variabel und unterschieden sich deutlich von den
bekannten Substanzen. Ahnliches gilt fiir die gefundenen Pyrazole (59 und 60), die in einem 3hnli-
chen Interaktionsmuster von RONKIN et al. beschrieben wurden [88]. Es konnten aber auch vielver-
sprechende bisher noch nicht beschrieben Strukturen gefunden werden, die mit dem Hauptpharma-
kophor interagieren. Dabei sind als Vertreter einer neuen Klasse insbesondere die Xanthinderivate 57

und 58 zu nennen, aber auch verschiedene Substanzen mit neuen Interaktionsmustern (61 — 63).
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Abbildung 5.17 — Erste Auswahl interessanter Vertreter vom 3G7E_1-Docking mit Glide. Die Substanzen sind entsprechend
ihrer Docking-Pose ausgerichtet. Zur Orientierung sind die Bindungsbereiche der Bindetasche dargestellt.
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5.6.2 3G7E_2

3G7E_2 war in seiner Struktur nahezu identisch zu 3G7E_1. Der einzige Unterschied bestand im Wat
B, das hier zusatzlich vorhanden war. Beim Docking musste der Ligand dabei, wie oben beschrieben,

zusatzlich als Wasserstoffbriickendonor fiir dieses Wasser fungieren.

Von den Bindetascheneigenschaften und den damit gefundenen Substanzen war der Unterschied zu

3G7E_1 nur gering. Die meisten dort diskutierten Beobachtungen trafen auch hier zu.

Abbildung 5.18 — Glide-Pose von ZINC13565291 (64) in 3G7E_2. Die zentralen Bereiche sind in der Abbildung gekennzeich-
net.

Abbildung 5.18 zeigt eine der bestbewerteten Posen (GlideScore:

R
. R R
-10.206 kcal/mol) und die zugehdorigen Bereiche. AN HN [ ]
HN s Hl[l>]2 Yos
Die Hauptpharmakophore waren ebenfalls vergleichbar zu denen B A H'F.R]
X 7 13
von 3G7E_1. Insbesondere die Pyrazol- und Aminopyridinderivate R " o=

dominierten bei den Docking-Ergebnissen (s. Abbildung 5.19).

Dabei nahm die Komplexitat der Molekile zu, weil das zu erfiil-  Abbildung 5.19 — Haufig aufgetretene
Interaktionspartner fiir das Haupt-

lende Pharmakophor anspruchsvoller war. Im Vergleich zum  pharmakophor beim Glide-Docking in
3G7E_2.

3G7E_1-Docking traten mehr Posen auf, welche die E-Tasche

weiter ausfillten. Dies liel8 sich dadurch erklaren, dass durch die zusatzliche Interaktion Substanzen

praferiert wurden, die tiefer in der Tasche binden.
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Abbildung 5.20 — Erste Auswahl interessanter Vertreter vom 3G7E_2-Docking mit Glide. Die Substanzen sind entsprechend
ihrer Docking-Pose ausgerichtet. Zur Orientierung sind die Bindungsbereiche der Bindetasche dargestellt.
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In Abbildung 5.20 ist eine Auswahl von interessanten Vertretern des Glide-Dockings in 3G7E_2 aufge-
fihrt. Aufgrund des anspruchsvolleren Pharmakophors wiesen nahezu alle Strukturen neue, noch
nicht in der Literatur beschriebene Eigenschaften auf. Viele Substanzen hatten jedoch sehr groRe
Reste in der E-Tasche (z. B. Substanz 77), die sehr viel Platz einnahmen. Wie bei 3G7E_1 treten einige
interessante Pyrazole (65 — 69) auf. Ebenfalls hdufig konnten 2-Aminopyrimidine (70 — 73) dieses

strenge Pharmakophor erfiillen, neben weiteren sehr unterschiedlichen Strukturen (74 — 77).

5.6.3 1EI1

Abbildung 5.21 zeigt die bestbewertete Pose des Glide-Dockings in 1EI1 (s. Abbildung 5.21, Gli-
deScore -11.229 kcal/mol). Die wichtigsten Unterschiede liegen in der E- und P-Tasche. Die E-Tasche
war sehr schwach ausgepragt. Die P-Tasche war dafiir gréRer und deutlich besser fir hydrophile In-
teraktionen praformiert (s. Abschnitt 2.1 auf S. 29). Die Posen erhielten deutlich héhere Score-Werte
als bei allen anderen Dockings. Die 1,000ste Pose hatte noch immer einen Glide-Score von -
8.356 kcal/mol. Beim Docking von 3G7E_2 besal bspw. die 134ste Pose einen vergleichbaren Score
mit -8.351 kcal/mol. Dies lag darin begriindet, dass die neuen hydrophilen Interaktionen innerhalb

der P-Tasche einen starken Beitrag zum Score beisteuerten.

Abbildung 5.21 — Glide-Pose von ZINC72480381 (78) in 1El1. Die zentralen Bereiche sind in der gekennzeichnet. Loop A ist
zur besseren Ubersicht ausgeblendet.
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Im Vergleich zu den bisher aufgetrete
Interaktionspartnern fur die Hauptphar

kophore gab es einige Gemeinsamkeiten

den Ergebnissen von 3G7E. Dies war nicht

Uberraschend, da dieser Bereich bei

nen R
R
ma- ANt AN HN HN HNT ] HNTY
= /) = = N=—=
mit N N ° 0~ ) R
R

Abbildung 5.22 — Haufig aufgetretene Interaktionspartner fiir

den das Hauptpharmakophor beim Glide-Docking in 1EI1.

verschiedenen Strukturen sehr stark konserviert war. Bei den ahnlichen Strukturmerkmalen waren

insbesondere die Pyrrolamide, Pyrazole und Aminopyrimidine vertreten. Dennoch gab es auch Un-

terschiede. Die vorkommenden Pharmakophore waren (s. Abbildung 5.22) deutlich variabler und

wechselten sich haufiger als bei den anderen Dockings ab. Weiterhin kamen auch neue Pharmako-

phore vor, wie a-Aminocarbonylderivate. Auch traten haufiger Alkoholfunktionen auf, die das Phar-

makophor erfillten. Die Geometrien die

dung 5.13 auf S. 125) zu schlecht, umin e

Die W- und E-Tasche wurden nur noch
von einem gemeinsamen Rest belegt, da
insbesondere die E-Tasche nur noch
schwach gepragt war. Sofern diese Be-
reiche der Bindetasche besetzt waren,
platzierten sich ausschlieflich hydropho-
be Reste, zumeist kurze Alkylketten,
dort. In Abbildung 5.23 ist die Glide-Pose
von 79 gezeigt. Dabei war ein Cyclopro-
pyl-Rest in diesem Bereich. Neben
aliphatischen Resten gab es auch aroma-
tische Systeme, wenn bspw. ein proto-

niertes Pyridiniumkation mit dem Asp73 i
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ser Verbindungen waren jedoch wie bei 3G7E_1 (s. Abbil-

ine weitere Auswahl zu gelangen.

at

/1

Abbildung 5.23 — Glide-Pose von ZINC19582299 (79). Der W- und E-
Bereich der Tasche war mit einem Cyclopropyl-Rest belegt.

nteragierte.



5.6 Postprocessing

Die P-Tasche wurde noch deutlich star-
ker als bei den Dockings mit 3G7E be-
tont. Wie in Abschnitt 2.1 auf S. 31 be-
schrieben, war diese auch deutlich star-
ker ausgepragt. Folglich war die Bindeta-
sche fiir viele gute hydrophile Interaktio-
nen praformiert. In Abbildung 5.24 ist die
Glide-Pose von 80 dargestellt. In dieser
Struktur sind der Furan-Ring und das
Amid sehr tief in der P-Tasche verankert.
Dies ermoglichte insbesondere hydrophi-

le Interaktionen mit den polaren Seiten-

Abbildung 5.24 — Glide-Pose von ZINC59368683 (80). Auffallig ist die
Bindung der Substanz in der tiefen P-Tasche.

ketten. Mit einem Glide-Score von -11.040 kcal/mol wurde dies auch sehr positiv bewertet.

Im A-Bereich wurden dhnlich wie beim
3G7E-Docking seltener Reste platziert, da
die P-Tasche vor dem Ausgang des Pro-
teins bevorzugt wurde. Dieser Effekt war
hier noch deutlich gréRer, da die P-
Tasche noch viel besser fir diese Interak-
tionen ausgepragt war. Hinzu kam, dass
ein wichtiges Interaktionsmuster in die-
ser Struktur nur schwer zustande kam:
Das Arg76 war nicht planar zum Ausgang
der Tasche ausgerichtet, so dass das
haufig vorkommende n-Kationen-

Stacking nicht moglich war. Dies wird an

' S QvEghy
o

— L \ -
(T Tswsolg

GLU

81

Abbildung 5.25 — Glide-Pose von ZINC19582299 (81). Der Pyridylrest
bildete kein m-Kationen-Stacking mit Arg76 aus. Dies ist an der nicht-
vorhandenen Coplanaritdt zu erkennen.

Substanz 81 (s. Abbildung 5.25) deutlich. Obwohl sich am Ausgang ein Pyridin-Ring befand, welcher

auch ein bekanntes und gutes Pharmakophor fiir diesen Bereich darstellte, war das typischerweise

vorkommende m-Kationen-Stacking nicht moglich. Dafiir gab es zwei Griinde. Einerseits drehte sich

das Arg76 leicht aus der Tasche Richtung Losungsmittel heraus (normalerweise befand sich das Arg76

planar zum Glu50) und andererseits drehte sich das Tyr109 vom Loop B in die Tasche Richtung Glu50

rein und stellte damit eine sterische Behinderung zum Arg76 dar. Damit erschwerte der Loop B also

die Ausbildung der Interaktionen im A-Bereich bei 1EI1, obwohl er besser zugdnglich aussah als bei

3G7E.
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5.6 Postprocessing

In Abbildung 5.26 sind Posen von diesem Docking dargestellt. Sofort auffallig ist die ausgepragte Bin-
dung in dem P-Bereich von jeder Substanz. Neben den schon bekannten Pyrazolen (152— 156) und 2-
Aminopyrimidinen (89 — 91), kamen das erste Mal Indole und Indolderivate (82— 87) vor. Dies gehor-
te auch zu Fragmenten die von AstraZeneca identifiziert wurden [76]. Daneben traten jedoch noch
viele unterschiedliche Posen auf. Erwahnenswert sind insbesondere die Xanthine (97 und 98), die

auch bei 3G7E_1 (s. Abschnitt 5.6.1 auf S. 128) beobachtet wurden.
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Abbildung 5.26 — Erste Auswahl interessanter Vertreter vom 1EI1-Docking mit Glide. Die Substanzen sind entsprechend
ihrer Docking-Pose ausgerichtet. Zur Orientierung sind die Bindungsbereiche der Bindetasche dargestellt.

Fortsetzung néchste Seite
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5.6 Postprocessing

5.6.4 1AJ6

Die beste Pose des Glide-Dockings in 1AJ6 ist in Abbildung 5.27 gezeigt. Im Unterschied zu den ande-
ren Proteinstrukturen handelte es sich hier um die minimierte Struktur einer MD-Simulation (s. Ab-
schnitt 2.2.2 auf S. 44). Die W-Tasche war dhnlich ausgebildet wie bei den anderen Kristallstrukturen.
Die E-Tasche wies die gréRte Ahnlichkeit mit der von 1AJ6 auf und war nur sehr schwach ausgeprigt.
Die P-Tasche war in dieser Struktur am schlechtesten zuganglich. Dies wurde vor allem durch Asn46
verursacht, das im Unterschied zu den anderen Strukturen verdreht war und den Zugang erschwerte.
Der A-Bereich hingegen war deutlich offener. Aufgrund der Konformation des B-Loops, gab es in die-

sem Bereich sterisch mehr Platz (s. Abschnitt 2.1 auf S. 32).

Abbildung 5.27 — Glide-Pose von ZINC72165365 (103) in 1AJ6. Die zentralen sind in der Abbildung gekennzeichnet. Loop A
ist zur besseren Ubersicht ausgeblendet.

Die Hauptpharmakophore verhielten
HN R
sich dhnlich zu den bisherigen Do- % H,\Q HN— HN Hop
- 4 l\ll\ /

cking-Ergebnissen (s. Abbildung 5.28). ° 02 o] R NQ 0
Sowohl die schon aus dem 3G7E_1- R

. . Abbildung 5.28 — Haufig vorkommende Hauptpharmakophore beim
Docking bekannten Pyrrolamide als  gjige-pocking von 1AJ6.
auch die in allen Dockings gefundenen

Pyrazole konnten wiedergefunden werden. Dennoch gab es auch neue Interaktionsmuster. Diese

bestanden aus langeren Strukturen, die bspw. liber die W-Tasche eine Interaktion mit dem Asp73
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ausbildeten. Ein solcher Fall ist in Abbildung 5.27 zu sehen, bei dem der Wasserstoffbriickendonor

(Imidazolkorper) zum —akzeptor (Amid) beim Liganden einen Abstand von 5 Atomen hatte.

Die W- und E-Tasche waren haufig, wie 7

bei 1EI1, mit einem einzigen Struktu-
relement besetzt. Dabei waren die vor-
kommenden Reste in der Regel groRer

als in der 1EI1-Struktur aber noch immer

deutlich kleiner als bei den Dockings mit

"1‘ !‘v.‘;
Y
1 LA B\ /

3G7E. Es kamen haufiger aromatische | AW/ M W4 L
Systeme vor, die diesen Bereich besetzen
(s. Abbildung 5.29), wahrend gesattigte
Strukturen, wie Isopropyl oder tert.-
Butyl, seltener auftraten. Zusatzlich wur- . ) )
Abbildung 5.29 — Glide-Pose von ZINC01330094 (104). Die W/E-
den vermehrt hydrophile Interaktionen  Tasche ist mit einem aromatischen System besetzt.
von der W-Tasche zum Asp73 beobachtet. Moglicherweise fiihrte die MD-Simulation mit der Mini-

mierung dazu, dass das Asp73 besser zu diesem Bereich ausgerichtet wurde.

Die P-Tasche war im Vergleich zu allen
anderen Dockings am seltensten besetzt.
Verursacht wurde dies durch das Asn46,
das leicht verdreht war und den Zugang
erschwerte. In diesem Bereich zeigte
auch Novobiocin keine Interaktion auf. In
Abbildung 5.30 sind die 500 besten Po-
sen des Dockings (ibereinandergelegt

dargestellt. Nur wenige Strukturen zeig-

ten Interaktionen in der tiefen A-Tasche.

In der Regel traten leicht basische bis ] o
Abbildung 5.30 — Top 500 Glide-Posen vom Docking in 1AJ6. Das

basische Amine (z. B. Piperidin) auf, die  Enzym ist zur Orientierung transparent dargestellt. Es befanden sich
nur sehr wenige Dockingergebnisse in der P-Tasche.
mit den hydrophilen Bereichen intera-

gierten.
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Der Ausgangsbereich wurde dafiir im
Vergleich zu den anderen Dockings sehr
haufig besetzt (s. auch Abbildung 5.30).
Es gab Substanzen, die nur den A-Bereich
belegten, Interaktionen mit dem Loop A
ausbildeten oder weiter in Richtung des
B-Loops banden. Dabei trat die Interakti-
on mit Loop A am haufigsten auf. Diese
kann auch bei Novobiocin (Ligand der
Kristallstruktur) beobachtet werden. Bei
der Beurteilung der Posen ist zu beach-
ten, dass beide Loops gemodelt werden

mussten, da sie in der Rontgenstruktur-

Abbildung 5.31 — Vergleich der verschiedenen Posen am Ausgang der
Bindetasche. ZINC11665033 (105; spharisch dargestellt, griin) bindet
wie Novobiocin Richtung Loop A. ZINC67237052 (106;orange) hinge-
gen interagiert mit Loop B.

analyse nicht beobachtet werden konnten (s. o.).

Bei der Auswahl der Substanzen in Abbildung 5.32 ist die dominante Bindung im A-Bereich deutlich.

Des Weiteren besitzen viele Substanzen

in der Bindetasche eine weitere hydrophile Interaktion mit

dem HP (ber die W-Tasche (z. B. sehr ausgepragt bei 111 — 115). Insgesamt traten bei diesem Do-

cking sehr viele unterschiedliche und neue Posen auf. Dies ist auch das erste Docking, bei dem Phe-

nole (107 und 108) mit guten Geometrien beobachtet werden konnten.

\E

HOB:} P HO F P
o] . o] NN//
7 N\ ANt
Q N N\—H/N L
0

HO< N
HN
— O

ZINC81752516 ZINC12782705
107 108

Abbildung 5.32 — — Erste Auswabhl interessanter V

A N=/
ZINC72469318 ZINC18142341
109 110

ertreter vom 1AJ6-Docking mit Glide. Die Substanzen sind entsprechend

ihrer Docking-Pose ausgerichtet. Zur Orientierung sind die Bindungsbereiche der Bindetasche dargestellt.

Fortsetzung nachste Seite
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Abbildung 5.32 — Fortsetzung.
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5.6.5 Erste Auswahl

Fur die finale Auswahl der Substanzen waren neben den beschriebenen Vor- und Nachteilen der ein-

zelnen Posen auch die Erwerbbarkeit und der Vergleich zu den im Cluster vorhandenen Strukturen

ausschlaggebend. Insgesamt wurden 20 Substanzen kauflich erworben. Die einzelnen Substanzen

sind nach dem Hauptpharmakophor sortiert.

Pyrazole waren eine haufig vorkom-

mende Substanzgruppe. Es wurden drei “/‘10/4
verschiedene Derivate mit einem 3hnli- HE\\

chen Hauptpharmakophor, aber an- ) N>
sonsten sehr unterschiedlichen Substi-

tutionen ausgewdhlt (s. Abbildung 0

5.33). 65 und 69 wurden erfolgreich in
3G7E_2 gedockt und bildeten daher
eine Wasserstoffbriicke mit dem in der ZINC75544398
Bindetasche vorhandenen Wat B. 92

wurde in 1EI1 gedockt. Grundkdrper.

Eine sehr dhnliche Gruppe bestand aus Triazol-Kérpern (s.
Abbildung 5.34), die auch erfolgreiche Dockings von
3G7E_2 darstellten. Hier wurde ein Derivat (66) mit einem
relativ groBen Rest in der E-Tasche und ein Derivat (122)
mit einem kurzen Rest in dieser Region. Bei 122 handelte
es sich um ein Clustermitglied von 76, das nicht verfiigbar

war.

NH,
HNTN N =
N= N~
N\ 0
N
(6] \\/

—N
Vo)

/4

o_ N
/N
?N

ZINC15680766 ZINC40071530

92 69

5
Abbildung 5.33 — Erworbene Substanzen mit einem Pyrazol-Korper als

(0]
HN

HN

HN/ZN /(NNHZ
N, N§(S ‘
5

ZINC13565291  ZINCO06507886
66 122

Abbildung 5.34 — Erworbene Substanzen mit
einem Triazol-Korper als Grundkorper.
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Interessante Pyrrolamide (s. Abbil-

dung 5.35) kamen vor allem beim

0
Docking in 3G7E_1 vor. Alle Derivate HN
besallen an Position 4 eine Methyl- 0 o

\___

gruppe und eine Carbonylfunktion an Q O’N\//J\NH
Position 5 vom Pyrrol. Es wurden De- r
-N

rivate, die die E-Tasche nur schwach '\|I|\ >
besetzten und unterschiedliche weite-

. . ZINC58175024 ZINC34878946  ZINC07778269
re Interaktionen ausbildeten, ausge- 56 55 5
wahlt.

Abbildung 5.35 — Erworbene Substanzen mit einem Pyrrolamid-Korper
als Grundkorper.

Von den Xanthin-Derivaten (s. Abbildung 5.36) wurden o o
zwei Strukturen aus verschiedenen Docking-Ergebnissen HN\;__’}/\,\\, Hgi}\'\/
ausgesucht. 57 wurde erfolgreich in 3G7E_1 gedockt und 0 N UH+ 0 N/_i\l
123 gehorte zum Cluster von 97 des 1EI1-Dockings. Beide ’ / >
Ergebnisse zeigten sehr unterschiedliche Substitutions- °
muster. ~©

cl

ZINC13494769 ZINC00894400
57 123

Abbildung 5.36 — Erworbene Substanzen mit
einem Xanthin-Koérper als Grundkoroper.
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Abbildung 5.37 — Erworbene Substanzen mit einem Azaindol-Korper als Grundkorper.

Interessante Vertreter mit einem Azaindol-Korper, sind in Abbildung 5.37 dargestellt. Diese Stoffklas-
se kam vor allem bei dem Docking in 1EI1 vor und zeigte verschiedene Interaktionsmuster (z. B. 86
mit einem Carboxylat). Es wurden sowohl Substanzen mit einer tiefen Bindung in der P-Tasche aus als

auch Substanzen, die den A-Bereich mit adressierten, gewahilt.
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Abbildung 5.38 — Erworbene Substanzen mit einem Aminopyridin-Korper als Grundkérper.

Eine aufschlussreiche Gruppe stellten die, im weitesten Sinne, 2-Aminopyridin-Derivate dar. Obwohl
die Interaktion mit dem Hauptpharmakophor dhnlich sind und die ersten drei Substanzen ein ahnli-
ches Substitutionsmuster besaRen, wurden diese Substanzen in verschiedenen Dockings gefunden
(3G7E_1, 3G7E_2 und 1EI1; Abbildung 5.38 v. |. n. r.). Bei genauerer Betrachtung zeigten diese Struk-
turen dennoch die jeweils typischen Charakteristika der Bindetasche: 61 besaR einen Pyridin-Ring,
der tief in der E-Tasche band (Merkmal von 3G7E_1), 70 hatte einen protonierten Pyridinium-Ring,
der mit Asp73 interagierte (3G7E_2), und 96 zeigte die typische tiefe Bindung eines hydrophilen Res-
tes in der P-Tasche (1EI1). 95 (ebenfalls vom Docking in 1EI1) unterschied sich von den andern unter-
suchten Derivaten. Der Cyclopropyl-Rest in der E-Tasche und der Pyridyl-Rest im A-Bereich waren

vielversprechend.

Als Strukturen die keinem anderen Muster entsprachen wur- /O
den 101 und 77 ausgewahlt (s. Abbildung 5.39). Die erstge- HN
X
nannte Struktur wurde in 1EI1 gedockt und wies einen neuen HN H'.\!+ N
N~

Grundkorper auf. 77, welches erfolgreich in 3G7E_2 gedockt ° N_/<N

. . . . /s
wurde, war aufgrund seiner Protonierung ein gutes Beispiel, 0

g:o SN

um die Vorhersage von dem cRAISE-Docking zu liberpriifen. N O H

S

ZINC57521210  ZINC16652362
101 77

Abbildung 5.39 — Erworbene Substanzen mit
verschiedenen Grundkdrpern.
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5.6.6 Zweite Auswahl

Aufgrund der ersten biologischen Ergebnisse (s. Abschnitt 7.1 auf S. 183) wurde eine zweite Auswahl

von Substanzen vorgenommen, die anschliefend erworben und getestet werden sollte. Ausgehend

von der ersten Auswahl und den dort verwendeten Hypothesen, ergaben sich folgende Denkansatze:

1.

144

Die in 3G7E vorhandene tiefe E-Tasche stellt ein zentrales Charakteristikum dieser Kristall-
struktur dar. Die meisten Dockingergebnisse in den beiden verwendeten Screening-Ansatzen
(3G7E_1 und 3G7E_2) wiesen eine ausgepragte Bindung in diesem Bereich auf. Moglicher-
weise stellte diese tiefe Tasche nicht nur eine Besonderheit der Kristallstruktur von E. coli
dar, sondern eine besondere Anpassung fiir diesen Liganden selbst. Dieser Induced Fit erfor-
derte dann eine Ethinyl-Struktur oder eine Struktur mit dhnlichen Eigenschaften. Andere Res-
te, insbesondere raumfordernde Ringsysteme wie Pyridin, kdnnen diese Konformation des
Proteins nur unzureichend stabilisieren und sollten daher vermieden werden.

In 1EI1 gibt es ebenfalls einen stark angepassten Bereich der Bindetasche: die P-Tasche. Die-
se Seitentasche wird in der Kristallstruktur von einem extrem hydrophilen, mehrfach negativ
geladenen Rest belegt. Dies fiihrt zu grofSen strukturellen Anpassungen innerhalb dieses Be-
reichs (s. Abschnitt 2.1 auf S. 31). Die im Screening verwendeten und auch schlieflich erwor-
benen Substanzen waren demgegeniber deutlich hydrophober. Méglicherweise tritt dann
ein dhnliches Problem, wie bei 3G7E auf: Die Substanzen sind bei einem einfachen Docking
nicht in der Lage, das entsprechende Induced Fit hervorzurufen.

Eine generelle Tendenz bei Docking-Tools besteht darin, die gesamte Bindetasche nach dem
Schlissel-Schloss-Prinzip [231] moglichst vollstandig auszufillen. Diese ist darauf zurtickzu-
flhren, dass viele Docking-Prozesse oder Scoring-Funktionen darauf ausgelegt sind, additiv
enthalpische Interaktionen zu bewerten, aber entropische Effekte haufig unterbewertet
werden (s. Abschnitt 5 auf S. 100). Dieser Zusammenhang wurde bereits von KLEBE diskutiert
[120]. Wie schon anhand von ATP und Novobiocin deutlich wird (s. Abschnitt 2.1 auf S. 27),
ist es jedoch nicht nétig, die gesamte Bindetasche auszufiillen, um nanomolare Bindungs-
konstanten zu erreichen. Dennoch traten Posen von Liganden, die die Bindetasche nicht voll-
standig ausfillen, wahrend dieser Docking-Experimente nur selten auf. Dies bedeutet zwar
nicht, dass die erfolgreich gedockten Liganden falsch sind, es fehlt jedoch ein Teil der Ergeb-
nisse. Diese Tatsache verstdrkt weiterhin die zuvor beschriebenen Probleme mit den sehr
spezifisch ausgebildeten Seitentaschen erheblich. Dies wird insbesondere in der Bindetasche
von 1EI1 deutlich, da im P-Bereich sehr viele gut bewertbare Wasserstoffbriickenbindungen
moglich sind. Sehr unterschiedliche Strukturen kénnen daher in diesem Bereich viele Posen

generieren und werden auch gut bewertet, weil sie ein oder zwei gute hydrophile Kontakte
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besitzen. Diese Interaktionen wiirden diesen Bereich aber noch lange nicht so gut stabilisie-

ren wie der vierfachfach negativ geladene Phosphatrest.

Die Hauptproblematik bestand damit in dem strukturbasierten Vorgehen und der hohen Flexibilitat
und Anpassungsfahigkeit der Bindetasche. Enzymflexibilitat stellt, wie bereits beschrieben (s. Ab-
schnitt 4 auf S. 79), eine wichtige, in den letzten Jahren immer mehr im Fokus geratene, Eigenschaft
fir das Docking dar. Fiir den in dieser Arbeit verwendeten Docking-Vorgang wurden starre Zielstruk-
turen verwendet, die einen moglichst grolen konformativen Raum abdecken sollten. Trotzdem ist
die Enzymstruktur in der Realitdt jedoch nicht starr, sondern befindet sich in einer stetigen Bewe-
gung und Anpassung an mogliche Liganden. Jede Struktur sollte vielmehr, dhnlich wie bei der Meso-
merie, als konkreter Zustand in einem flieRenden Gleichgewicht verstanden werden. Fir die hier
erarbeiteten Problemstellungen konnte, rein hypothetisch, eine Kombination der verschiedenen
Enzymstrukturen mit einem Phosphatbereich wie bei 3G7E und einem zentralen Bereich wie bei 1EI1
vorteilhaft sein. Andererseits ginge bei einem solchen Vorgehen auch charakteristische Merkmale fir

die selektive Hemmung der Gyrase verloren.

Ein anderer Losungsansatz fiir die oben beschriebenen Probleme besteht darin, mithilfe anderer
Bewertungskriterien die Dockingpose neu zu analysieren. Bisher wurden in dieser Arbeit hauptsach-
lich strukturbasierte Methoden verwendet, um neue Liganden zu finden und zu bewerten. Mithilfe
literaturbekannter Inhibitoren wére es jedoch auch maglich, die Posen ligandenbasiert zu untersu-
chen. Der Vorteil von dieser Vorgehensweise (bspw. QSAR, ligandenbasiertes Screening) besteht
darin, dass sie nicht von einem einzigen Protein-Ligand-Komplex dominiert werden wie beim struk-
turbasierten Screening. Vielmehr gehen Informationen von bekannten Komplexen, bzw. der Posen
der Liganden, mit in die Bewertung ein. Dadurch werden insbesondere selten vorkommende Kon-
formationen abgeschwacht. Dabei besteht auch bei diesen Methoden eine groBe Abhangigkeit vom
Datensatz: z. B. Anzahl der Substanzen, chemische Diversitdt, Bereich der biologischen Aktivitat
[232-234]. Diese Eigenschaften kdnnen fiir unterschiedliche Ansatze sehr verschieden sein. Dennoch
stellten die ligandenbasierten Methoden die optimale Ergdanzung zu den hier erarbeiteten Problem-
stellungen dar: Die moglichen Extrema in den bekannten Strukturen werden nur abgeschwacht be-
wertet, wahrend allgemein zur Aktivitat beitragende Substrutkturen verstarkt in die Bewertung ein-

gehen.
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Aus diesen Griinden wurde als ein zusatzliches Tabelle 5.4 — Statistische Kenndaten der verwendeten 3D-

xiii

QSAR-Modelle

Bewertungskriterium  3D-QSAR-Modelle ver-
KD'MOdel |C50'M0de|
wendet. Daflr wurden zwei verschiedene 3D-  substanzen 56 87
2

QSAR-Modelle™ entwickelt: ein auf Kp-und ein Q 0.920 0.644

R? 0.997 0.840
auf 1Cs-Werten basierendes Modell (s. Tabelle Komponenten 7 3

5.4). Diese beiden Modelle wurden schlieRRlich

genutzt, um die Glide-Redocking-Ergebnisse der Clusterleader aus Abschnitt 5.5 auf S. 120 neu zu
bewerten. Anhand der Priorisierung durch die beiden unterschiedlichen Modelle und mit einer ab-
schlieBenden visuellen Bewertung der Posen, bei der die Ergebnisse der ersten Testung mit berlick-
sichtigt wurden, fand eine erneute Auswahl von Substanzen (s. u.) statt. Prinzipiell handelte es sich
um die Analyse der gleichen Docking-Ergebnisse, wie bei der ersten visuellen Auswahl im Abschnitt
5.6 auf S. 123. Daher sollen im Folgenden nur die am Ende erworbenen Strukturen gezeigt und beur-
teilt werden. Neben dieser Priorisierung wurden von jedem Docking mit cRAISE (s. Abschnitt 4.2.3 auf
S. 98) nochmal die fiinf besten Posen visuell verglichen und vier weitere Substanzen zusatzlich aus-

gewadhlt.

Da sich die meisten Posen nicht mehr von den zuvor untersuchten und dargestellten unterschieden,
wird im Folgenden nur auf die wichtigsten Unterschiede zur ersten Auswahl (s. Abschnitt 5.6.5 auf S.
141) eingegangen. Die ausgewadhlten Substanzen (s. Abbildung 5.40) enthielten zumeist nur kleine
hydrophobe Reste, die in die W- oder E-Tasche zeigten, bspw. ein Cyclopropyl-Rest bei 124, ein Isop-
ropyl-Rest bei 129 oder ein Methyl-Rest bei 134. Teilweise besetzten die Substanzen diesen Bereich
auch gar nicht mehr: z. B. 133, 140 und 143. Es gab jedoch auch noch einige Ausnahmen, wie bei den
Substanzen 138, 141 und 146. Dies waren haufig Substanzen, die aus der Auswahl aus den TOP5-

cRAISE-Ergebnissen hervorgingen.

Da der W- und E-Bereich nicht mehr haufig besetzt waren, traten auch seltener Interaktionen mit
dem dort vorhandenen katalytisch wichtigen Asn46 auf. Ausnahmen bildeten Substanzen wie 126,
139 oder 141. In der P-Tasche gab es eine dhnliche Tendenz: Die meisten Strukturen fillten diesen
Bereich deutlich weniger aus als die Substanzen der ersten Auswahl. Zumeist befanden sich dort
kleine aromatische Reste (z. B. 133, 139 oder 143) oder aliphatische Gruppen (135 oder 146). Es tra-
ten keine raumfillenden Reste mehr in diesem Bereich auf. Im A-Bereich der Bindetasche dnderte
sich bei der Auswahl wenig von dem bisher gewahlten Ansatz. Wurde dieser besetzt, handelte es sich

meistens um kurze aromatische Reste, wie bei 128, 134, 137 oder 146.

xiii

Die Modelle wurden von Pia Schieback aus der Arbeitsgruppe von Thomas Lemcke vom Institut fiir Pharma-
zie der Universitat Hamburg erstellt und auf den Datensatz angewendet.
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Abbildung 5.40 — Erworbene Substanzen fir die zweite biologische Testreihe. Die Substanzen sind entsprechend ihrer Do-
cking-Pose ausgerichtet. Zur Orientierung sind die Bindungsbereiche der Bindetasche dargestellt. Kursiv geschriebene Sub-

stanzen sind aufgrund ihres cRaise-Rankings ausgewahlt worden.
Fortsetzung néchste Seite
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Abbildung 5.40 — Fortsetzung.

148



149



150



6.1 Assay-Entwicklung

6 Assay-Entwicklung

Die Bestimmung der Aktivitat von Inhibitoren der Gyrase kann mit zahlreichen direkten und indirek-
ten Methoden erfolgen. Voraussetzung fiir die Durchfiihrung jedes Assays ist das Verstandnis (iber
die Grundlagen der enzymatischen Reaktion. Bei der durch die Gyrase katalysierten Reaktion liegt
eine Besonderheit darin, dass es sowohl zwei Edukte (ATP und DNA) als auch Produkte unterschiedli-
cher Umsetzungsart gibt: ATP wird in einer chemischen Reaktion zu ADP und anorganischem Phos-
phat (P;) gespalten, wahrend bei der DNA die Topologie verandert wird (s. Abschnitt 1.1 auf S. 5). Seit
der ersten Isolierung der Gyrase wurden zahlreiche Assays entwickelt, die jeweils Produkte (ADP, Pi
oder topologisch verdnderte DNA) zur Auswertung benutzen oder mithilfe indirekter Methoden die
Aktivitat des Enzyms bestimmen (z. B. Verdrangung eines fluoreszensmarkierten Inhibitors). Wah-
rend altere Methoden entweder hohen Aufwand erfordern oder keine hohe Prazision besitzen, sind
neuere Assay-Methoden apparativ oder aufgrund der Materialien anspruchsvoller aber meist prazi-

ser.

Bei dem Assay liegt der Fokus darauf, schnell, einfach und sicher Substanzen zu identifizieren, die das
zu untersuchende Target inhibieren. Da Assay-Methoden haufig auf der Messung physikalischer Pa-
rameter basieren, ist es in der Regel nicht sicher moglich, das Target des moglichen Inhibitors mit
einer einzigen Messmethode zu verifizieren. Um falsch-positive Hits, z. B. durch Eigenfluoreszenz
oder Inhibition von anderen beteiligten Enzymen, zu eliminieren, werden deshalb bei Screenings
orthogonale Assays durchgefiihrt. Orthogonale Assays basieren auf einer unterschiedlichen Methode
und sollten, z. B. bei falsch positiven Hits, nicht auf die gleiche Weise beeinflusst werden. Bei der
Gyrase bietet es sich an, einen auf ADP oder P; und orthogonal dazu einen auf der Topologie der DNA

basierenden Assay zu verwenden.

Im Folgenden wird ein kurzer Uberblick {iber die bestehenden Assay-Methoden fiir die Aktivitdtsbe-

stimmung der Gyrase gegeben und deren Vor- und Nachteile diskutiert.

6.1 Assays
— Bestimmung der Aktivitdt Gber Phosphat oder ATP/ADP

Die einfachsten Assays befassen sich mit der Bestimmung des bei der enzymatischen Reaktion freige-
setzten Phosphats. Phosphat ist als Abspaltungsprodukt ein ubiquitdr vorkommendes Molekiil in
biologischen Systemen. Es tritt bei vielen Enzymreaktionen auf und daher gibt es auch viele etablier-
te Methoden, die sich mit dessen Bestimmung befassen. So ist es nicht Uberraschend, dass die ersten
beschriebenen Aktivitdtsmessungen, die je mit aufgereinigter Gyrase durchgefiihrt wurden, mithilfe

einer Phosphatbestimmung (iber Autoradiographie durchgefiihrt wurden [235]. Neben dieser Me-
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thode hat sich vor allem die Absorptionsmessung von Phosphomolybdato-Malachitgriin-Komplexen
etabliert. Diese sind, neben ihrer besseren Handhabbarkeit, wirtschaftlicher und unkomplizierter

durchzufiihren [236].

Bei der Autoradiographie wird [y->*P]-ATP verwendet. Dieses setzt bei der Hydrolyse das radioaktiv
markierte endstandige Phosphat frei, das nach Aufreinigung mittels einer Diinnschichtchromatogra-
fie auf einer Polyethylenimincellulose-Platte bestimmt werden kann [235]. Der Vorteil dieser Metho-
de ist die relativ direkte und sichere Bestimmung des Produktes. Demgegeniiber steht die teure und
vergleichsweise risikoreiche Handhabung von radioaktivem Material. Aufgrund der relativ direkten
Messung eignet sich die Methode, um mechanistische Aufklarungen, wie bspw. Produktspezifitat, zu
untersuchen. Die Handhabung und Entsorgung von radioaktiven Abfallen erschwert jedoch eine rou-

tinemalige, mit grofem Durchsatz verbundene Testung.

Die Bestimmung mithilfe des Phosphomolybdato-Farbstoff-Komplexes von freiem Phosphat wurde
erstmals 1947 von SOYENKOFF et al. beschrieben [237]. Hierbei wird Phosphat mithilfe von Molybden-
sdure nachgewiesen. Molybdat bildet mit Phosphat anionische Komplexe unterschiedlicher Zusam-

mensetzung (s. Formel 6.1).

q MoO3™ + r HPOZ™ + p H* =2 [(H"),(M00}™),(HPO;™),]

Formel 6.1 — Reaktionsgleichung fiir den Phosphomolbydatokomplex. Die Zusammensetzung

des polyanionischen Komplex kann sehr stark variieren [238]. Durch einen groRen Uberschuss

an Molybdat und einem niedrigen pH-Wert im Assay wird das Gleichgewicht moglichst weit

zum Produkt verschoben.
Dieser qualitative Nachweis hatte fiir die geringen freigesetzten Mengen von Phosphat bei Enzymre-
aktionen eine zu geringe Sensitivitat. Durch Zugabe eines kationischen Farbstoffes (z. B. Chinaldinrot
oder Malachitgriin) bildet sich ein weiterer Komplex mit dem bereits vorhandenen, wodurch die Sen-
sitivitat signifikant erhéht wird. Die Wahl des Farbstoffes richtet sich dabei nach der Loslichkeit des
Farbstoffes, der Komplexe und ihrer Stabilitdten. Dabei haben sich insbesondere Chinaldinrot und

Malachitgriin bewahrt. Uber die photometrische Messung der Komplexe kann auf die freigesetzte

Menge an Phosphat zurlickgeschlossen werden [236, 239].

Ein Nachteil dieser Methode besteht darin, dass die Aktivitat nur indirekt gemessen wird. Damit
steigt die Fehleranfilligkeit, so konnen z.B. hydrophobe Amine mit dem Phosphomolybdato-
Komplex interagieren und niedrigere Phosphatkonzentrationen vortdauschen [240] oder die geteste-
ten Substanzen kdnnen im Messbereich eine starke Eigenabsorption aufweisen, wodurch falschli-

cherweise eine hohe Phosphatkonzentration suggeriert wird. Problematisch ist auch die Sensitivitat
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gegenlber Phosphat: Verunreinigungen tauschen eine héhere Enzymaktivitat vor. Phosphat ist gera-
de in biologischen Systemen ein weit verbreitetes Anion (z. B. bei der biotechnologischen Synthese
von Novobiocin und seiner Derivate [241]). Demgegeniiber steht ein einfach durchfiihrbares System,

welches robust, schnell und unkompliziert zu handhaben ist.

Bei dem enzymgekoppelten Assay mit der Pyruvatkinase und
ATP Gyrase

Lactatdehydrogenase wird das freigesetzte ADP aus der en-

zymatischen Reaktion der Gyrase bestimmt. Das ADP wird
Pyruvat-

dabei von der Pyruvatkinase mit Phosphoenolpyruvat zu kinase ADP + PEP

Pyruvat und ATP umgesetzt. Die Lactatdehydrogenase redu-
Pyruvat+ |DH Lacta+t +
ziert im nachsten Schritt, unter gleichzeitiger Oxidation von NADH ’ NAD

NADH zu NAD+, Pyruvat zu Lactat (S. Abblldung 61) Die Ab- Abbildung 6.1 — Schematische Darstellung

des Pyruvatkinase-Lactatdehydrogenase ge-

nahme von NADH kann photometrisch gemessen werden koppelten Assays. Es sind nur die fir die

[242]. Die Vorteile dieser Methode liegen darin, dass ATP  Messung relevanten Edukte (schwarz) und
Produkte (griin) dargestellt. ATP ist sowohl
durch die Rickreaktion unbegrenzt zur Verfligung steht. Edukt des Assays als auch Produkt der

Pyruvatkinase. PEP: Phosphoenolpyruvat;
Weiterhin kann direkt die Kinetik der Freisetzung bestimmt  LDH: Lactatdehydrogenase
werden, weil die Umsetzung, also die Abnahme von NADH, fortlaufend mitverfolgt wird (Bei den
bisher vorgestellten Assays wird die enzymatische Reaktion durch die Messung gestoppt). Die wich-
tigsten Nachteile ergeben sich durch die Verwendung von zwei weiteren Enzymsystemen. Das Ge-

samtsystem wird empfindlicher und anfalliger fir Fehler. Weiterhin sind die Kosten dadurch auch

deutlich héher.

Ein anderer enzymgekoppelter Assay basiert auf der Purin-Nukleosid- 5™
Phosphorylase. Das Enzym setzt 7-Methyl-8-thioguanosin (147) (s. Ab- <EN+ = )'N\
bildung 6.2) in Anwesenheit von Phosphat zu einem stark lichtabsor- NTSNTONH,
bierenden Produkt um [243]. Das System hat eine hdhere Sensitivitat ;\J}’OH

als der zuvor beschriebene Assay, in den Grundziigen jedoch die glei- on OH

chen Vor- und Nachteile. 147

Abbildung 6.2 — 7-Methyl-8-
thioguanosin.

— Bestimmung der Aktivitat Gber die Topologie der DNA

Die Topologie von DNA wird Ublicherweise mit Hilfe der Gelelektrophorese analysiert. GELLERT et al.
bewiesen 1976 bei der Entdeckung der Gyrase deren Aktivitdt ebenfalls anhand von Supercoiling-
Assays [244]. Erst 2006 wurde von der Arbeitsgruppe um MAXWELL ein weiterer Assay auf einer DNA-
Triplex-basierenden Methode entwickelt, die die Anwendung in einem High-Throughput Screening

ermoglicht [245].
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Beim Supercoiling-Assay wird ein relaxiertes Plasmid mit der Gyrase umgesetzt. Dabei wird das Plas-
mid bei einer aktiven Gyrase in seine supercoiled Form tberfihrt. Wird das Enzym gehemmt, findet
keine Umsetzung statt und das Plasmid bleibt relaxiert. Im nachsten Schritt findet eine Agarosegel-
elektrophorese statt. Bei der Gelelektrophorese werden grofRe Biomolekiile (z. B. DNA, RNA oder
Proteine) durch ein Polymer aufgrund ihrer GréRe in einem elektrischem Feld getrennt. Die hier als
Polymer verwendete Agarose ist ein Polysaccharid, das aus glykosidisch verknipfter b-Galaktose und
3,6-Anhydro-L-Galaktose zusammengesetzt ist. Die durch die zahlreichen Phosphatgruppen negativ
geladene DNA wandert im elektrischen Feld zur Anode und wird durch die Poren des Polymers in
Abhéangigkeit ihrer GroRe zurlickgehalten [246, 247]. Das Volumen des supercoiled Plasmids ist deut-
lich geringer als das des relaxierten Plasmids. Daher wandert das supercoiled Plasmid schneller im
elektrischen Feld als das relaxierte und die beiden sequenzgleichen aber topologisch unterschiedli-
chen Plasmidformen trennen sich auf. Zur Auswertung wird das Gel mit dem DNA-interkalierenden

Farbstoff Ethidiumbromid angefarbt.

Ahnlich wie bei der Autoradiographie findet eine sehr direkte Messung des Produktes statt. Weiter-
hin handelt es sich um eine gut standardisierte Methode. Die Handhabung ist fiir einzelne Messun-
gen praktikabel; groBere Durchsdtze konnen mit diesem Assay jedoch nicht erreicht werden. Der
grofSte Nachteil besteht darin, dass eine ICsg-Bestimmung zwar moglich, aber aufwendiger und unge-
nauer als bei anderen Methoden ist [64]. Fiir eine rein qualitative Aussage, ob die Gyrase gehemmt

wird, ist dieser Assay jedoch aufgrund seiner hohen Spezifitdt die Methode der Wahl.

Bei der auf der DNA-Triplex-basierenden Methode wird der Umstand ausgenutzt, dass in Abhdngig-
keit von der Verdrillung der DNA DNA-Triplexe ausgebildet werden. DNA-Triplexe stellen eine beson-
dere Struktur der DNA dar. Die haufigsten Strukturen der DNA bestehen aus zwei DNA-Strangen (z. B.
B-, A- und Z-Form). Unter besonderen Umstdnden kann sich noch ein dritter Strang anlagern, der
meist aus Polypyrimidin- oder Polyuridinbasen besteht, um eine dreistrangige DNA (Triplex-DNA, H-
Form) zu bilden [248]. In der Natur Gbernehmen diese Strukturen Aufgaben in der Genregulation
und -expression [249]. Fir die Aktivitatsbestimmung wird ein Oligonucleotid auf einer Mikrotiterplat-
te immobilisiert, das bevorzugt Triplexe mit einem supercoiled Plasmid formt. In den Kavitaten der
Mikrotiterplatte findet dann die Inkubation der Gyrase mit einem relaxierten Plasmid statt. Wird die
Gyrase nicht gehemmt, setzt sie das Plasmid in seine supercoiled Form um. Das supercoiled Plasmid
bildet dann ein stabiles Triplex mit dem Oligonucleotid und kann, nach einem Waschschritt, bspw.
mit einem Fluoreszenzfarbstoff angefdrbt werden. Diese Methode erlaubt mithilfe eines sequentiel-
len Verfahrens, das auch gut automatisiert durchgefiihrt werden kann, eine schnelle und einfache
Bestimmung. Es handelt sich aber ebenfalls um eine indirekte Methode, die nicht geeignet ist, die

Kinetik zu bestimmen [245, 250, 251].

154



6.1 Assay-Entwicklung

— Andere Methoden zur Bestimmung der Aktivitat

Bei der Fluoreszenzpolarisation wird die Aktivitat mithilfe eines fluoreszenzmarkierten Novobiocinde-
rivats (,,novobiocin-texas red probe” (148)) bestimmt (s. Abbildung 6.3). Der Ligand wird mit linear
polarisiertem Licht angeregt. Das emittierte Licht des Fluorophors ist deswegen auch prinzipiell linear
polarisiert. Ist der Ligand klein (wie bei 148) und kann sich frei bewegen und drehen, ist das emittier-
te Licht trotzdem unpolarisiert, weil die Molekiile zufallig rotieren. Bei Bindung an das Enzym wird
die Bewegung stark eingeschrankt, so dass ein groRerer Teil des fluoreszierenden Lichts weiter linear
polarisiert ist. Bei einem Screening verdrangt ein Inhibitor den fluoreszierenden Farbstoff und die
Fluoreszenzpolarisation nimmt ab [252]. Diese Methode hat groRe Vorteile gegenliber den anderen
Methoden, da die Verdrangung des Novobiocins aus der Bindetasche gemessen wird. Damit ist der
Bindungsort viel klarer definiert und gleichzeitig kénnen die Assoziations- und Dissoziationskinetiken
bestimmt werden. Als groflte Nachteile erweisen sich die Kosten fiir den Liganden und der groRe

apparative Aufwand fiir das Verfahren.

Novobiocin Linker Texas Red

148

Abbildung 6.3 — Fluoreszenzmarkiertes Novobiocin. Am Novobiocin wird dafiir durch
eine Mannichreaktion ein sekundares Amin eingefiihrt. Dieses wird dann (iber einen
Linker mit dem fluoreszierenden Farbstoff Texas Red verkniipft.

Eine weitere Moglichkeit fir die Bestimmung der Hemmung der Gyrase basiert auf der Genexpressi-
on. Dieser Assay nutzt im Gegensatz zu den bisher beschriebenen Assays ganze Bakterien und zahlt
somit zu den in vivo-Verfahren. Dabei besitzen E. coli-Zellen ein Plasmid, das ein Luciferase-
Reportergen unter Kontrolle des pgyrA-Promotors enthalt. Wird die Gyrase gehemmt, versucht die
Bakterienzelle die fehlende Aktivitdt der Gyrase, durch eine verstarkte Expression der Gyrase auszu-
gleichen. Daher wird vermehrt Luciferase gebildet, da diese von dem Gyrase-Promoter reguliert wird.
Antibiotika mit anderem Wirkmechanismus haben keinen Einfluss auf die Expression des Reporter-
gens. Die Luciferase ermdglicht damit eine Lumineszenzmessung, die auf die Gyrasehemmung zu-
rickzufiihren ist [253]. Ein Screening bei in vivo-Experimenten ist ambivalent zu bewerten. Einerseits

erhalt man durch das spezifische Reportergen genaue Informationen tiber den Einfluss auf die Gyra-
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se, andererseits ist die Fehleranfalligkeit und Interaktionsmaéglichkeit bei lebenden Bakterien im Ver-
gleich zu einem in vitro Assay sehr hoch. Dadurch werden hohe Anforderungen an den Inhibitor ge-
stellt, da er in die Bakterienzelle hineingelangen muss, nicht wieder ausgeschleust und modifiziert
werden darf. Dies ist andererseits auch ein Argument fiir dieses Verfahren, weil ein Hit schon viele

Voraussetzungen einer Leitstruktur erfillt, die spater hilfreich fir die Weiterentwicklung sind.

Es gibt eine Vielzahl an bereits bekannten Verfahren fiir die Bestimmung von Inhibitoren der Gyrase
und deren ATPase-Untereinheit. Probleme verursachen bei vielen Assays die zusatzlichen Kosten
durch Reaktanden, Materialen und Gerate. Fiir die Auswahl von zwei orthogonalen Testsystemen
war im Rahmen dieser Arbeit die Verlasslichkeit, Handhabbarkeit und Durchfiihrbarkeit von grof3er
Bedeutung. Der Phosphomolybdato-Malachitgriin-Komplex (s. S. 152) und der Supercoiling-Assay (s.
S. 154) erfillten die gewilinschten Voraussetzungen und dienten daher als Ausgangspunkte fir weite-

re Untersuchungen.
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6.2 Material und Methoden

6.2.1 Supercoiling Assay

Die Inkubation wurde nach den Vorgaben des Herstellers (New England Labs) mit 500 ng relaxiertem

DNA-Plasmid ausgefiihrt (s. Experimenteller Teil 11.2.5 auf S. 218).

6.2.2 Absorption des Phosphomolybdato-Farbstoff-Komplexes

Dieser Assay verwendet die Absorption von Licht eines Phosphomolybdato-Farbstoff-Komplexes.
Obwohl diese Messung schon lange bekannt ist, wurde sie, unseres Wissens nach, noch nicht bei der
Gesamtgyrase angewendet. Daher mussten die Bedingungen angepasst werden. Die verwendete
Methode basierte auf den Bedingungen von ANDERLE et al. (verwendeten die isolierte GyrB-

Untereinheit) [63] und ROWLANDS et al. (High-Throughput-Screening von HSP90) [254].

Die endglltig optimierte Methode ist im Experimentellen Teil aufgefihrt (s. 11.2.6 auf S. 218).

6.2.3 Fluoreszenzausléoschung des Phosphomolybdato-Farb-
stoff-Komplexes

Zuck et al. konnten 2005 die Empfindlichkeit des Phosphomolybdato-Farbstoff-Komplex Assay bei der
Alkalischen Phosphatase deutlich verbessern, indem sie die Fluoreszenzeigenschaften von weilden
Platten benutzten, um die Reaktion zu miniaturisieren [255]. Diese Methode konnte auch erfolgreich

beim HSP90 verwendet werden [256].

Die Methode basiert darauf, dass weille Mikrotiterplatten fluoreszieren. Dies ist keine beabsichtigte
Eigenschaft der Platte, daher kann die Fluoreszenz bei unterschiedlichen Herstellern und auch bei
verschiedenen Mikrotiterplatten-Chargen variieren. Die Messung verlauft analog zu einer normalen
Fluoreszenzmessung bei einer Mikrotiterplatte. Der zur Anregung verwendete Lichtstrahl verursacht
allerdings keine Fluoreszenz in der Losung. Diese entsteht erst, wenn der Lichtstrahl auf den Boden
der Kavitat trifft. Anschliefend wandert das fluoreszierte Licht wieder durch die Lésung zum Detektor
(s. Abbildung 6.4). Bei diesem Prozess kann die Fluoreszenz dadurch abgeschwéacht werden, dass das
zur Anregung verwendete Licht oder das fluoreszierte Licht absorbiert wird. Im Vergleich zu einer
einfachen Absorptionsmethode ist die Methode wesentlich flexibler: Bei einer Absorptionsmessung
funktioniert die Messung nur, wenn beim Absorptionsmaximum gemessen wird; bei der Fluores-
zenzausldschung, kann das anregende Licht oder das fluoreszierte Licht absorbiert und daher fiir die
Bestimmung verwendet werden. Zusatzlich kdnnen die Messbedingungen durch die Wahl der Platten

(s. u.) noch weiter angepasst werden (z. B. Wellenldnge des anregenden Lichts). Schlielich konnten
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sowohl Zuck et al. als auch MIYATA et al. eine deutlich héhere Sensitivitat flir den Phosphatnachweis

zeigen.

Absorp-
tion?

Absorp-
tion?

Fluoreszenz

Abbildung 6.4 — Vergleich der Fluoreszenzausléschungs- mit der Absorptionsmethode. Bei der normalen Absorptionsme-

thode (links), wird der Lichtstrahl durch die farbige Losung geleitet. Dabei wird eine transparente Mikrotiterplatte verwen-

det, die den Lichtstrahl anschlieBend ungehindert passieren ldsst. Die Abnahme der Lichtintensitat wird durch die Absorp-

tion von der Losung verursacht. Bei der Fluoreszenzmethode (rechts) durchquert der einfallende Lichtstrahl die Lésung,

trifft auf die weiRe Mikrotiterplatte und flhrt zur Fluoreszenz. Das emittierte Licht passiert erneut die Lésung und wird

vom Detektor gemessen. Bei diesem Vorgang kann die Lichtintensitdt des einfallenden oder des emittierten Lichtstrahls

von der Lésung durch Absorption verringert werden. Dies dufert sich in einer verringerten Fluoreszenz. Diesen Vorgang

bezeichnet man als Fluoreszenzausldschung oder Quenching.

Obwohl bei dieser Bestimmung die Fluoreszenz gemessen wird, ist die bestimmte Veranderung in der
Energie nur auf die Absorption zuriickzufiihren (s. Abbildung 6.4), da sich die Fluoreszenzeigenschaf-
ten der Platte nicht verdandern. Damit gelten fir die Auswertungen die bekannten Gesetze fir die
Absorption. Fir die Bestimmung der Konzentration mithilfe der Absorption ist das Lambert-Beersche
Gesetz geeignet [257, 258]. Dieses beschreibt fir ein definierten Bereich den Zusammenhang zwi-
schen dem Absorptionskoeffizienten &, der Konzentration ¢ und der Schichtdicke d zum Verhaltnis
der gemessenen Lichtintensitat /; zur einfallenden Lichtintensitat /,. Damit ldsst sich nach Formel 6.2

die Absorption A berechnen:

A= —lg(—)= €-c-d Formel 6.2

Dabei ist die Lichtintensitdt die Leistung, die pro Flacheneinheit erbracht wird. Die Leistung be-
schreibt wiederum die Energie, die pro Zeiteinheit verbraucht wird. Kdnnen alle anderen Parameter
konstant gehalten werden, ist es daher moglich von der Energie der gemessenen Fluoreszenz (Blind-
wert E, und Probe E,;) auf die Absorption zuriickzuschlieRen. Da dies einige Vereinfachungen ein-
schlieBt und um Verwechselungen vorzubeugen, wird diese im Folgenden die berechnete Absorption
A.cgenannt. Diese sollte sich im Idealfall wieder, wie im Lambert-Beerschen Gesetz, proportional zur

Konzentration der Losung verhalten (s. Formel 6.3).

Acaic = — g (_) ~C Formel 6.3
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6.2.4 Regressionen fiir ICso-Werte

Bei einem Inhibitionsassay treten typische
Dosis-Wirkungsbeziehungen auf (s. Abbildung
6.5). Mathematisch kann dieser Verlauf mit
der 4-Parameter-Logarithmische-Funktion
(4PL; s. Formel 6.4), besser bekannt als die
Hill-Funktion, oder der 5-Parameter-
Logarithmische-Funktion (5PL; Formel 6.5)
beschrieben werden [259]. Bei asymmetri-
schen Kurvenverldufen in dem ICsy-Bereich ist
die 5PL-Funktion der 4PL-Funkton Uberlegen,
insbesondere wenn der Exponent im Nenner
(e in Abbildung 6.5) zwischen 0.2 und 0.6

liegt (in Abbildung 6.5 betragt der Exponent

Signal

Konzentration vom Inhibitor

Abbildung 6.5 — Typischer Verlauf von Dosis-Wirkungsbezieh-
ungen (rot symmetrisch, blau asymmetrisch). Der Logarithmus
der Konzentration vom Inhibitor wird gegen das Signal aufgetra-
gen. Bei sehr niedrigen Inhibitorkonzentrationen nahert sich die
Kurve asymptotisch dem Signal des ungehemmten Enzyms, im
Bereich des ICso-Wertes fallt die Kurve stark ab und néhert sich
schlieBlich, wieder asymptotisch, dem Signal des komplett ge-
hemmten Enzyms.

fir die blaue Linie 0.6). Demgegeniiber steht ein eventuelles Fitting-Problem durch die kleinere An-

zahl an Freiheitsgeraden und der zusatzlichen exponentiellen Variabel. Dies erschwert die Auswer-

tung bei der Anwesenheit von wenigen oder hauptsachlich in den Asymptoten vorliegenden Daten-

werten.

f(x) =min+

f(x) =min+

max —min
x \—Hillslope Formel 6.4
1+(77=)
max —min
Formel 6.5

(1+®

Fir die Auswertung wurde R [260] mit dem DRC-Paket (,,Analysis of dose-response curves”) [261]

verwendet.
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6.3 Absorptionsmethode

Als Ausgangspunkt fiir den Assay wurde das Protokoll von ANDERLE et al. gewahlt [63]. Dieser Assay
basierte auf der Bestimmung des freigesetzten Phosphats mithilfe eines Phosphomolybdato-
Malachitgriin-Komplexes. Dafir inkubierten sie die GyrB-Untereinheit mit ATP und bestimmten an-

schlieBend mit einem Farbreagenz das freigesetzte Phosphat.

Der Reaktionspuffer (im Folgenden Tabelle 6.1 — Zusammensetzung der Reaktionspuffer [63].

Anderle-Puffer ~ genannt) besal} Substanz Anderle-Puffer NEB-Puffer
folgende Bestandteile: Tris(hy- | TRIS 50 mM 50 mM

) Kaliumchlorid 100 mM 24 mM
droxymethyl)-aminomethan (TRIS), Magnesiumchlorid 5mM 4 mM
Kaliumchlorid, Magnesiumchlorid, DTT 5mM 2mM

o _ _ EDTA 1mMm -
Dithiothreitol (DTT), Ethylendia- Glycerol ) 6.5 %
mintetraessigsdure (EDTA) und ATP 1mM 1.75 mM
) BSA - 0.1 mg/mL

ATP (s. Tabelle 6.1). Fiir Anpassun- Spermidin ) 5mM
gen ist das Verstdndnis der einzel- Plasmid (relaxiert) - 500 ng

nen Bestandteile relevant. TRIS stellt das Puffersystem fiir die Reaktion dar (pH = 7.6). Bei Kalium-
chlorid und Magnesiumchlorid sind beide Kationen der Salze fiir die Hydrolyse von ATP wichtig. Wah-
rend dies bei Magnesiumionen schon seit der Erstbeschreibung der Gyrase bekannt war [235], wurde
die katalytische Beteiligung von monovalenten Kationen speziell bei ATPasen der GHKL-Klasse erst
2003 beschrieben [262]. Bei der Gyrase gibt es eine Praferenz zu Kaliumionen, das Enzym wird sogar
durch hoéhere Konzentrationen von Natriumionen gehemmt [64]. Erst 2015 fanden HEARNSHAW et al.
heraus, dass es zwei Bindungsstellen fiir monovalente Kationen gibt, wobei eine von Natriumionen
und die andere von Kaliumionen bevorzugt wird [30]. Das Kaliumkation tibernimmt dabei moglicher-
weise eine katalytische Funktion. DTT wird als Antioxidans und EDTA zur Stabilisierung der Reaktions-
l6sung verwendet. ATP ist eines der Substrate fiir die Reaktion. Da die Arbeitsgruppe um ANDERLE et
al. mit der isolierten GyrB-Untereinheit arbeitete, die unter diesen Bedingungen schon ATPase-
Aktivitat zeigt, wird keine DNA benotigt. Aus Kostengriinden konnte in dieser Arbeit ausschlieRlich
mit der Gesamtgyrase gearbeitet werden. Daher mussten die Bedingungen des Assays angepasst
werden. In Tabelle 6.1 ist auch die Zusammensetzung flr den Supercoiling-Assay vom Hersteller
(New England Biolabs; im Folgenden NEB-Puffer genannt) angeben. Die wichtigsten Unterschiede
waren die niedrigere Kaliumchloridkonzentration, die Verwendung von Glycerol statt EDTA zur Stabi-
lisierung und der Zusatz von Bovinen Serumalbumin (BSA), Spermidin und relaxiertem Plasmid. Die
Zielsetzung bestand zunachst darin, die Absorptionsmethode als Assay mit der Gesamtgyrase zu

etablieren.
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Dafiir wurde die Aktivitdt der Gyrase im Anderle- und NEB-Puffer verglichen. Dabei wurde im Ander-
le-Puffer zusatzlich zu den bisherigen Bestandteilen noch ein relaxiertes DNA-Plasmid in der gleichen
Menge wie beim NEB-Puffer verwendet. Dies waren zunichst die einzigen Anderungen, um die Expe-
rimente nachvollziehbar zu gestalten. Die zugehorige Messung bestand damit aus jeweils einem An-
satz mit dem modifizierten Anderle-Puffer, dem NEB-Puffer, den zugehorigen Blindwerten, die iden-
tisch behandelt wurden, aber kein Enzym enthielten, und einer Phosphatstandardreihe als Referenz.
Mit einem Teil der Reaktionslosung wurde die Absorption mithilfe des Phosphomolybdato-
Malachitgriin-Komplexes bestimmt (Vorgehen analog zu s. Experimenteller Teil 11.2.6 auf S. 218), mit
einem weiteren Teil wurde eine Gelelektrophorese (s. Experimenteller Teil 11.2.5 auf S. 218) durch-
gefiihrt. Bei der Absorptionsmessung, s. Abbildung 6.6, zeigte keine der Proben Freisetzung von
Phosphat: Beide Messungen mit Enzymen zeigten eine niedrigere Absorption als die zugehorigen
Blindwerte. Auffallig war, dass der Blindwert vom NEB-Puffer schon einen Absoprtionswert von 0.897

besaR, also bei einem Wert von fast 225 uM Phosphat.

! [ [
X Reaktion im Anderle-Puffer
Blindwert Anderle-Puffer //)<
08 17 Reaktion im NEB-Puffer
X Blindwert NEB-Puffer /
e Phosphatstandardreihe
Regressionsgerade /
y =0.0042x + 0.0094
R2=0.9921

o ——

/

°
)}
L
|

©
>

Absorption

0 50 100 150 200
Phosphatkonzentration [uM]

Abbildung 6.6 — Vergleich der Puffer mittels Absorptionsmessung. Bei beiden Reaktionsansatzen war der Messwert kleiner
als der zugehdrige Blindwert, daher ergaben sich rein rechnerisch negative Phosphatkonzentrationen. Folglich fand keine
nachweisbare Freisetzung von Phosphat statt. Der Blindwert vom NEB-Puffer war dreimal so hoch wie der selbst hergestell-
te Puffer nach Anderle.

Die Ergebnisse der Gelelektrophorese sind in Abbildung 6.7 gezeigt. Nur im NEB-Puffer konnte die

Aktivitat der Gyrase nachgewiesen werden. Der Anderle-Puffer zeigte keine Umsetzung.
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Abbildung 6.7 — Vergleich der Puffer mittels Gelelektrophorese. Bei beiden Referenzen
wurden 500 ng relaxiertes DNA-Plasmid verwendet. Im Ansatz des NEB-Puffers ist die
Hauptbande weiter gelaufen als in der Referenz; das Plasmid wurde in die supercoiled
Form umgesetzt. Im Ansatz nach Anderle fand keine signifikante Reaktion statt. Es sind nur
ganz schwache Banden zwischen 8 kBp und 3 kBP zu erkennen. (In dieser Gelelektrophore-
se wurde der Quick-Load 1 kb DNA Ladder verwendet.)

Mit diesen Vorversuchen konnten drei wichtige Riickschllisse gezogen werden:
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1.

Im Anderle-Puffer findet keine Umsetzung von der DNA statt und es kann keine ATP-
Hydrolyse gemessen werden. Die fehlende Umsetzung der DNA ist nachvollziehbar, da z. B.
Bestandteile wie Spermidin und BSA fehlen, dies sind wichtige Komponenten, die fiir die Bin-
dung von DNA an der Gyrase notwendig sind [24, 244].

Der NEB-Puffer ist mit Phosphat verunreinigt. Der Assay reagiert sehr empfindlich auf Phos-
phat. Daher kann der Puffer des Herstellers in den weiteren Experimenten zur Bestimmung
der Phosphatkonzentration mit dem Farbstoff-Komplex nicht verwendet werden und der zu
verwendende Puffer muss selbst angesetzt werden. Fiir die Herstellung der eigenen Losun-
gen wurden folgende Anpassungen durchgefiihrt: Verwendung von bidestilliertem Wasser,
Aufbewahrung alle Losungen und Chemikalien, soweit wie mdglich, in PlastikgefdafSen und
Vermeidung von Kontakt mit Glasgeraten.

Obwohl im NEB-Puffer die DNA umgesetzt wurde, konnte kein erhéhter Phosphatwert ge-
messen werden. Der Umsatz von dem im Reaktionsvolumen enthaltenen 2 pg relaxiertem
DNA setzte nicht genligend Phosphat frei, der im Absorptionsassay gemessen werden konn-
te. Die Alternativen bestanden darin, eine héhere Konzentration des Plasmides oder ein an-
deres Substrat flir die Gyrase zu verwenden. Héhere Konzentrationen des Plasmides wéren
allerdings unrentabel, da die Herstellung eines relaxierten DNA-Fragments aufwendig und
teuer ist. Interessanterweise wurden schon in den ersten Aktivitdtsuntersuchungen festge-
stellt, dass die Gyrase lineare DNA-Fragmente (im konkreten Fall das Colicin E1 Plasmid) um-
setzt [235]. Unter gleichen Bedingungen sogar besser als das korrespondierende relaxierte
Plasmid. Dies konnte dadurch erklart werden, dass sich ein lineares DNA-Fragment von allei-
ne entwindet. Die Gyrase misste dann nie gegen die interne Spannung des coiled oder su-
percoiled Plasmids anarbeiten. Es handelt sich dadurch um ein unerschépfliches Produkt.

Moglicherweise vereinfachen lineare Fragmente auch die Anlagerung an die Gyrase (das zir-
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kuldre, nicked Plasmid, welches sich auch von selbst entwinden kann, wird auch langsamer
als das lineare Fragment umgesetzt 235). Das Colicin E1 Plasmid besteht aus ca. 6.6 kBp. Als
preiswerte Alternative fiir ein lineares DNA-Fragment bot sich DNA-Ladder (im Folgenden
auch Ladder genannt) an. Dieser besteht aus linearen DNA-Fragmenten und steht, da er
standardmaRig in der Gelelektrophorese eingesetzt wird, auch in grofleren Mengen zur Ver-
fligung. Darum wurde der ,,GeneRuler 1kb DNA Ladder” (Fisher Scientific, Schwerte), der aus
DNA-Fragmenten von 250 bis 10,000 BP besteht (mit Anreicherungen bei 1,000, 3,000 und
6,000 Bp), verwendet.

Zunachst wurde ein geeignetes Puffersystem bendétigt, bei dem die Gyrase Aktivitat zeigte und das
nicht mit Phosphat verunreinigt war. Die wichtigsten Unterschiede bei den Bestandteilen vom Ander-
le- und NEB-Puffer bestanden im Zusatz von Spermidin und BSA im NEB-Puffer. Wie oben beschrie-
ben sind beide Substanzen dafiir notwendig, damit die Gyrase mit der DNA interagieren kann. Daher
wurden zunéachst die beiden Bestandteile in den Konzentrationen, die auch im NEB-Puffer vorhanden

waren, verwendet. Die Aktivitdt wurde mit einem Supercoiling-Assay bestimmt (s. Abbildung 6.8).

mod. Ansatz
nach Anderle

Ladder Referenz
3.0 kBp
2.5kBp

2.0 kBp
1.5 kBp

Abbildung 6.8 — Gelelektrophorese mit modifiziertem Anderle-Puffer. Auch nach
dem Zusatz von BSA und Spermidin zeigt die Gyrase keine Aktivitdt. Die Bande mit
dem modifizierten Ansatz befindet sich auf gleicher Hohe wie die verwendete Sub-
strat-DNA.

Wiederum zeigte die Gyrase keine Aktivi- Tabelle 6.2 - Vergleich der verwendeten Puffer. Die Gyrase zeigt nur

B . . beim NEB-Puffer Aktivitdt. Der entscheidende Unterschied besteht in
tat. Neben marginalen Konzentrations-  ger Konzentration von Kaliumchlorid.

differenzen bestanden die grofSten Un- mod. Anderle-

Substrat Puff NEB-Puffer
terschiede in  der Kaliumchlorid- urrer

TRIS 50 mM 50 mM
Konzentration, Glycerol und EDTA (s. Kaliumchlorid 100 mM 24 mM
Tabelle 6.2). Da weder Glycerol noch Magnesiumchlorid 5 mM 4mM

DTT 5mM 2mM
EDTA groRen Einfluss auf die Reaktion EDTA 1mM ;
haben sollten, stellte der wichtigste Un- Glycerol i} 6.5 %

ATP 1mM 1.75 mM
terschied die Kaliumchlorid-Konzentra- BSA 0.1 mg/mL 0.1 mg/mL
tion dar. In der Literatur lasst sich fir Spermidin > mM 5mM

DNA (relaxiert) 500 ng 500 ng

diese Hypothese eine Bestdtigung fin-

den: ALT et al. konnten ebenfalls nachweisen, dass die Gesamtgyrase ab einer Konzentration von
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100 mM Kaliumchlorid ihre Aktivitat verliert [64]. Die Ursachen dafiir sind noch nicht geklart. Dies
verdeutlicht das komplexe Gleichgewicht in der enzymatischen Reaktion. Obwohl die Bedingungen
fiir die GyrB-Untereinheit optimiert waren, kann schon die hohere Konzentration eines Elektrolyts

die Aktivitat der Gesamtgyrase massiv beeinflussen.

Dementsprechend wurde im Folgenden die Zusammensetzung des NEB-Puffers (s. Tabelle 6.2) ver-
wendet, der wegen der Phosphatverunreinigung des NEB-Puffers selbst hergestellt werden musste.
Die Gelelektrophorese konnte belegen, dass die Gyrase mit diesem Puffer die gleiche Aktivitat wie

mit dem original NEB-Puffer zeigte (s. Abbildung 6.9).

Ladder Referenz Eigener Puffer NEB-Puffer
3.0 kBp |
s —m
Qi -

o
2.5 kBp -

2.0 kBp
1.5 kBp

Abbildung 6.9 — Test des eigenen Puffers. Nach Anpassung des Puffers zeigte die
Gyrase auch im selbst hergestellten Puffer die gleiche Aktivitat wie im NEB-Puffer.

Weiterhin wurde (berprift, ob unter diesen Bedin- Tabelle 6.3 — Vergleich der Verunreinigung der Stan-

. . . dards mit Phosphat.
gungen auch die Bestimmung mit dem Phosphat-

o ) Zusammensetzung A
Assay moglich war. Dazu wurden Blindwertmessun- 30 L bidestilliertes Wasser 0.074
gen mit dem eigenen Puffer durchgefiihrt. Neben 30 ML eigener Puffer 0.288
30 pL eigener Puffer + ATP 0.296

dem Puffer selbst wurde auch der Einfluss von ATP 3 uL Phosphatstandard (Endkon-

. 0.446
iberpriift, der wahrscheinlichsten Quelle fiir Phos- _zentration: 62 uM) + ATP

phatverunreinigungen (durch eine einfache Hydrolyse des ATPs). Alle Werte zeigten eine niedrige
Phosphatkonzentration und bestatigten eine geringere Verunreinigung der Reagenzien (s. Tabelle

6.3). Der Einfluss von ATP auf den Puffer war gering und stellte keine externe Phosphatquelle dar.

Dies bestatigte sich auch fiir die Absorptionsmessung mit einer Phosphatstandard-Reihe (s. Experi-
menteller Teil 11.2.4 auf S. 217). Wie in Abbildung 6.10 zu sehen, zeigten die Blindwerte, die alle
Bestandteile des Assays bis auf das Enzym und DNA-Substrat enthielten, nur eine geringe Phosphat-

verunreinigung.
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Abbildung 6.10 — Uberpriifung des eigenen Puffers. Der Blindwert enthielt alle Bestandteile des Puffers, die fiir
die Inkubation verwendet wurden. Er befindet sich in einem niedrigen Bereich und hat daher auch keinen
Einfluss auf die weitere Messung.

Damit erfillt das Puffersystem alle Anspriiche: Die Gyrase zeigt die gleiche Aktivitat wie beim Puffer

des Herstellers. Gleichzeitig beeinflusst es weder die Absorptionsmessung noch zeigte es starke Ver-

unreinigungen mit Phosphat.

Somit konnte das System dafiir optimiert werden, mehr Phosphat freizusetzen, so dass eine Bestim-
mung mit dem Phosphat-Assay moglich ist. Fir den Assay wurde 1 ug des DNA Ladders als Substrat
verwendeten. Durch den groRen Uberschuss an ATP und dem theoretisch unendlich zur Verfiigung

stehenden Substraten (s. S. 162) konnten die bisher

140 —
begrenzenden Parameter beseitigt werden. Zunachst _ 120 4
wurde eine Inkubationszeit von 4 h gewahlt. Dabei % 122 :
setzte die Gyrase 28.7 uM Phosphat frei (s. Abbildung (‘% 60 —
6.11). Da diese Konzentration noch nicht ausreicht, = 22 :
um eine Abnahme der Aktivitat zu messen, wie es bei 0 -

4.0 20.5

ICso-Bestimmungen noétig ware, wurde die Messung

. . . . Inkubationszeit [h]
im nachsten Schritt auf 20.5 Stunden verldngert (s.

Abbildung 6.11 — Freisetzung von Phosphat in Abhan-

Abbildung 6.11). Erwartungsgemal erhohte sich die  APDI i ’
gigkeit der Inkubationszeit.

Freisetzung von Phosphat um ein Vielfaches.
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Zum Abschluss des ,,Proof of Concept” wurde ge- 140 —
prift, ob die Freisetzung von Phosphat durch die = 120
Zugabe eines Inhibitors der ATPase-Untereinheit % 122:
auch gehemmt wird und dies im Experiment nach- ig zg :
weisbar ist. Dafiir wurde die Absorptionsmethode * 20 4 -
mit zwei verschiedenen Konzentrationen von No- 0=

0.05 1.00
vobiocin durchgefiihrt, eine im Bereich des ICs,-
Konzentration Novobiocin [uM]

Wertes und eine in einem Bereich, bei dem die

Abbildung 6.12 —Freisetzung von Phosphat in Anwesen-

Gyrase vollstandig inhibiert werden soll. Wie in | . - Novobiocin (Inkubationszeit 24 h).

Abbildung 6.12 zu sehen, verringerte sich die

Phosphatfreisetzung in Abhangigkeit von der Novobiocinkonzentration. Novobiocin besitzt einen ICsq-
Wert von ca. 0.06 uM (s. Abschnitt 6.4 auf S. 179). Daher wurde bei einer Konzentration von 0.05 uM
eine teilweise Inhibition der Gyrase erwartet. Bei einer Konzentration von 1.00 uM Novobiocin wurde

kein Phosphat mehr freigesetzt und daraus folgend keine Enzymaktivitat gemessen.

Damit entsprach der Assay, den an ihn gestellten Anforderungen fiir eine qualitative Bestimmung.

Das Vorgehen war wie folgt:

1. In einem ReaktionsgefdR wird die Gyrase in einem Reaktionsvolumen von 30 uL
Gber Nacht (20 h) bei 37 °C mit der in Tabelle 6.4 aufgeflihrten Zusammensetzung

inkubiert.

Tabelle 6.4 — Zusammensetzung des Reaktionsansatzes (s. Experimenteller Teil
11.2 auf S. 216) fur die Phosphatbestimmung (Gesamtvolumen 30 pL).

Substrat Zusammensetzung
bidestilliertes Wasser 17.9 puL
6x-RP 5.0 uL
60x-DTT-L6sung 0.5 pL
25x-Spermidin-Losung 1.2 uL
DMSO (+ ggf. Inhibitor) 1.2 pL
25x-ATP-L6sung 1.2 uL
DNA-Ladder (0.5 pg/uL) 2.0 pL
Gyrase (5 U/pL) 1.0 uL

2. Die Reaktion wird durch Zugabe von 96 pyL Farbreagenz (s. Experimenteller Teil
11.2.3 auf S. 216) gestoppt und die Losung sorgfaltig gemischt.

3. Nach ca. 5 Minuten wird die Farbentwicklung mit 12 pL einer 30 %igen Zitronensau-
re-Losung gestoppt.

4. 115 L werden in eine transparente Mikrotiterplatte Gberfiihrt und die Absorption

bei 620 nm vermessen.
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Fiir quantitative Bestimmungen wurden weitere Untersuchungen der Enzymaktivitat benétigt. Daflir
wurde zundchst den Einfluss der Inkubationszeit auf die Phosphatfreisetzung ermittelt. Es wurde die
Aktivitat der Gyrase nach 17, 20 und 23 Stunden Inkubation bestimmt. In Abbildung 6.13 ist zu er-
kennen, dass in diesem Bereich keine Korrelation zwischen der Inkubationszeit und der freigesetzten
Phosphatmenge bestand. Bei 23 Stunden Inkubation wurde weniger Phosphat ermittelt als nach 17

oder 20 Stunden Inkubation.

200 —
180

160 | X
140 X

120 — X

100 —
80
60 —
40
20 —
0 T T I T T T \ |
16 17 18 19 20 21 22 23 24

Phosphat [uM]

Inkubationszeit [h]

Abbildung 6.13 — Vergleich verschiedener Inkubationszeiten. Zwischen den verschiedenen Inkubationszeiten verandert sich
die freigesetzte Phosphatmenge nur wenig. Nach 23 h wurde die kleinste Phosphatmenge bestimmt.

Aus diesen Griinden wurde die Inkubationszeit auf einen Bereich von 8 bis 23 h variiert (s. Abbildung

6.14).
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Abbildung 6.14 — Vergleich verschiedener Inkubationszeiten. Bei einer Inkubationszeit von 8 h wurde nahezu die gleiche
Menge an Phosphat freigesetzt wie nach 20 h. Bei 14 h Inkubation wurde die geringste Menge bestimmt.
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Wieder lagen alle Werte auf einem dhnlichen Niveau und schwankten zwischen 155 und 189 uM
Phosphatfreisetzung.

Eine mogliche Erklarung ware, dass die Inkubationszeit zu lang ist, also schon eine Plateauphase fir
die Reaktion erreicht worden ist. Obwohl noch ausreichend Produkte fiir die Umsetzung vorhanden
sind, findet keine mehr statt. Dies kann auf den Verlust der Aktivitdt des Enzyms, durch bspw. Dena-
turierung, zurickzufihren sein. Dabei handelt es sich um ein bekanntes Phdnomen bei Enzymkineti-
ken und wurde von BISSWANGER ausfiihrlich diskutiert [263]. Eine weitere Problematik bestand in den
hohen Phosphatkonzentrationen, weil mit 250 uM schon kritische Konzentrationsbereiche erreicht

wurden, bei denen der Phosphomolybdato-Malachitgriin-Komplex ausfallt.

Deswegen bestand das Hauptziel darin die 200 —

Aktivitat der Gyrase zu steigern und die Inku- 5 160

bationszeit deutlich zu verkirzen. 2011 konn- g 120

ten ALT et al. zeigen, dass sich die Aktivitat :{31 iz

der Gyrase in E. coli durch die Zugabe von 0

Kaliumglutamat moderat steigern ldsst [64]. A B o
Eine Inkubation mit zusatzlich 300 mM Kali- Messung

umglutamat flir 3 h konnte zwar eine héhere  Abbildung 6.15 — Inkubation iber 3 h mit 300 mM Kaliumglu-
tamat. Die Ergebnisse schwankten stark. Die Prazision war fir

Aktivitat zeigen, die Messergebnisse waren qitere Bestimmungen ungeniigend (s, = 15.7 %).

jedoch noch immer nicht ausreichend repro-

duzierbar (s. Abbildung 6.15).

Quantitative Auswertungen waren damit nicht zuverldssig moglich. Fir eine weitere Optimierung
musste die Inkubationszeit noch weiter reduziert werden. Dafiir eignete sich die Absorptionsmetho-
de jedoch nicht, da die Messwertschwankungen in niedrigen Phosphatkonzentrationsbereich zu hoch

waren (s. auch Tabelle 6.6 auf S. 176). Dies war ein limitierender Faktor der Messmethode selbst.
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6.4 Fluoreszenzausloschungsmethode

Ein deutlich sensitiveres Verfahren stellte die Fluoreszenzausléschung dar [255, 256, 264], welches
allerdings bisher noch nicht mit der Gyrase durchgefiihrt wurde. Um diesen Assay zu testen, mussten

zunachst einige grundlegende Fragen geklart werden:

1. Wie sind die Fluoreszenzeigenschaften der Mikrotiterplatten? Da, wie in 6.2.3 auf S. 157 be-
schrieben, die Fluoreszenz der Platte keine vom Hersteller beabsichtigte Eigenschaft ist, muss
zunachst Giberprift werden, welche Wellenlangen zur Anregung benotigt werden und welche
Wellenldangen das fluoreszierende Licht hat.

2. Wie homogen ist die Fluoreszenz? Aus den gleichen Griinden, wie bei 1, muss auch sicherge-
stellt werden, dass die Platte (iber alle Kavitdten gleichmaRig fluoresziert.

3. Welche Absorptionseigenschaften besitzt der Farbstoff? In Abhangigkeit der Fluoreszenzei-
genschaften der Platte, muss der Farbstoff moglicherweise angepasst werden. In der Erstbe-
schreibung der Methode von Zuck et al. konnte die Messung sowohl mit Chinaldinrot als
auch mit Malachitgrin durchgefiihrt werden. Die Giite der Ergebnisse kann dadurch maRgeb-

lich beeinflusst werden [255].
— Fluoreszenzeigenschaften der Mikrotiterplatte

Der Vorteil dieser Methode besteht darin, dass die Messungen sehr variabel an die Bedingungen, wie
Farbreagenzien, Platte oder auch Reaktionsbedingungen, angepasst werden kénnen. Zuck et al. ver-
wendete folgende Bedingungen: fiir Chinaldinrot 430 nm Anregungswellenlange und 530 nm gemes-
sene Emissionswellenldnge, fur Malachitgriin 430 nm/630 nm. Da sich die Anregungs- und Emissi-
onswellenlangen gegenseitig beeinflussen kénnen, sind die Mdglichkeiten sehr vielfaltig. Im Folgen-

den werden die wichtigsten Ergebnisse dargestellt.

Zunachst wurde bei einem konstanten Anregungslicht mit einer Wellenlange von 430 nm verschie-
denen Emissionsfilter getestet. Dabei lag das Maximum der Fluoreszenz sehr deutlich bei 568 nm (s.
Abbildung 6.16). Mit einem absoluten Wert von 1.8 Mio. RFU befand sich die Fluoreszenz dabei auf
einem sehr hohen Niveau. Damit verhielten sich die hier verwendeten Mikrotiterplatten der Firma
NuNc deutlich anders als die von Zuck et al., die eine maximale Fluoreszenz bei 500 nm besaRen.

Dieser Bereich stellte bei den hier verwendeten Platten ein Minimum dar.
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Abbildung 6.16 — Fluoreszenz der weilRen Platte bei einer Anregungswellenlange von 430 nm (rote Linie) und verschiedenen
Emissionswellenlangen der zur Verfliigung stehenden Filter. Alle Werte sind mit der Standardabweichung als Fehlerbalken
angegeben (eine Platte mit 96 Wells). Bei einer Wellenldnge von 460 nm ist der Filter noch zu nahe an der Anregungswel-
lenlange, wodurch sich das erhohte Signal erklart. Die héchste Fluoreszenz wurde bei einer Emissionswellenldnge von

568 nm gemessen.

Damit war der Emissionsfilter flir 568 nm am erfolgversprechendsten. Die Fluoreszenz bei dieser
Wellenlange wurden nun mit Variation der Anregungswellenlangen getestet, wie in Abbildung 6.17
zu sehen. Hierbei zeigte sich eine gleichmalRig hohe Fluoreszenz zwischen 430 und 496 nm. Nur bei
Anregungswellenldangen von < 420 nm wurde eine geringe Fluoreszenz gemessen. Bei Wellenldangen
Gber 496 nm war die Fluoreszenz héher als der Messbereich des Detektors (> 2 Milliarden RFU). So-
fern die Messung nicht zu nahe an der Wellenldange der fluoreszierten Wellenlange (568 nm) erfolgte,

war also eine variable Anregungswellenlange (zwischen 430 und 496 nm) moglich.
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Abbildung 6.17 — Fluoreszenz einer weillen Platte bei konstant gemessener Emissionswellenlange von 568 nm und ver-
schiedenen Anregungswellenldngen. Die Fehlerbalken geben die Standardabweichung der Messwerte wieder (n = 96). Bei
Werten unter 420 nm war die gemessene Fluoreszenz sehr niedrig. Bei allen anderen Messungen befand sich die Fluores-
zenz auf ahnlich hohem Niveau. Das Maximum befindet sich bei 430 nm. Bei einer Anregungswellenlange von 530 nm wird

der maximale Wert fiir die messbare Fluoreszenz tiberschritten (> 2 Milliarden RFU), weil das zur Anregung verwendete
Licht selbst als Fluoreszenz gemessen wurde.
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Diese Werte gaben einen ersten Anhaltspunkt, in welchem Bereich die Messung erfolgen kann. Fir
die letztendliche Festlegung sind noch zusatzlich die Absorptionseigenschaften der Farbkomplexe
wichtig. Festzuhalten galt jedoch, dass es bei den Emissionsfiltern nur wenig Anpassungsmoglichkei-
ten gab, da das Maximum bei 568 nm sehr stark ausgepragt war. Eine andere Wellenldange wiirde zu
einem erheblichen Verlust in der Sensitivitat fihren. Die Anregungswellenldange kdnnte deutlich fle-
xibler angepasst werden. Fiir die weitere Analyse wurden die beiden Maxima verwendet: Wenn nicht
anders aufgefiihrt, wurde die Fluoreszenz mit einer Wellenlange von 430 nm angeregt und bei

568 nm gemessen.
— Homogenitat der Fluoreszenz

Fir das Wertepaar 430 nm/568 nm (Anregungswellenldange/Emissionswellenldnge) enthielten die
vorherigen Messungen schon erste Ergebnisse (ber die Homogenitit. Die dort gezeigten Werte
(Abbildung 6.16 und Abbildung 6.17) wurden unter den genannten Wellenldangen bei derselben Plat-
te, aber an verschiedenen Tagen gemessen. Bei den Werten der einzelnen Kavitadten einer Platte war
die Standardabweichung gering (unter 5 %). Dennoch zeigten die Mittelwerte der verschiedenen
Messreihen (von jeweils 96 Wells) einen Unterschied von fast 30 % in der Fluoreszenz (1.8 Mio. RFU
gegeniber 1.3 Mio. RFU). Die absoluten Werte konnen je nach Umweltbedingungen (Sonnenein-
strahlung, Lagerung der Mikrotiterplatten usw.) variieren. Erkldarbar ware dieses Phdnomen z. B.
durch unspezifische Phosphoreszenz. Dieser Umstand ist fiir die Bestimmung der berechneten Ab-
sorption nicht entscheidend, da dieses Phdnomen durch die Berticksichtigung eines Blindwerts (E)
wieder eliminiert wird (s. Formel 6.3 auf S. 158). Dennoch missen diese Einfliisse reduziert werden,
da sie potentielle Fehlerquellen darstellen. Die Platte sollte also vor duBerer Strahlung geschiitzt
werden (bei Raumtemperatur im Dunkeln lagern) und wahrend der Arbeit nicht offen in der Sonne
liegen. Auch wenn es zwischen den beiden Messungen teilweise groRe Schwankungen gab, waren die

Messwerte innerhalb einer Messung selbst stabil.

Um im Folgenden die Homogenitadt der Fluoreszenz von den Platten zu ermitteln, wurden an vier
verschiedenen Tagen bei vier verschiedenen Platten die Fluoreszenz bestimmt (s. Tabelle 6.5). Auch
wenn die Mittelwerte sich unterschieden, waren die relativen Standardabweichungen auf einem
vergleichbaren Niveau. Lediglich bei Platte Ill war die relative Standardabweichung mit tiber 5 % sehr

hoch.

Tabelle 6.5 — Statistische Daten fiir die Prazision der Messung. Vier verschiedene Mikrotiterplatten (mit 96
Wells) wurden an verschiedenen Tagen vermessen.

Platte | ] ]| v

Mittelwert [RFU] 2455976 2485789 2350587 2654225
Standardabweichung [RFU] 33412 35582 154610 44114
Relative Standardabweichung [%] 1.36 1.43 6.58 1.66
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Daher ist es erforderlich jede Mikrotiterplatte vor dem Experiment zu Uberprifen, ob und in wel-

chem Bereich deren Verwendung im Assay moglich ist (s. Abbildung 6.18).

T O MmM(mMm(O|lO|®|>
I|O|mM|mMO|O|®|>

Platte | Platte IlI
Abbildung 6.18 — Vergleich der RFU-Werte von Platte | (links) und Platte Il (rechts). Die einzelnen Wells in den Grafiken

sind nach ihren Wert eingefarbt: von rot (2,6 Mio. RFU) Uber gelb (2,4 Mio. RFU) nach grin (2,2 Mio. RFU). Wahrend
Platte Il ab Reihe E inhomogene Fluoreszenzeigenschaften aufwies, verhielt sich Platte | in allen Bereichen homogen.
Typischerweise traten die Schwankungen zeilenweise auf, so dass einzelne Zeilen dennoch verwen-
det werden konnten. Randspalten zeigten haufiger abweichende Werte als andere Spalten (s. Spalte
12 in Platte Ill, Abbildung 6.18). Im Fall von Platte Ill waren Zeilen A bis C noch in einem akzeptablen
Bereich fiir eine Messung. Die Wells des Rechtecks, das sich von F3 bis H11 erstreckt (fett umrandet),

ware ebenfalls fir eine Messung geeignet.
— Absorptionseigenschaften des Farbstoffes

Fir die Wahl der optimalen Anregungs- und Emissionswellenldngen sind die Absorptionseigenschaf-
ten der verwendeten Farbstoffe von entscheidender Bedeutung. Daflir wurden die UV/Vis-
Absorptionsspektren von den beiden am héaufigsten verwendeten Farbstoffkomplexen (mit Chinal-
dinrot und Malachitgriin) bestimmt; bestehend aus Farbstoff, Molybdensaure und unterschiedlichen
Phosphatkonzentrationen (s. Abbildung 6.19). Die Chinaldinrot-Komplexe besafRen hohe langgezoge-
ne Maxima bei 510 nm, wahrend die Malachitgriin-Komplexe zwei Maxima bei 435 und 627 nm auf-

wiesen.
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Abbildung 6.19 — Absorptionsspektren von Chinaldinrot (QR) und Malachitgriin (MG) bei verschiedenen Phosphatkon-

zentrationen. Das Maximum bei QR lag bei 510 nm. MG hatte zwei Maxima: ein kleineres bei 433 nm und ein hoheres bei

627 nm. Bei allen Messungen nehmen die Maxima mit steigender Phosphatkonzentration zu.

Bei der Fluoreszenzmessung wurden als optimale Parameter das Paar 430 nm/568 nm ermittelt. Bei-
de Wellenldangen liegen in stark absorbierenden Bereichen des Malachitgriin-Komplexes, so dass bei
einer Messung der Fluoreszenz, deren Intensitdt sowohl von der Absorption des einfallenden Licht als
auch von der Absorption des fluoreszierenden Lichts reduziert wird. Der Weg des Lichtstrahls, der
absorbiert wird, ist also doppelt so lang. Dies konnte die sowieso schon (iberlegene Prazision der
Fluoreszenzmessung noch weiter vergrofRern. Bisher wurde diese Methode nur mit Chinaldinrot
durchgefiihrt, da die Maxima der Fluoreszenz der dort verwendeten weillen Mikrotiterplatten in
einem Bereich um 500 nm lagen [255, 256]. Fiir die in dieser Arbeit verwendeten weien Platten

stellte Malachitgriin jedoch die bessere Wahl dar.

Damit waren die optimalen Parameter fiir die Fluoreszenzausléschung ermittelt: Weie Mikrotiter-
platten von NUNC wurden mit einer Anregungswellenlange von 430 nm bei einer Wellenldng von

568 nm mit Malachitgriin als Farbstoff vermessen.

Der Fluoreszenz-Assays wurde zunachst mit einer Phosphatstandardreihe geprift, die Konzentratio-
nen von 0 — 50 uM Phosphat enthielt. Die bisherigen Absorptionsmessungen wurden bei Konzentra-

tionen bis 250 uM Phosphat durchgefiihrt.

Abbildung 6.20 A zeigt die Fluoreszenzminderung bei steigender Phosphatkonzentration. Die Mess-
werte zeigten eine logarithmische Abnahme der Fluoreszenz. Zuck et al. rechneten diese Werte mit
der angegebenen Formel (s. Formel 6.3 auf S. 158) in eine blindwertkorrigierte Absorption um [255].
Diese Auswertung ist in Abbildung 6.20 B dargestellt. Der gemessene Blindwert des Puffers lag im

Bereich der Fluoreszenz leerer Wells. Die Pufferlésung hatte also keinen Einfluss auf die Fluores-
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zenzausloschung. Durch die Division mit einem konstanten Pufferblindwert wird die letztendlich er-
haltene Gerade nur um einen festen Betrag verschoben (Quotientenregel fiir Logarithmen:
lg(a/b) = lg(a) — Ig(b)). Mathematisch gibt es daher fur die Berechnung der Phosphatkonzentrati-
on und den Korrelationskoeffizienten kein Unterschied, ob der Blindwert des Puffers berlicksichtigt

wird oder nicht.

In einem weiteren Auswertungsschritt wurden die Fluoreszenzschwankungen der einzelnen Wells
bericksichtigt (s. S. 171). Daflir wurde die Fluoreszenz der zuvor leer vermessenen Wells (Ek.,) als
Referenzwert verwendet (s. Formel 6.6). Im Vergleich zu einer Absorptionsmessung ware dies ein
logischer Schritt: Dort geht die Lichtintensitat des einfallenden Strahls in die Berechnung ein; dieser
ist, in Analogie, fiir die Fluoreszenz die Energie des Leerwertes von jedem Well. Dies war moglich, da
der Puffer, wie oben beschrieben, keinen Einfluss auf den Fluoreszenzwert hatte. Abbildung 6.20 C
zeigt diese Auswertung. Dies verbesserte die Regression weiter. Die Verbesserung ist davon abhan-
gig, wie homogen die Fluoreszenz der leeren Wells ist (s. Abbildung 6.18 auf S. 172). Je inhomogener
die Fluoreszenz ist, desto grofRer ist der Einfluss auf die Auswertung. In diesem Beispiel besal die
Fluoreszenz der leeren Wells eine relative Standardabweichung von 1.96 %. Um diese mogliche Feh-
lerquelle von vornherein zu eliminieren, wurde im weiteren Verlauf die auf jedem Leerwert der Wells

basierende Auswertung verwendet.

Acaic = —1g( = ) Formel 6.6
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Abbildung 6.20 — Auswertung der Fluoreszenzausloschung. A) In dieser Abbildung ist die Phosphatkonzentration gegen
die gemessene Fluoreszenz aufgetragen. Es besteht kein linearer Zusammenhang zwischen diesen beiden Werten. B)
Dies zeigt die Auswertung mithilfe eines Blindwertes, wie es von Zuck et al. beschrieben wurde. Durch die Verwendung
des negativ dekadischen Logarithmus verhdlt sich die Phosphatkonzentration bei der berechneten Absorption direkt
proportional. Das Bestimmtheitsmal (0.9933) ist deutlich besser als bei A (0.9879). C) Wird bei der Bestimmung der
berechneten Absorption die Fluoreszenz von jedem Well berticksichtigt, ist die Korrelation mit einem BestimmtheitsmaR
von 0.9959 weiter verbessert.
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Zur Uberpriifung, ob mit dieser entwickelten Fluoreszenzmethode eine héhere Prézision als mit der
Absorptionsmethode erzielt werden kann, wurden bei vier verschiedenen Phosphatkonzentrationen
jeweils flinffach-Bestimmungen durchgefiihrt. In Tabelle 6.6 sind die Ergebnisse aufgefiihrt. Hierbei
zeigte sich die deutliche Uberlegenheit der Fluoreszenzmethode. Die Prézision war in allen Konzent-
rationsbereichen hoher als bei der Absorptionsmethode. Bei geringen Phosphatkonzentrationen
<10 uM zeigte sich dies sehr deutlich, da bei der Absorptionsmethode die relative Standardabwei-
chung noch lber 10 % betrug. Demgegeniliber waren die bestimmten Prazisionen mit der Fluores-
zenzmethode im gesamten Bereich von 2.5 uM bis 100 uM auf einem gleich hohen Niveau von ca.

1%.

Tabelle 6.6 — Vergleich der Prazision der Absorptions- und Fluoreszenzmethode. Auf einer
Mikrotiterplatte wurde jede Phosphatkonzentration (P;) im Reaktionspuffer jeweils finfmal
entsprechend der Methode bestimmt. Die Fluoreszenzmethode zeigte (iber alle Bereiche eine
bessere Prazision.

P;-Konzentration Absorptionsmethode Fluoreszenzmethode
X s Srel [%] X s Srel [%]
2.5 uM 0.023 0.003 12.71| 0.748 0.005  0.69
10pM 0.044 0005 11.98| 0.789 0.009  1.13
40 UM 0.145 0.008 5.64| 1.001 0.011  1.09
100 M 0.445 0013 2.86| 1326 0.010 0.74

Neben der Prazision zeigte der Vergleich von Fluoreszenz- und Absorptionsmessung bei der Linearitat
klare Vorteile fiir die Fluoreszenzmessung: Hierzu wurde die Verfahrensstandardabweichung S,, und
den Verfahrensvariationskoeffizienten V,, ermittelt. Diese treffen im Vergleich zum Korrelationskoef-
fizienten eine bessere Aussage Uber die Giite der Korrelation, da die Empfindlichkeit in Form der
Steigung beruicksichtigt wird. Die Verfahrensstandardabweichung wird mithilfe der Reststandardab-
weichung S, berechnet, die die Abweichung jedes Messwertes y; zur Korrelationsgerade (f(x) = m -

x + ¢) beschreibt (s. Formel 6.7) [265].

S, = /Z[yi—(m-xH)]z
n—2

S
_ 2y
Sxo =2 Formel 6.7

Vio =2-100 %

Die Verfahrensstandardabweichung ist damit ein MaR dafir, wie gro die Schwankung fiir die Werte
der Abszisse ist und gibt damit auch Informationen (iber die Empfindlichkeit und Fehleranfalligkeit

der Messung.
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Fir die Bestimmung wurde eine Messung bei sieben Phosphatkonzentrationen (2.5 uM bis 50 uM)
mit der Fluoreszenz- und der Absorptionsmethode parallel durchgefiihrt (s. Abbildung 6.21). Die Ver-
fahrensstandardabweichung (Verfahrensvariationskoeffizient) betrug fir die Absorptionsmethode
3.3 uM (14.5 %) und fiir die Fluoreszenzmethode 1.4 uM (6.35 %). Dies verdeutlichte, dass die Ab-
sorptionsmethode fiir diesen Konzentrationsbereich ungeeignet war. Die Schwankungen fiir diesen
Bereich waren groRer als der kleinste Messwert selbst (2.5 uM). Die Fluoreszenzmethode reagiert
deutlich sensitiver auf Anderungen in der Phosphatkonzentration und lieferte akzeptable Werte fiir

beide Kennzahlen.

0.30 , . | ; 1.00
o Absorptionsmethode
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Abbildung 6.21 — Bestimmung der Verfahrensstandardabweichung. Die linke Ordinate zeigt die Absorptionswerte (blau),
die rechte die berechnete Absorption flr die Fluoreszenzmethode (rot).
Damit konnten nachgewiesen werden, dass die Fluoreszenzausléschungsmethode durchfiihrbar und
der Absorptionsmethode deutlich iberlegen ist. Durch die Wahl der Mikrotiterplatten und des ge-
eigneten Farbstoffes konnte die Methode schlieBlich weiter optimiert werden. Dies liel sich auch

durch eine verbesserte Prazision nachweisen.
— Enzymmessung mit Fluoreszenzmethode

Nach der Etablierung der Messmethode wurde die Ubertragbarkeit auf die Enzymmessung getestet.
Zunachst wurden wiederum verschiedene Inkubationszeiten verglichen, um den Assay mit dieser
Methode zu priifen (s. Abbildung 6.22). Damit konnte gezeigt werden, dass mit dieser Methode die
Bestimmung der Aktivitdt moglich war und auch deutlich niedrigere Phosphatfreisetzungen unprob-
lematisch waren. Diese Methode eignete sich also, um Phosphat mit einer deutlich kirzeren Inkuba-

tionszeit als bei der Absorptionsmethode prazise bestimmen zu kénnen.
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Abbildung 6.22 — Vergleich der Inkubationszeiten. Nach einer halben Stunde Inkubation lag die freigesetzte Menge an
Phosphat im Bereich der Phosphatstandardreihe. Die Aktivitat des Enzyms lag bei einer Stunde aufRerhalb der Standard-
reihe, verhielt sich aber ungefahr proportional zur halbstiindigen Messung.

Im Folgenden wurde die Methode fiir eine Optimierung der reproduzierbaren Bestimmung der Akti-

vitat verwendet. Insbesondere folgende Probleme sollten bei der Aktivitdtsbestimmung bericksich-

tigt werden:

1.

Die Aktivitat der Gyrase konnte in Abhangigkeit von der Charge, eine unterschiedliche Aktivi-
tat zeigen. Die zuerst verwendeten Chargen zeigten deutlich héhere Aktivitaten als die spater
erhaltenen.

Wiederholte Auftau- und Einfriervorgange verringerten die Aktivitdt der Gyrase kontinuier-
lich.

Die wichtigste praktische Fehlerquelle stellt die mangelhafte Vermischung des Enzyms mit

dem Reaktionspuffer dar.

Daraus folgend entstand das fir die folgenden Messungen verwendete Protokoll (s. Experimenteller

Teil 11.2.6 auf S. 218) mit diesen Kernelementen:
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e Verwendung eines Mastermixes (enthélt alle Bestandteile aufer: ATP, DNA-

Ladder und DMSO (+ evtl. Inhibitor)) und eines Startermixes (enthalt ATP und
DNA-Ladder)

e Equlibrierung des Master- und Startermixes bei 37 °C flir ca. 15 min

e variable Inkubationszeit der Ansatze (in Abhangigkeit von der Aktivitat der Gyra-

se)
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Mithilfe dieser Vorgehensweise war die Aktivitat der Gyrase mit guter Prazision bestimmbar. Wie in

Abbildung 6.23 zu sehen, zeigte der Assay eine hohe Prazision und auch die Hemmung durch Novo-

biocin konnte klar nachgewiesen werden.

berechnete Absorption
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o
%
S

X Enzym mit Novobiocin
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® Phosphatstandardreihe

Regressionsgerade
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Abbildung 6.23 — Bestimmung der Enzymaktivitat und der Hemmung durch Novobiocin. Beim Enzym ohne Inhibitor war
die Prazision sehr hoch. Die relative Standardabweichung betrug bei einer Dreifachbestimmung 1.1 %. Sehr deutlich ist

auch die erfolgreiche Inhibition der Gyrase durch Novobiocin.

Zur abschlieRenden Uberpriifung des Assays wurde der ICs;-Wert von Novobiocin ermittelt. Dafiir

wurde eine Konzentrationsreihe von Novobiocin mit insgesamt acht Konzentrationen verwendet, die

von 10* nM bis 10™ nM reichte (s. Abbildung 6.24).
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0.9
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0.10 1.05 10.46 20.91

62.74 104.56 1045.64 10456.44
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Abbildung 6.24 — Messreihe fir die Bestimmung des ICs-Wertes fiir Novobiocin. Mit steigender Konzentration von No-
vobiocin nimmt die Aktivitat der Gyrase ab.
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Anhand der berechneten Absorptionswerte kann der ICs;-Wert mit der 4PL- oder 5PL-Funktion be-
stimmt werden (s. Abschnitt 6.2.4 auf S. 159). Fiir beide Regressionen sind im Folgenden die statisti-

schen Kennzahlen angegeben:

Tabelle 6.7 —Regression des 4PL-Modells. Alle Parameter haben valide statistische Daten mit Signifikanzwer-
ten unter 0.5 % (Null-Hypothese: Parameter hat keinen Einfluss auf die Regression).

Wert Std. Fehl. p-Wert
min 0.766 0.005 0.0000
max 0.921 0.005 0.0000
1Cso 67.9 8.910 0.0016
Hillslope 1.14 0.176 0.0030

Tabelle 6.8 —Regression des 5PL-Modells. Durch den zusatzlichen Parameter e, verringert sich der Freiheits-
grad um 1. Dies hatte weitreichende Konsequenzen, da der Standardfehler fiir Parameter ¢ und e sehr hoch
war und nur unzureichende Signifikanzwerte (p > 60 %) lieferte.

Wert Std. Fehl. p-Wert
min 0.768 0.006 0.0000
max 0.965 0.308 0.0520
c 202.3 548.3 0.7367
d 0.92 0.006 0.0000
e 2.34 4.74 0.6554
0-94 T ||||||I T .||}||I T T \}\|||I T T mTrrTTT T T |\|\\|I T \1\\‘\['
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Abbildung 6.25 — Bestimmung des ICso-Wertes fiir Novobiocin. Beide Regressionsmodelle zeigen einen sehr ahnlichen
Verlauf.
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Anhand der statistischen Auswertungen der Modelle (Tabelle 6.7 und Tabelle 6.8) zeigte sich die
Problematik des 5PL-Modells. Die beiden Parameter c und e hatten sehr hohe Signifikanzwerte. Dies
sprach fir einen niedrigen Einfluss der Parameter auf die Regression. Weiterhin befand sich der Pa-
rameter e nicht im kritischen Bereich (0.2 — 0.6) [259], der ein Indikator fiir eine hohe Fehleranfallig-
keit des 4PL-Modells ware. Der visuelle Vergleich der beiden Regressionen (s. Abbildung 6.25) ver-
deutlichte die Ahnlichkeit des Verlaufs. SchlieRlich bestitigte auch eine ANOVA-Analyse, dass eine
Reduktion vom 5PL- auf das 4PL-Modell méglich war (s. Tabelle 6.9).

Tabelle 6.9 — ANOVA-Analyse des 4PL- und 5PL-Modells. Die Nullhypothese, das 5PL-Modell ist
dem 4PL-Modell nicht Gberlege, kann nicht widerlegt werden. Der Signifikanzwert liegt bei liber

60 %.
Modell Freiheitsgrade RSS Df F-Wert  p-Wert
4PL 4 1.62E-04
5PL 3 1.47E-04 1 0.324 0.61

Alle statistischen Kenndaten sprachen daher fiir die Verwendung des 4PL-Modells. Damit betrug der

fiir Novobiocin ermittelte ICs-Wert 67.9 nM + 8.9 nm.

ALT et al. bestimmten unter dhnlichen Bedingungen (Verwendung der Gesamtgyrase, Pufferzusam-
mensetzung, ATP-Konzentration), allerdings mithilfe eines Supercoiling-Assays, einen 1Cs;-Wert von
80 nM. Dieser Wert ist in guter Ubereinstimmung mit dem ermittelten ICs;-Wert von 67.9 nM +

8.9 nM.
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7 Biologische Testung

Die im Screening gefilterten und gekauften Substanzen (s. Abschnitt 5.6.5 auf S. 141) wurden schliel3-
lich in dem im Rahmen dieser Arbeit entwickelten Assays (s. Experimenteller Teil 11.2.6 auf S. 218)

getestet.

7.1 Erste Auswahl

Fir jede Substanz wurde die inhibitorische Aktivitdt in der ATP-Bindetasche der Gyrase in einer Dop-
pelbestimmung mithilfe der Fluoreszenzausléschungsmethode bestimmt. In allen Messreihen wurde
jeweils eine Negativkontrolle () — Messung ohne Zugabe einer weiteren Substanz — durchgefiihrt.
Zusatzlich wurden jeweils zwei Positivkontrollen (+) verwendet, die Novobiocin in einer Konzentrati-
on enthielten, die die Gyrase vollstandig inhibierte. In Abbildung 7.1 bis Abbildung 7.4 sind die Er-
gebnisse der Messung in der gleichen Reihenfolge dargestellt, wie sie auch wahrend des Experiments
getestet wurden. Dadurch kdnnen bspw. Trends oder Verschleppungen besser nachverfolgt werden.
Flr das erste in vitro Screening lag der Fokus auf dem Auffinden von neuen Hitstrukturen. Viel wich-
tiger als die quantitative Einschatzung war daher die qualitative Bewertung, ob eine Hemmung der
Gyrase stattfand oder nicht. Daher waren kleinere Schwankungen wahrend der Messreihe auch ak-
zeptabel und vernachlassigbar. Alle Substanzen wurden auf einem Niveau von 100 uM getestet. Flr
jede Substanz wurde zusatzlich Gberprift, ob sie durch Beeinflussung des Phosphomolybdato-
Malachitgriin-Komplex falsch-negative Ergebnisse lieferte oder den Assay, z .B. durch Eigenfluores-

zenz, verfalschten.

60 -~
50.19 51.23 53.26

47.64
50 46.58 47.6 4471 45.30 46:88 4578 4737 14.02

30
18.79 18.55

10 -

Phosphatkonzentration [uM]

- 55 55 70 70 123 123 57 57 101 101 + +
Substanz

Abbildung 7.1 — Messung 1. Keine Substanz inhibierte die Phosphatfreisetzung auf dem Niveau von der Positivkontrolle. +:
Positivkontrolle; -: Negativkontrolle.
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Abbildung 7.2 — Messung 2. Keine Substanz inhibierte die Phosphatfreisetzung auf dem Niveau von der Positivkontrolle.
Bei 96 war die Freisetzung jedoch deutlich niedriger und bei 61 leicht niedriger als bei der Negativkontrolle. +: Positivkon-
trolle; -: Negativkontrolle.
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Abbildung 7.3 — Messung 3. Keine Substanz inhibierte die Phosphatfreisetzung auf dem Niveau von der Positivkontrolle. +:
Positivkontrolle; -: Negativkontrolle.
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Abbildung 7.4 — Messung 4. Keine Substanz inhibierte die Phosphatfreisetzung auf dem Niveau von der Positivkontrolle. +:
Positivkontrolle; -: Negativkontrolle.
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Keine der untersuchten Substanzen (s. Abbildung 7.1 bis Abbildung 7.4) zeigte eine Hemmung auf
dem Niveau von Novobiocin. Lediglich die Substanzen 96 und 61 in Abbildung 7.2 zeigten Tendenzen,
die auf eine schwache Hemmung hindeuteten. In diesem Fall lagen jedoch auch die Positiv-Werte
von Novobiocin schon bei einer hohen Phosphatkonzentration (im Durchschnitt bei 19.1 uM). Fir
beide Substanzen wurde zur Verifizierung ein Supercoiling-Assay (s. Experimenteller Teil 11.2.5 auf S.
218) durchgefiihrt. Daflir wurde 96 bei einer Konzentration von 100 und 200 uM und 61 bei 100 uM
getestet (s. Abbildung 7.5). Keine der Substanzen wies im Supercoiling-Assay eine nachweisbare
Hemmung auf.

9% 9% 61
BP  Ladder - 200pM 100pM 100puM  +

3.0k — — a—
25k
2.0k -- -

Abbildung 7.5 — Supercoiling-Assay der Hit-Kandidaten von der ersten Auswabhl.
Flr die Substanzen konnte keine Inhibition der Gyrase nachgewiesen werden. BP:
Basenpaare; S: reines Substrat ohne Inkubation; —: Inkubation ohne Inhibitor
(Negativkontrolle); +: Inkubation mit Novobiocin (Positivkontrolle).

7.2 Zweite Auswahl

Fir die zweite Auswahl wurden die Substanzen aus Abschnitt 5.6.6 auf S. 144 getestet, die mithilfe
eines 3D-QSAR Modells und den Erkenntnissen der ersten Messreihe ausgewdahlt wurden. In der
zweiten Messung wurde mit diesen Substanzen genauso wie bei der ersten Messreihe verfahren, mit

dem Unterschied, dass die Substanzen zunachst auf einen Niveau von 500 puM getestet wurden.

35 + 32.62 32.92
30.42

i 27.51
30 7.5 27.07 55 45 27.21

10 - 7.03
5.18

Phosphatkonzentration [uM]

145 145 - + 125 125 132 132 +
Substanz

Abbildung 7.6 — 1. Messung. Keine Substanz wies eine signifikante Hemmung auf. +: Positivkontrolle; -: Negativkontrolle.
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Abbildung 7.7 — 2. Messung. Die Enzymlésung war unzureichend gemischt, so dass die Phosphatfreisetzung stark schwank-
te. Der Vergleich mit der Negativ- und Positivkontrolle lieB dennoch den Schluss zu, dass keine Substanz eine Aktivitat
besaR. Dies konnte in separaten Messungen™ bestitigt werden. +: Positivkontrolle; -: Negativkontrolle.
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Abbildung 7.8 — 3. Messung. Die Substanz 126 inhibierte die Phosphatfreisetzung auf dem gleichen Niveau wie die Positiv-
kontrolle. Damit war Substanz 126 ein Hit-Kandidat. +: Positivkontrolle; -: Negativkontrolle.
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Abbildung 7.9 — Messung 4. Substanz 133 konnte die Freisetzung auf dem gleichen Niveau wie Novobiocin hemmen. Bei
Substanz 137 konnte eine leicht verminderte Phosphatkonzentration bestimmt werden. Die Substanz zeigte aber in dem
Kontrollversuch eine schwache Eigenfluoreszenz, die in der Folge zu einer leichten Abnahme der bestimmten Phosphat-
konzentration fiihrte. Daher handelte es sich bei 137 um keinen Hit-Kandidaten. +: Positivkontrolle; -: Negativkontrolle.

Xiv

Personliche Kommunikation mit Pia Schieback aus der Arbeitsgruppe von Thomas Lemcke Institut fir Phar-
mazie der Universitdat Hamburg.
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Abbildung 7.10 — Messung 5. Substanz 128 und 127 waren beide fluoreszierende Substanzen. Dies fiihrte dazu, dass die
scheinbar bestimmte Phosphatkonzentration negative Werte besal (fir 128: -2.21 uM und -3.89 uM; fur 127: -111.19 uM
und -112.49 pM). 140 wies eine partielle Inhibition der Gyrase auf. +: Positivkontrolle; -: Negativkontrolle.

In dieser Messreihe inhibierten drei Substanzen die Gyrase: 126 (s. Abbildung 7.8), 133 (s. Abbildung
7.9) und 140 (s. Abbildung 7.10). Sowohl 126 als auch 133 wiesen bei 500 uM eine vergleichbare
Hemmung wie Novobiocin auf. Daher war bei diesen beiden Substanzen davon auszugehen, dass sie
bei einer Konzentration von 500 uM die Gyrase komplett inhibieren. Bei 140 zeigte die Gyrase noch
eine partielle Aktivitat. Aufgrund ihrer starken Eigenfluoreszenz konnten die Substanzen 128 und 127

(s. Abbildung 7.10) nicht ausgewertet werden.

Die Gelelektrophorese bestatigte diese Ergebnisse (s. Abbildung 7.12). Alle Hit-Kandidaten aus der
zuvor gefundenen Messung konnten verifiziert werden. Zusatzlich konnte auch fir Substanz 127
nachgewiesen werden, dass sie das Supercoiling der DNA durch die Gyrase inhibieren kann. Ohne

eine weitere Messmethode kann dieser Hit-Kandidat jedoch nicht validiert werden.

BP  Ladder S - 126 133 127 140 +

Abbildung 7.11 — Supercoiling-Assay der Hit-Kandidaten von der zweiten Auswahl. Alle Substan-
zen wurden bei einer Konzentration von 500 uM getestet und verhinderten das Supercoiling der
DNA. BP: Basenpaare; S: reines Substrat ohne Inkubation; —: Inkubation ohne Inhibitor (Negativ-
kontrolle); +: Inkubation mit Novobiocin (Positivkontrolle).
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Zur abschlieBenden analytischen Charakterisierung der identifizierten Hits wurde schlieBlich mittels
HPLC und LC-MS die Reinheit und Identitdt untersucht (s. Experimenteller Teil 11.1 auf S. 213). Alle
Substanzen besallen bei einer Wellenlange von 250 nm eine (iber HPLC ermittelte Reinheit von

> 95 % (s. Anhang 12.4 auf S. 232 ff.). 126 und 140 wurden anhand ihrer Masse eindeutig identifiziert.

Die Masse von 133 stimmte jedoch nicht mit dem erwarteten Wert tiberein: [133 + H'] sollte eine
exakte Masse von 381.1458 Da besitzen, experimentell ermittelt wurde aber eine Masse von
380.1504 Da (s. Anhang 12.4 auf S. 234). Die Differenz der Masse lieRe sich durch Substitution einer
Aminogruppe mit einer Methylgruppe erklaren. Eine Elementaranalyse konnte diesen Verdacht er-
harten (s. Anhang 12.4 auf S. 234). Es handelte sich bei der getesteten Substanz nicht um
ZINC171177625 (133), sondern um dessen Derivat ZINC17117749 (149; s. Abbildung 7.12), welches
beim Lieferanten unter sehr dhnlichem Namen verfligbar war: Amb21997829 (133) gegeniber
Amb21997834 (149). Die exakte Masse von [149 + H'] betrdgt 380.1506 Da und liegt in guter Uber-

einstimmung mit dem experimentell bestimmten Wert von 380.1504 Da (s. o.).

ZINC171177625 ZINC17117749

133 149
Abbildung 7.12 - Links: Die urspriinglich bestellte Substanz 133. Rechts: Die
erhaltene Substanz 149.
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8 Evaluierung

In dieser Arbeit konnten drei neue, bisher unbekannte Inhibitoren der ATPase der GyrB-Untereinheit
gefunden werden: Substanzen 126, 133 und 140 (s. Abschnitt 7.2 auf S. 187). Im Folgenden soll zu-
nachst eine allgemeine Evaluierung der strukturbasierten Leitstruktursuche erfolgen. Im Anschluss
werden die Substanzen, ihre Cluster, ihr potentieller Bindungsmodus und die Weiterentwicklungs-

moglichkeiten diskutiert.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden drei verschiedene Rontgenkristallstrukturen der Gyrase von E. coli
identifiziert, flir deren Bindetasche unterschiedliche Konformationen vorlagen (s. Abschnitt 2). Im
weiteren Verlauf konnte nachgewiesen werden, dass die Substanzen, die in die jeweiligen Bindeta-
schen gedockt wurden, sich bei den einzelnen Strukturen sehr stark unterschieden (s. Abschnitt 5.6
auf S. 123). Dies bestatigte das Vorgehen, fiir das Screening unterschiedliche Proteinstrukturen zu
verwenden, um eine hohere Diversitat an potentiellen Hits zu erlangen. Die genaue Analyse der Was-
sermolekiile in der Bindetasche (s. Abschnitt 2.3.2 auf S. 50) erwies sich ebenfalls als essentiell. So-
wohl die korrekte Vorhersage von Wat A, ohne das aufgrund der strukturellen Instabilitdt vermutlich
kein Hit gefunden worden ware, als auch die optionale Struktur von 3G7E mit Wat B waren wichtig.

Der Hit 140 wurde aufgrund eines Dockingergebnisses in letzterer Struktur ausgewahilt (s. u.).

Fir die Substanzbibliothek wurde eine gefilterte Version der ZINC-Datenbank gewahlt. Neben den
Filterkriterien fir chirale Substanzen waren vor allem die MolekiilgréRe und die Anzahl der drehba-
ren Bindungen fiir die erste Reduktion entscheidend (s. Abschnitt 3.3 auf S. 66). Wahrend der biolo-
gischen Testung bereiteten jedoch einige Substanzen Probleme, da sie weder in Wasser noch in
DMSO vollstandig l6slich waren (bspw. auch der Hit 133). Die cLogP-Werte wurden wahrend der Er-
stellung der Filterkriterien ebenfalls analysiert (s. Abschnitt 3.3 auf S. 71), aber aufgrund unplausibler
Protonierungen und Tautomere nicht weiter verfolgt. Des Weiteren erschienen diese Werte auch
innerhalb eines glinstigen Bereichs verteilt zu sein. Moglicherweise favorisiert der Screening-Prozess
auch lipophile Substanzen — ein bereits haufig beobachtetes Phdanomen und Problem in der Leitstruk-
tursuche [266]. Es kann eine weitere Optimierung auch in Richtung hydrophilerer, kleinerer Molekile

erfolgen, so dass auch aus retrospektiver Sicht auf eine weitere Filterung verzichtet werden kénnte.

Das Docking mit cRAISE (s. Abschnitt 4.2.3 auf S. 98) ist grundlegend positiv zu bewerten. Mithilfe
dieses Tools gelang es, innerhalb weniger Monate, in der Summe (iber 15 Mio. Protein-Ligand-
Komplexe zu erzeugen sowie sie zu bewerten und den Datensatz dabei erheblich zu reduzieren. Ein
besonderer Vorteil, der nicht geplant und vorhersagbar war, bestand in der sehr guten Kombination
der Zielstruktur der Gyrase, der Docking-Methode von cRAISE und dem Rescoring mit PLP-Score wah-

rend der Nachprozessierung (s. Abschnitt 0 auf S. 111). Diese erméglichte eine auRergewdéhnlich gute
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Anreicherung von aktiven Substanzen. Dadurch war es im Folgenden moglich, die Anzahl der Posen

durch das Leader-Clustering (s. woanders) drastisch zu reduzieren.

Fir die biologische Testung konnte einerseits ein Supercoiling-Assay etabliert werden. Andererseits
konnte ein bekannter auf einer Absorptionsmessung basierender Assay, der bisher nur fiir die GyrB-
Untereinheit durchgefiihrt wurde, auf die Gesamtgyrase Ubertragen und angepasst werden (s. Ab-
schnitt 6.2.2 auf S. 157). In einer weiteren Optimierung konnte die Reproduzierbarkeit und Nach-
weisgrenze durch die Weiterentwicklung zu einem auf der Fluoreszenzausléschung basierenden As-
say, der noch nicht fiir die Gyrase beschrieben ist, erheblich gesteigert werden. Dies ermoglichte die
schnelle und sichere Bestimmung der Aktivitdt einer relativ groRen Anzahl an Substanzen (s. Ab-

schnitt 6.2.4. auf S. 159).

Ein zunachst aufgetretener Kritikpunkt in dieser Arbeit bestand darin, dass bei der ersten Auswahl
keine Substanz im getesteten Konzentrationsbereich eine inhibitorische Aktivitat zeigte. Eine erste
Evaluierung fand schon in Abschnitt 5.6.6 auf S. 144 statt. Neben der bereits diskutieren Problematik
des strukturbasierten Designs lag ein weiterer wichtiger Grund in der begrenzten Anzahl an erwor-
benen Substanzen. Es wurden lediglich 20 Substanzen gekauft. Das entspricht nur einem Anteil von
ca. 6 ppm von den urspriinglich 3.4 Mio. Substanzen, die mit cRAISE gedockt wurden. Zum Auffinden
aktiver Substanzen musste bei 20 gekauften Substanzen die Erfolgsrate nach allen Reduktionschrit-
ten bei 5 % liegen, um zumindest einen Hit zu finden. Zusatzlich erschwert die Auswahl einer kleinen
Anzahl zu testender Substanzen die Wahl der Hypothesen, die fiir die erfolgreiche Vorhersage der
Bindung angenommen werden kénnen: Dies betrifft z. B. die Auswahl von protonierten Pyridinen in
der tiefen E-Tasche von 3G7E, die womdglich ungeeignet sind, dort zu binden. Zur Uberpriifung einer
Bindungshypothese war es jedoch unzureichend nur eine einzige Struktur mit diesem Merkmal zu
erwerben, da die Bindung von vielen verschiedenen Faktoren beeinflusst werden kann, wie die zu-

satzlichen Interaktionen in anderen Bereichen der Bindetasche.

Dennoch konnten mithilfe dieser ersten Auswahl wichtige Fragestellungen aufgegriffen und analy-
siert werden, so dass der Gesamtprozess letztendlich zu einem erfolgreichen Ergebnis flihrte. Dies
lasst sich schon damit belegen, dass in der Folge drei Hits gefunden werden konnten. Der Hit 126
wurde bspw. explizit aufgrund der aus der ersten Auswahl getroffenen Hypothesen zum Kauf ausge-

wahlt (s. u.).
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— Substanz 126

Bei 126 handelte es sich nicht um einen Cluster-
leader. Tatsdchlich handelte es sich sogar um eine HNV b
0 HN
Substanz, die verhaltnismaRig undhnlich zum Clus- N 0
YN HN
terleader 150 war (Tanimotokoeffizient 0.72 (der N, ,;,\\
Cutoff-Wert betrug 0.70); s. Abbildung 8.1). Fur 9 ~ o)
Ny S’
diese Substanz wurden die fiir die Auswahl ver- 00 w o \
/ (0]
wendeten Ansatze kombiniert: Zum einen wurde d
ZINC1586058 ZINC33320926
die im 3D-QSAR gut bewertete und gedockte Sub- 126 150

stanz 150 ausgewadhlt, zum anderen wurde die  Abbildung 8.1 — Links: Der ausgewéhlte Clusterleader
150. Rechts: Die erworbene Substanz 126.

Substanz 126 erworben, welche einen deutlich

kleineren Rest besaR, der in der E-Tasche binden wirde. Anhand der Ergebnisse der ersten biologi-
schen Testungen und den daraus geschlussfolgerten Erkenntnissen sollte die Substanz daher eine
bessere Aktivitat aufweisen (s. Abschnitt 5.6.6 auf S. 144). In dem zugehérigen Cluster waren insge-
samt 28 Substanzen enthalten. Der in 126 vorhandene Cyclopropyl-Gruppe bildete dabei den kleins-
ten Rest fur diesen Bereich. Bei einem anschlieRend durchgefiihrten Docking mit Glide in Analogie

zum Docking mit den Clusterleadern (s. Abschnitt 5.5 auf S. 120) konnte fiir 126 eine vergleichbare

Pose wie fiir 150 generiert werden (s. Abbildung 8.2).

KVAL-167

E—

Abbildung 8.2 — Durch ein Glide-Docking erhaltene Pose von 126 in 3G7E_1. Zur Ubersicht ist ein Abschnitt von Loop A
ausgeblendet.
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Die Interaktion mit dem Hauptpharmakophor fand lber einen Pyrazol-Kérper statt. Im W-Bereich
befand sich der Stickstoff des Amids, der eine Wasserstoffbriicke mit Asp73 ausbildete. In Verlange-
rung trat noch ein Cyclopropyl-Rest auf, der den hydrophoben Charakter dieses Bereichs betonte.
Der Sauerstoff des Amids befand sich knapp auBerhalb der Reichweite fiir eine Wasserstoffbriicke fir
Asn46. Ein ahnliches Interaktionsmuster mit dem Hauptpharmakophor konnten RONKIN et al. bei N-
Ethyl-Pyrazolamidderivaten identifizierten [88]. Jedoch unterschied sich die Struktur von den bisher
beschriebenen Inhibitoren. Ein besonderes Merkmal stellte das Sulfonamid dar: Einerseits stabilisier-
te das Sulfonamid durch die Interaktion mit dem Backbone des Phel04 den Loop B, andererseits
ermoglichte die Geometrie die Bindung des Morpholin-Ringes in der P-Tasche. Im A-Bereich der Ta-
sche befand sich lediglich eine Methoxygruppe, die nicht die typischen Interaktionen mit den basi-

schen Seitenketten im Ausgang der Bindetasche aufwies.

Fiir die weitere Optimierung zu einer Leitstruktur eignet sich der Cluster dieser Substanz nicht, da die
Clustermitglieder zu grofRe Reste fiir die E-Tasche besallen. Die Optimierung fiir die Interaktion mit
dem Hauptpharmakophor wurde schon durch weitergehende Untersuchungen abgedeckt (s. o.).
Daher besteht der interessanteste Abschnitt im Sulfonamid und den Variationen des Morpholin-
Ringes. Zusatzlich bietet die Substanz viele Veranderungsmoglichkeiten im A-Bereich, bei denen bei

dieser Substanz nur unzureichend Interaktionen vorhanden waren.
— Substanz 149

Bei der eigentlich bestellten Substanz 133 handelte es sich um 149 (s. Abschnitt 7.2 auf S. 188). Die
falschlicherweise erhaltene Substanz 149 weist jedoch eine sehr hohe Ahnlichkeit zu 133 auf. In Ta-
belle 8.1 ist der Cluster von 133 mit den entsprechenden Score-Werten und Platzierungen des PLP-
Rescorings aus Abschnitt 0 auf S. 111 gezeigt. Obwohl die Substanz starr war und damit wenige An-
passungsmoglichkeiten an die Bindetasche besaR, konnte sie in alle Proteinstrukturen gedockt wer-
den. Sogar die Clustermitglieder der Substanz wurden in fast jede Struktur, mit Ausnahme von
3G7E_2, erfolgreich gedockt und wiesen teilweise sehr gute PLP-Scores (< -115) auf. Dies verdeut-
licht, dass das grundsatzliche Pharmakophor von 133 sehr erfolgsversprechend ist. 149 war sehr dhn-
lich zu 153, das sich lediglich am R,-Substituenten Unterschied (Wasserstoff (149) zu Fluor (153)). 149
selbst war ebenfalls im urspriinglichen Datensatz enthalten, wurde aber nach dem ersten cRAISE-
Docking herausgefiltert: Die beste Platzierung erreichte die Substanz im Docking in 3G7E_1 mit ei-

nem cRAISE-Score von -31.4 und einem Rank von 263,084.

194



8. Evaluierung

Tabelle 8.1 — Ubersicht des Clusters von 133. Fiir jede Substanz ist der Unterschied t (1- Ty) zu 133 angegeben und der
Rank und Score vom Rescoring durch den PLP-Score aus dem Rescoring.

Nr. R; R, t Struktur  PLP-Rank  PLP-Score
1EI1 7,904 -108.1
1AJ6 250,434 -63.9
133 NH, H -
3G7E_1 139 -122.9
3G7E_2 93 -115.0
1EI1 3,041 -113.7
1AJ6 67,795 -82.9
151 NH, CI 0.01
3G7E_1 3,248 -108.7
3G7E_2 180 -112.3
1EI1 1,395 -117.7
1AJ6 42,391 -86.8
152 H H 0.05
3G7E_1 616 -116.2
3G7E_2 - -
1EI1 3,078 -113.7
1AJ6 75,114 -81.9
153 CH; F 0.10
3G7E_1 522 -117.0
1EI1 3,360 -113.2
1AJ6 242,722 -64.7
154 CH; Cl 0.11
3G7E_1 4,076 -107.6
3G7E_2 - -

Zur Analyse der Pose wurde 149 im Nachhinein mit Glide entsprechend dem Vorgehen aus Abschnitt.
Abschnitt 5.5 auf S. 120 erneut gedockt. Dabei wurde der gleiche Bindungsmodus erhalten, der auch

bei 133 postuliert wurde (s. Abbildung 8.3).

Die Substanz 149 weist einige interessante Bindungseigenschaften auf. Das Hauptpharmakophor
interagierte dabei mit einem anellierten Triazolopyrimidin. Diese Stoffklasse selbst ist zwar noch
nicht beschrieben, das Interaktionsmuster mit Asp73 und Wat A, welches im weiteren Sinne von ei-
nem 7-Azaindol-Kérper erfillt wird, ist bekannt [73, 83]. Dennoch beinhaltet diese Struktur einige
neue Eigenschaften. Das Stickstoffatom des Wasserstoffbriickenbindungsakzeptors von 149 befand
sich einerseits in einer Guanidinpartialstruktur, deren Basizitdt durch den elektronenziehenden Effekt
des Carbonyls leicht abgeschwacht war, andererseits war dieser Stickstoff auch Teil einer Amidin-
struktur. Dadurch wurde der basische Charakter des Stickstoffs insgesamt verstarkt und begiinstigte

die Wasserstoffbriicke zum Wat A.
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/

Abbildung 8.3 — Durch ein Glide-Docking erhaltene Pose von 149 in 3G7E_1. Zur Ubersicht ist ein Abschnitt von Loop A
ausgeblendet.

Der W-Bereich der Bindetasche wurde nicht besetzt. Daher ist unklar, ob das Wat B im Komplex vor-
handen ist oder nicht. Mit dem Stickstoff der Triazol-Gruppe befindet sich zumindest ein Wasser-
stoffbriickenbindungsakzeptor in 2.7 A Entfernung zur Position des Wat B. Ein weiterer bemerkens-
werter Unterschied zu bekannten Komplexen bestand im Carbonyl-Sauerstoff am Ringsystem. Dieser
befand sich in einer Entfernung von 3.1 A zum Asn46. Bisherige Inhibitoren, wie bspw. der literatur-
bekannte Ligand in 3G7E, interagieren zwar mit Asn46, allerdings findet diese Interaktion in der Regel
Uber die E-Tasche statt. Aus der Kristallstruktur von 1AJ6 ist bekannt, dass diese Aminosdure zumin-
dest flexibel ist, da sich dort das Sauerstoffatom des Amids von der Seitenkette in Richtung der Ta-
sche dreht. Moglicherweise ist dies auch fir das Stickstoffatom des Amids moglich, so dass eine
stabile Wasserstoffbriicke in Richtung der P-Tasche ausgebildet wird. Eine weitere entscheidende

Interaktion findet mit Arg76 lGber ein n-Kationen-Stacking statt.

Damit bietet 149 hervorragende Optimierungsmoglichkeiten. Einerseits werden Schliisselinteraktio-
nen mit dem Protein ausgebildet: Wat A, Asp73, Asn46 und Arg76. Andererseits sind die weiteren
Bereiche zum groRten Teil von Kohlenwasserstoffen besetzt, die Moglichkeiten fir Weiterentwick-
lungen bieten. Dabei sind vor allem der Phenylrest in der P-Tasche, die fehlende Interaktion zum
Argl36 im A-Bereich oder die W-Tasche zu nennen. Weiterentwicklungen in diesen Bereichen wiir-
den auch Einfluss auf die bisher ungiinstigen Eigenschaften, wie die Planaritdt und schlechten L6-
sungseigenschaften nehmen. Weiterhin beglinstigte die gute synthetische ErschlieRbarkeit dieser
Gruppe [267] und die Verfligbarkeit von den vorgestellten, sehr dahnlichen Derivaten (151 — 154) gute

Ansatzpunkte fir ein besseres Verstandnis der Bindungspose und die Optimierung dieser Struktur.
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— Substanz 140

Bei 140 handelte es sich um einen Clusterleader. Der zugehérige Cluster bestand aus sechs weiteren
Mitgliedern, die in ihren Bindungseigenschaften wahrscheinlich sehr heterogen waren. Die gemein-
same Komponente fir die verschiedenen Strukturen war der Oxazolopiperidin-Koérper (s. Abbildung
8.4). Fiir die Hauptinteraktion mit dem Asp73 und dem Wat A war bei 140 jedoch der Aminopyrazol-
Rest verantwortlich. Dieser trat auBer bei 140 nur bei 155 und 156 auf. 159 und 160 wiesen hingegen

vollkommen andere Ringsysteme an dieser Stelle auf.

Cl

ZINC71415541 ZINC67869340 ZINC67654707 ZINC67642096
140 155 156 157
Leader 0.05 0.07 0.14

N
N= HZN\« =
HN_/ N—/

o
N N
o 0 _
N N

Cl Cl

ZINC15064882 ZINC12708306 ZINC67947550
158 159 160
0.17 0.18 0.18

Abbildung 8.4 — Cluster von 140. Fiir alle Substanzen sind der ZINC-Name und die Unterschiede (1

- Tanimotokoeffizient) zum Leader angegeben.
Flir 140 war die Bestimmung der Pose am anspruchsvollsten. Die Substanz wurde aufgrund ihrer
Pose in 3G7E_2 ausgewahlt. Dabei war insbesondere die gute Bewertung durch das 3D-QSAR Modell
und die interessante Interaktionsmuster entscheidend. Die Pose selbst muss in 3G7E_2 durchaus
kritisch bewertet werden. Die Substanz wies Uberschneidungen mit der Oberfliche des Enzyms auf

und war gleichzeitig gestaucht (s. Abbildung 8.5).
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Abbildung 8.5 — Glide-Pose von 140 in 3G7E_2. Clashes mit dem Protein sind rot, interne Clashes orange eingekreist. Links:
Die Proteinoberflache ist als Gitter und 140 als Sphéare dargestellt. Rechts: Der Ligand ist als Stick in gleicher Orientierung
und Perspektive wie bei der linken Darstellung gezeigt.

Nach der Verifizierung, dass es sich um einen Hit in der biologischen Testung handelte, wurden daher
nochmal Glide-Dockings in den verschiedenen anderen Enzymstrukturen mit diesem Liganden durch-
geflihrt. Die Prozedur war analog zum Postprocessing (s. Abschnitt 5.5 auf S. 120), mit dem Unter-
schied, dass pro Ligand bis zu zehn Posen herausgeschrieben wurden. Fir 140 konnten dabei in den
verschiedenen Strukturen sehr unterschiedliche Bindungsmodi gefunden werden. Generell traten in
den Posen in den kleineren Taschen 3G7E_1 oder 3G7E_2 zumeist Clashes auf. Die von Glide bestbe-
wertete Pose wurde im Docking mit 1EI1 ermittelt: -8.314 kcal/mol (zum Vergleich, die urspriingliche
Pose in 3G7E_2 (s. Abbildung 8.5): -6.620 kcal/mol). Der Bindungsmodus war fir ein Docking in 1EI1
uniblich, da sowohl die A-Tasche als auch die P-Tasche komplett unbesetzt blieben (s. Abbildung
8.6). 140 band dafiir im Bereich des Loop A, vergleichbar mit dem Isopropenyl-Rest vom Novobiocin
in dieser Struktur. Dort befand sich der der Fluorphenyl-Rest von 140 in einem sehr engen hydropho-
ben Interaktionsnetz. Auch fiir den Oxazol-Ring gab es mit lle49 und Ser108 gute mdgliche Interakti-
onspartner. Das Hauptpharmakophor interagierte mit dem Aminopyrazol-Kérper von 140. Aminopy-

razole sind eine bisher noch nicht beschriebene Substanzklasse fur diese Interaktion.
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Abbildung 8.6 — Glide-Pose von 140 in 1EI1.

Beim Glide-Docking in 1AJ6 trat ebenfalls ein Bindungsmodus auf, der dem in Abbildung 8.6 dhnelte.
Weiterhin gab es bei diesem Docking auch eine Pose, bei der 140 in Richtung des A-Bereichs band (s.

Abbildung 8.7). Der Glide-Score war mit -6.315 kcal/mol jedoch deutlich schlechter.

Abbildung 8.7 — Glide-Pose von 140 in 1AJ6.
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Diese Pose ahnelte mehr den bisherigen Liganden in bekannten Kristallstrukturen, bei denen der A-
Bereich vor der Interaktion mit dem A-Loop stattfindet (vgl. auch Novobiocin s. Abschnitt 2.1 auf S.
27). Fir diese Pose sprachen die sehr kurzen und stabilen Interaktionen zum Wat A und Asp73 mit
jeweils 2.7 A. Weiterhin waren noch Interaktionen im W- und E-Bereich méglich. Positiv zu bewerten

war auch hier das schon zuvor haufig vorkommende m-Kationen-Stacking mit dem Arg76.

Damit wies die Substanz 140 ebenfalls gute Eigenschaften fiir eine weitere Entwicklung auf. Im Ver-
gleich zu 149 war der Cluster von 140 nicht so ergiebig, da die verschiedenen Clustermitglieder sich
in dem Hauptpharmakophor zum Teil erheblich unterschieden. Fir die Weiterentwicklung dieser
Substanz ware es zunachst erforderlich, den genauen Bindungsmodus zu ermitteln, der hier nicht
abschlieRend geklart werden konnte. Dafir wies 140 einige interessante Merkmale auf: Ein neues
Fragment fiir die Hauptinteraktion mit Wat A und Asp73, mit, unabhangig von der Pose, Optimie-
rungsmoglichkeiten im W- und E-Bereich. Der Piperidin-Ring des Molekiils wird voraussichtlich kei-
nen grolRen Einfluss auf die Bindung nehmen und ware daher variabel. Viel Raum zur Optimierung
wird zusatzlich durch den P- und den A-Bereich geboten. Des Weiteren bietet der Oxazol-Ring in Ab-

hangigkeit vom Bindungsmodus interessante Ansatze fir eine Weiterentwicklung.

200



201



202



9 a. Zusammenfassung

9 a Zusammenfassung

Die zunehmende Resistenzentwicklung von Bakterien gegenliber Antibiotika erfordert die Suche
nach innovativen Wirkstoffen mit neuen Wirkmechanismen. Ziel dieser Arbeit war die Suche nach
neuen Substanzklassen fiir die Hemmung der ATPase-Untereinheit der Gyrase von Escherichia coli (E.
coli), die eine bekannte, aber nicht in der klinischen Anwendung befindliche Zielstruktur zur Behand-
lung von bakteriellen Infektionserkrankungen darstellt. Dafiir wurde eine strukturbasierte Leitstruk-

tursuche durchgefiihrt, deren Ablauf in Abbildung 9a.1 schematisch dargestellt ist:

Bei der Analyse der Zielstrukturen konnten drei Rontgen- e
Zielstruktur

kristallstrukturen der GyrB-Untereinheit von E. coli iden-

tifiziert werden, die in der ATP-Bindestelle einzigartige
Bibliothek-
Charakteristika aufwiesen. In allen Komplexen konnte ein erstellung

strukturell essentielles Wassermolekil identifiziert wer- Evaluierung

Virtual
Screening

Nachprozes-

sierung

den. Zusatzlich wies einer der Protein-Ligand-Komplex

ein weiteres, optionales Wassermolekdl auf. Damit stan-

. X X . . Biologische
den drei vorbereitete Zielstrukturen mit einem Wasser- Testung

molekll und eine Zielstruktur mit zwei Wassermolekilen
o Beschaffung

flr das virtuelle Screening zur Verfiigung.

) o o Abbildung 9a.1 — Schematisches Vorgehen der
Die Substanzbibliothek wurde mithilfe der ZINC- strukturbasierten Leitstruktursuche.

Datenbank erstellt, einer vorgefilterten Datenbank mit kommerziell erhdltlichen Substanzen. Fiir
diese wurden weitere physikochemische Filter erarbeitet, die den Datensatz von urspriinglich
11 Mio. Substanzen auf 3.4 Mio. reduzierten. Die Bibliothek wurde mithilfe von cRAISE®, einem High-
Throughput virtual Screening (HTvS)-Tool, in jedes der vier zuvor vorbereiteten Proteine gedockt.
Dabei wurden zwei aufeinanderfolgenden Dockings mit steigender Komplexitat durchgefiihrt. Insge-
samt konnten von den 3.4 Mio. Substanzen ca. 360,000 Substanzen erfolgreich in den verschiedenen

Proteinen positioniert werden.

Der Arbeitsablauf der darauf folgenden Nachprozessierung wurde zunachst mit einem Testdatensatz,
der aus bekannten aktiven und automatisch generierten inaktiven Substanzen zusammengesetzt
war, entworfen und evaluiert. Die endgililtige Vorgehensweise bestand aus den folgenden Schritten:
einem Rescoring, einem Leader-Clustering (iber Fingerprints und einem erneutem Docking mit Glide.
Die final erhaltenen Posen von Glide wurden einer genauen visuellen Analyse unterzogen und fihr-

ten zur Auswahl von 20 Substanzen, die nachfolgend erworben wurden.

* Das Screening mit cRAISE wurde im Arbeitskreis von Matthias Rarey aus dem Zentrum fiir Bioinformatik der
Universitdt Hamburg durchgefuhrt.
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Fiir die biologische Testung konnten zwei Assays etabliert werden: Fir das primare Screening wurde
ein auf einer Fluoreszenzausloschung basierender Assay entwickelt, der fir die Gyrase noch nicht
beschrieben wurde. Die Validierung der Hits erfolgte mithilfe eines literaturbekannten Supercoiling-
Assays. Wahrend der Testung zeigte jedoch keine der erworbenen Substanzen eine signifikante Inhi-

bition der Gyrase.

Nach einer Evaluierung dieser Ergebnisse, der Analyse der verwendeten Bindungshypothesen und
mithilfe von 3D-QSAR-Modellen™ wurden 23 weitere Substanzen aus dem Glide-Docking ausgewahlt
und erworben. Bei einer Konzentration von 500 uM wiesen zwei Substanzen eine vollstandige und
eine Substanz eine partielle Inhibition der Gyrase auf. Damit konnten drei neue kompetitive Inhibito-
ren der ATPase der Gyrase gefunden werden (s. Abbildung 9a.2). Diese Hit-Strukturen weisen alle
neue Interaktionsmuster mit der Bindetasche der ATPase auf und kénnen zu Leitstrukturen fiir neue

Antibiotika weiterentwickelt werden.

N )
HN
g N °
i
(7
/o cl
126 140 149

Abbildung 9a.2 —Hit-Strukturen der strukturbasierten Leitstruktursuche.

Xvi

Die 3D-QSAR-Modelle wurde im Arbeitskreis von Thomas Lemcke im Institut fur Pharmazie der Universitat
Hamburg entwickelt.
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9 b Summary

Bacteria are a growing threat to mankind because acquired resistance to all known antibiotics is in-
creasing permanently. Therefore, it is necessary to design novel and superior antibiotics with new
modes of action. The aim of this work was to develop inhibitors for the ATPase of the gyrase of Esch-
erichia coli (E. coli), which is a well-known target, but is currently not used in antibacterial therapy.
The structure-based lead discovery procedure, which is shown schematically in figure 9b.1, was uti-

lized for this task.

Analysis of the Protein Data Bank resulted in three dif-
analysis of

ferent x-ray structures of E. coli with unique characteris- SHISSE

tics in the binding site. Within the binding pocket several

library

conserved water molecules occurred. One water mole- Beneration

cule could be identified as highly conserved and struc- )
evaluation

virtual
screening

turally important. Besides, there was an additional op-

tional water molecule in one crystal structure. As a re-

sult, four different targets were chosen, which were used biological post- I
testing processing
in the screening process: three targets with one water \
B acquisition
molecule and one additional target with two water mol-

ecules. Figure 9b.1 — Schematic overview of the struc-
ture-based lead discovery.

The compound library was created from the ZINC data-
base, a prefiltered database for commercially-available compounds. This dataset was filtered using
additional physicochemical properties to reduce the initial 11 million to 3.4 million compounds. The

Xvii

filtered compound library was subsequently docked utilizing cRAISE™, a High-Throughput virtual
Screening (HTVS) tool, into all four prepared targets. For this purpose, two consecutive steps with
increasing complexity to place each compound within the binding site were used. Finally, 360,000 out

of the 3.4 million substances were successfully docked.

The workflow for the following Postprocessing was developed and evaluated with a set of literature
known actives and automatically created non-actives. The final workflow included the following
steps: rescoring, leader clustering with fingerprints and redocking with Glide. Eventually, the poses

from Glide were carefully visually inspected and 20 compounds were subsequently purchased.

xvii

The screening was performed by the workgroup of Matthias Rarey from the Center for Bioinformatics, Uni-
versity of Hamburg.
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Two assays were established for biological testing: The primary screening was performed with a fluo-
rescence quenching based assay, which has not been described for gyrase yet. A literature known
supercoiling assay was additionally used to validate the initial hits. However, none of the 20 acquired

compounds significantly inhibited the gyrase.

After an evaluation of these results, analysis of the used binding hypotheses and with the aid of 3D-
QSAR models™" 23 additional substances were selected from the initial Glide docking and purchased.
Two of these compounds completely inhibited the gyrase and one compound showed a partial inhibi-
tion at 500 uM concentrations. Thus, three new competitive inhibitors of the ATPase of gyrase were
identified (see figure 9b.2). These hits all exhibit new protein-ligand interaction patterns in the bind-

ing pocket of the ATPase and may be developed into lead compounds for new antibiotics.

(o} H[{j /
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Figure 9b.2 — Hits of the structure based lead discovery.

xviii

The 3D-QSAR models were created by the workgroup of Thomas Lemcke from the Institute of Pharmacy,
University of Hamburg.
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10 Ausblick

Die Weiterentwicklung jeder Hit-Struktur erfordert zunachst die Synthese der jeweiligen Struktur und
anschlielend die Erstellung von Bibliotheken analoger (oder strukturell dhnlicher) Substanzen, um
Struktur-Wirkungsbeziehungen (SAR) zu untersuchen. Dabei |duft eine Hit zur Leitstruktur-
Optimierung (engl. Hit to Lead) ab. Fiir den Erfolg der Weiterentwicklung zu einem Antibiotikum lie-

gen die Schwerpunkte in folgenden Bereichen: Bindungsaffinitat, in-vivo-Aktivitat und Selektivitat.
— Bindungsaffinitat

Die Bindungsaffinitdt beschreibt, wie stark eine Substanz an das Enzym bindet. In diesem Kontext
beschreibt es damit die Starke der Hemmung. Fir eine antibiotisch wirkende Substanz ist eine sehr
hohe Bindungsaffinitdt notwendig, da die Substanz nicht nur in den menschlichen Kérper sondern
auch noch in das Bakterium gelangen muss. Dementsprechend sind nur niedrige Konzentrationen in
dem Bakterium selbst zu erwarten. Daher miissen Bindungsaffinitaten (ICs-Werte) im nano- oder
sogar subnanomolaren Bereich erreicht werden [268]. Die in dieser Arbeit gefundenen Substanzen
sind im mikromolaren Bereich aktiv. Allerdings sind die Hit-Strukturen noch nicht optimal an die Bin-
detasche angepasst, da die Auswahl der Substanzen aus einer sehr heterogenen Datenbank erfolgte.
Die Weiterentwicklung zu affineren Substanzen kann durch eine rationale strukturbasierte oder
ligandenbasierte Optimierung erfolgen. Aufgrund der Docking-Posen gibt es Vorstellungen lber den
Bindungsmodus. Durch Erweiterung des Datensatzes und weitere in vitro-Testungen werden das
Verstandnis und die Optimierung weiter verbessert. Idealerweise kann dieser Prozess durch eine

Strukturaufklarung, bspw. Rontgenkristallographie, unterstitzt werden.
— in-vivo Aktivitat

Neben der Untersuchung der Bindungsaffinitdat besteht ein weiterer wichtiger Schritt in dem Nach-
weis der in vivo Aktivitat. Aufgrund der besonderen Barriereeigenschaften fiir die Penetration in die
Bakterienzelle — einerseits durch die Struktur der Zellwdnde und andererseits durch zahlreiche ein-
und ausschleusende Transportproteine (z. B. Effluxpumpen) — ist die Vorhersage, ob die Substanz
auch an den Wirkort gelangt sehr schwierig [95]. Aufgrund der Komplexitat dieser Vorgange ist die
biologische Priifung mit Bakterienzellen die sicherste und unkomplizierteste Methode zur Bestim-
mung der Aktivitat. Erst mit diesem Test kann geklart werden, ob und bei welchen Bakterienstam-
men die Substanz an den Wirkort gelangen kann. Dies bestimmt letztendlich das Potential dieser

Substanz als Antibiotikum.
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— Selektivitat

Die Selektivitat gibt dariber Aufschluss, wieviel starker ein Molekiil an eine bestimmte Zielstruktur
bindet als an eine andere. Ob eine selektive oder unselektive Bindung vorteilhaft ist, hangt von den
zu untersuchenden Zielstrukturen ab. Die Betrachtung der Selektivitat kann fiir kompetitive Inhibito-
ren der Gyrase auf drei Ebenen erfolgen: innerhalb des Bakteriums selbst, gegeniber verschiedenen

Bakterien-Stammen und gegenliber menschlichen Zellen.

Fir die Selektivitatsbetrachtungen innerhalb des Bakteriums selbst ist vor allem die Hemmung von
dhnlichen Zielstrukturen wichtig. Neben der Gyrase gibt es eine weitere, strukturell sehr dhnliche
Topoisomerase, die DNA Topoisomerase IV (Topo IV). Die Hemmung zweier Zielstrukturen besitzt
deutliche Vorteile gegeniber einer einfachen Hemmung. Dadurch nimmt nicht nur die Effizienz fir
die Therapie zu, sondern die Haufigkeit der Entwicklung von Resistenzen erheblich ab. Ein Nachteil
von Novobiocin besteht darin, dass es die Gyrase selektiver als die Topo IV hemmt, wodurch eine
schnellere Resistenzentwicklung beglnstigt wird. Wird bei der Entwicklung von Gyrase-Hemmstoffen
auf eine gleichmaRige Hemmung der Gyrase und der Topo |V geachtet, kdnnen im Vergleich zu No-
vobiocin bis Gber 100fach niedrigere Resistenzbildungsraten beobachtet werden [269]. In der Protein
Data Bank (PDB) gibt es neben den Kristallstrukturen von der ATPase der GyrB-Untereinheit auch
verschiedene Kristallstrukturen der ATPase der ParE-Untereinheit (die ,B-Untereinheit” der Topo V).
Mithilfe eines strukturbasierten Designs und der schon in der Literatur beschrieben SAR-
Eigenschaften kann eine Optimierung zu einem dualen Inhibitor stattfinden. AbschlieBend sind expe-

rimentelle Messungen der Bindungseigenschaften mit der Topo IV notwendig.

Bei der Betrachtung verschiedener Bakterienstamme ist ebenfalls eine unselektive Hemmung er-
winscht. Nur wenn bei verschiedenen Stammen die Gyrase (und ggf. Topo IV) gehemmt wird, be-
steht die Moglichkeit, einer breiten Anwendung. Diese Entwicklung wird dadurch begiinstigt, dass die
ATPase-Domaéne in der Gyrase sehr stark konserviert ist. In der PDB-Datenbank sind ebenfalls ver-
schiedene Kristallstrukturen von verschiedenen Stammen zuganglich, die eine strukturbasierte Ana-
lyse ermdglichen. Entscheidend dafiir sind jedoch ebenfalls die in vivo-Bestimmungen bei verschie-
denen Stammen (s. 0.), da die Wirksamkeit insbesondere auch dadurch beeinflusst wird, ob die Sub-
stanzen die Zielstruktur erreichen. Dies ist insbesondere bei der Unterscheidung zwischen gram-

positiven und gram-negativen Bakterien wichtig;

Bei humanen Enzymen wiederum wird eine sehr hohe Selektivitdt erfordert: Die gefundenen Sub-
stanzen sollen moglichst selektiv die bakterielle Gyrase hemmen, ohne humane Enzyme zu beeinflus-
sen, um Nebenwirkungen zu vermeiden. Eventuelle Leitstrukturen sollten deswegen auf ihre Selekti-
vitdt hin untersucht werden. Die grofRte Sequenzdhnlichkeit weisen humane DNA Topoisomerasen

vom Typ Il auf. Weiterhin missen aber auch Enzyme untersucht werden, die, wie die Gyrase, zur
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GHKL-Klasse gehoren. Von Novobiocin ist bspw. bekannt, dass es auch das Heat Shock Protein 90
(HSP90) inhibieren kann [270]; erst kiirzlich gelang mithilfe von Strukturvariationen von Novobiocin
die Entwicklung neuer HSP90-Inhibitoren [271]. Dabei diente Novobiocin folglich als Leitstruktur fir
die Entwicklung von Inhibitoren des humanen Enzyms. Fiir diese Enzyme sind fiir erste Untersuchung
als Anti-Target Rontgenkristallstrukturen in der PDB-Datenbank verfligbar. Letztlich muss aber auch

hier die Selektivitat experimentell bestimmt werden.

Der Fokus der Weiterentwicklung besteht zunachst darin, mehr Substanzderivate zu synthetisieren
und weitere SAR-Informationen zu gewinnen. Die Erhohung der Bindungsaffinitat stellt das damit
verbundene Ziel dar. Dennoch sollten die anderen hier diskutierten Parameter parallel untersucht
und berticksichtig werden. Insbesondere die in-vivo-Aktivitat stellt bei der Entwicklung von Antibioti-
ka eine hohe Hiirde dar und sollte daher friihzeitig beachtet werden [268]. Methodisch kénnen auch
im weiteren Verlauf wieder strukturbasierte (z. B. Freien Bindungsenthalpie-Berechnungen) oder
ligandenbasierte (z. B. 3D-QSAR-Modelle) Methoden eingesetzt werden. Ein kontinuierlicher Zyklus

mit biologischen Experimenten ist aber dennoch notwendig.
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11 Experimenteller Teil

11.1 Arbeitstechniken

11.1.1 Hochleistungs-Fliissigchromatografie (HPLC)

Die analytische Chromatographie erfolgte an einer 1220 Inifitiy LC der Firma Agilent, Waldbronn. Als
Saule diente eine Poroshell 120 SB-C18 der Firma Agilent, Waldbronn (Poroshell 120, SB-C18, 4.6 x

150 mm, PartikelgrofRe 2.7 um).

Es wurde Acetonitril des Reinheitsgrads HPLC (99.8 %) der Firma VWR Chemicals, Darmstadt, ver-

wendet. Demineralisiertes Wasser wurde durch eine Millipore Mili-Q Filteranlage gereinigt.

Fir die Reinheitsbestimmungen wurde der in Tabelle Tabelle 11.1 — Gradient-Protokoll fiir die Reinheitsbe-
stimmung. A: Acetonitril; B: 0.5 % Ameisensaure in

11.1 aufgefiihrte Gradient verwendet. Alle unter- Wasser.

suchten Substanzen waren basisch, so dass die Zuga- Zeit Anteilvon A Anteil von B
L [min] [%] [%]
be von Ameisensaure in die wassrige Phase notwen- 0-2 5 98
dig war, um alle Molekiile vollstandig zu protonieren 2-12 85 15
. . 12-19 85 15
und damit scharfe Peaks zu erhalten. Es wurde ein 19-22 ) 98
starker Gradient von 2 % auf 85 % organische Phase 22-24 2 98

gewahlt, um auch mogliche hydrophobe Verunreinigungen zu detektieren.

11.1.2 Elementaranalyse

Die Elementaranalysen fiir CHNS-O-Messungen wurden an einem C/H/N-Analysator vario EL Il der

Firma elementar, Hanau, und an einem EuroEA der Firma EuroVektor, Milan (Italien), durchgefiihrt.

11.1.3 Massenspektrometrie

ESI-Massenspektren wurden mit einem MicrOTOF-Q-Instrument der Firma Bruker, Bremen, aufge-
nommen. Die Proben wurden in einem Actonitril/Wasser (0.5 % Ameisensaure)-Gemisch vermessen.
Flr die Aufnahme von HRMS-Spektren (High Resolution Mass Spectrometry, engl. fiir hochauflésende

Massenspektrometrie) wurde Natriumformiat als Standard eingesetzt.
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11.1.4 Weitere Gerite und Verbrauchsmaterialien

Tabelle 11.2 — Ubersicht aller verwendeten Gerite und Verbrauchsmaterialien mit deren Bezugsquellen.

Gerite/ Verbrauchsmaterialien

Hersteller

Gel-Dokumentation, BioDoc Analyze Systeme
Genesys 10S UV-Vis Spectrophotometer
Heizbad

Horizon 58 Gelelektrophoresekammer
Mikroliterpipette, Eppendorf Research plus
(100 — 1000 pL)

Mikroliterpipette, Finn Labsystems 4500
(0.5-10 pL, 5—40 pL, 40 — 200 pL)
Mikrotiterplatte, Brandplates pure Grade, farblos
Mikrotiterplatte, Nunc Delta Surface, weif
Mithras LB 940 Multitechnologie Mikroplattenleser
pH-Meter E512

Probenrohrchen 0,5 ml, Multiply-Pro
Probenréhrchen 0.2 ml, Multiply-Pro
Probenréhrchen 15 mli

Probenréhrchen 15 ml, SafeSeal Micro Tubes
Sterilfilter, Minisart 0.2 pm, 26 mm
Ultraschallbad, Sonorex Super

Vortex-Genie 2, 230V

Waage, Acculab Atilon

Zentrifuge, Minispin Eppendorf

Analytik Jena, Jena

Thermo Scientific, Dreieich
Memmert, Schwabach
Biometra GmbH, Goéttingen

Eppendorf, Hamburg

Thermo Scientific, Dreieich

Brand GmbH + Co. KG, Wertheim
Thermo Scientific, Dreieich

Berthold Technologies, Bad Wildbad
Metrohm, Filderstadt

Sarstedt, Nimbrecht

Sarstedt, Nimbrecht

Sarstedt, Nimbrecht

Sarstedt, Nimbrecht

Sartorius AG, Gottingen

Bandelin, Berlin

Scientific Industries, New York (USA)
Acculab, Goéttingen

Eppendorf, Hamburg
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Tabelle 11.3 — Ubersicht aller verwendeten Chemikalien mit deren Bezugsquellen.

Chemikalie, Qualitét

Hersteller

Acetonitril, HPLC Grade

Adenosintriphosphat (ATP)-Dinatriumsalz-Hydrat,
BioXtra (< 0.1 % anorganisches Phosphat)

Agarose, Bioreagenz

Ameisensaure, Rectapur
Ammoniummolybdat-Tetrahydrat, zur Analyse
Bovin Serum Albumin, fiir die Molekularbiologie
Chinaldinrot, 95 %

Citronensaure-Monohydrat, p. a.

Dichlormethan, zur Analyse

Dimethylsulfoxid (DMSO), zur Analyse
Dithiothreitol, fiir die Molekularbiologie

DNA Gyrase (E. coli) + DNA Gyrase (E. coli) Reaction
Buffer (Reaktionspuffer)

DNA Gyrase (E. coli) Substrate (relaxiertes Plasmid)
Eisessig, zur Analyse

Ethanol, zur Analayse

Ethidiumbromid-L6sung, zur Fluoreszenz
Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA) —Dinatriumsalz-
Dihydrat, for electrophoresis

GeneRuler 1 kb DNA Ladder + 6x DNA Loading Dye
(Ladungspuffer)

Glycerol, Ph. Eur.

Kaliumchlorid, zur Analyse
Kaliumglutamat-Monohydrat, puriss. zur Analayse
Magnesiumchlorid-Hexahydrat, Ph. Eur.
Malachitgriin-Oxalat, fiir die Mikroskopie
Methanol, HPLC Grade

Natriumhydroxid, puriss.

Novobiocin Natriumsalz, BC

Polyvinylalkohol, zur argentometrischen Titration
Salzsdure, rauchend

Spermidin, BC

Trikaliumphosphat, Reagenz
Tris(hydroymethyl)-aminomethan (TRIS), zur Analyse

VWR Chemicals, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Steinheim

Sigma-Aldrich, Steinheim
VWR Chemicals, Darmstadt
AppliChem, Darmstadt

Carl Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Steinheim
Sigma-Aldrich, Steinheim
Acros, Schwerte

VWR Chemicals, Darmstadt
VWR Chemicals, Darmstadt

New England Biolabs, Frankfurt

New England BiolLabs, Frankfurt
VWR Chemicals, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Steinheim
Sigma-Aldrich, Steinheim

Sigma-Aldrich, Steinheim

Thermo Fischer Scientific, Karlsruhe

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Steinheim
Merck, Darmstadt

VWR Chemicals, Darmstadt
VWR Chemicals, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Steinheim
AppliChem, Darmstadt
Merck, Darmstadt

Th. Geyer, Renningen
AppliChem, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Steinheim
Merck, Darmstadt
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11.2 Arbeitsvorschriften

11.2.1 10x-Tris(hydroxymethyl)aminomethan-Essigsaure-EDTA
—-(TAE)-Puffer

Fiir die Herstellung des Agarosegels und die Durchfiihrung der Gelelektrophorese wurde der TAE-
Puffer bendtigt. Dafiir wurde ein 10x-TAE-Puffer angesetzt: 5.7 mL Eisessig wurden mit ca. 40 mL
demineralisierten Wasser gemischt. Nach Zugabe von 1.85 g Dinatrium-EDTA-Dihydrat und 24.2 g
Tris(hydroxymethyl)aminomethan (Tris) und anschlieRendem Ldsen aller Bestandteile wurde die
Losung auf 50.0 mL aufgefillt. Die Losung wurde bei Raumtemperatur gelagert. Fir einen 1x-TAE-

Puffer wurde die Losung 1:10 verdinnt.

11.2.2 5x-Reaktionspuffer fiir Phosphomolybdato-
Malachitgriin-Komplex-Assay (RP)

Fiir die Durchfiihrung der auf den Phosphomolybdato-Malachitgriin-Komplex basierenden Assays
wurde folgender Reaktionspuffer angesetzt (5x-RP): 1.06 g Tris, 0.2033 g Magnesiumchlorid-
Hexahydrat, 0.4473 g Kaliumchlorid, 0.025 g bovines Serumalbumin und 14.806 g Glycerol wurden
mit bidestilliertem Wasser auf ca. 40 mL aufgefiillt und geldst. Mit Natronlauge oder Salzsdure wurde
der pH-Wert auf 7.5 (bei 25 °C) eingestellt. AnschlieRend wurde der Reaktionspuffer mit bidestillier-
tem Wasser auf 50.0 mL aufgefiillt. Die Losung wurde bei -20 °C gelagert. Fir die Verwendung muss-

te der Reaktionspuffer 1:5 verdiinnt werden.

11.2.3 Farbreagenz

Das Farbreagenz fir die auf den Phosphomolybdato-Malachitgriin-Komplex basierenden Assays wur-
de angelehnt an den Anweisungen von ROWLANDS et al. hergestellt [254]. Fiir das Farbreagenz wur-
den drei Losungen vorbereitet: A) 57.12 mg Malachitgriinoxalat wurden in 50 mL bidestilliertem
Wasser (£ 0,025 mol/L) gelost. B) 1.169 g Polyvinylalkohol wurden in 50 mL bidestilliertem Wasser
(2 2.32 % (m/V)) gelost. C) 4.94 g Ammoniummolybdat-Tetrahydrat wurden in 100 mL 6 M Salzsaure

(£ 0.040 mol/L) gel6st. Diese Losungen wurden im Kithlschrank gelagert.

Das Farbreagenz wurde fiir jede Messreihe ca. 30 Minuten vor der Messung frisch hergestellt. Dafir
wurden die Bestandteile im folgenden Verhaltnis gemischt A:B:C:bidestilliertem Wasser: 2:1:1:2.
AnschlieBend wurde die Losung (iber einen Sterilfilter (PorengroRe: 0.2 uM) filtriert und bei Raum-

temperatur stehen gelassen.
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11.2.4 Weitere Losungen

Zusatzlich wurden noch folgende Lésungen separat hergestellt:

— 60x-Dithiothreitol (DTT)-Losung
38.6 mg DTT wruden in 2.0 mL bidestilliertem Wasser geldst. Die Losung wurde bei -20 °C gelagert.

Fir die Anwendung musste die Losung 1:60 verdliinnt werden.

— 25x-Spermidin-Losung
18.2 mg Spermidin wurden in in 1.0 mL bidestilliertem Wasser gel6st. Die Lésung wurde bei -20 °C

gelagert. Fir die Anwendung musste die Losung 1:25 verdlinnt werden.

— 25x-Adenosintriphosphat (ATP)-L6sung
21.34 mg ATP wurden in 1.5 mL bidestilliertem Wasser geldst. Die Losung wurde bei -20 °C gelagert.

Fir die Anwendung musste die Losung 1:25 verdliinnt werden.

— 10x-Kaliumglutamat-Lésung
6.0969 g Kaliumglutamat wurden in 10 mL bidesilliertem Wasser gel6st. Die Losung wurde im Kihl-

schrank gelagert. Fir die Anwendung musste die Losung 1:10 verdiinnt werden.

— 30 %ige Citronensaure-Losung
2.77 g Citronensauremonohydrat wurden in 10.0 mL bidestilliertem Wasser geldst. Die Losung wurde

im Kihlschrank gelagert.

— Phosphatstandard-Reihe

Fir die Phosphatstandard-Reihe wurde zunachst eine 1 M Phosphat-Lésung hergestellt. Daflir wur-
den 2.1226 g Trikaliumphosphat in 10.0 mL bidestilliertem Wasser gel6st. Fiir eine 1 mM Phosphat-
Stammldsung wurden 50 pL der 1 M Phosphatlésung mit bidestilliertem Wasser auf 50.0 mL aufge-
flllt. Ausgehend von dieser Stammlésung wurden die Phosphatstandards wie folgt angefertigt: Das
entsprechende Volumen der Stammldsung (s. u.) wurde mit bidestilliertem Wasser auf 10.0 mL auf-

gefillt, um den jeweiligen Phosphatstandard herzustellen. Die Losungen wurden im Kihlschrank

gelagert.
Phosphatstandard [uM]  Stammldsung [pL] Phosphatstandard [uM]  Stamml&sung [uL]
500 5000 50 500
400 4000 40 400
300 3000 30 300
200 2000 20 200
100 1000 10 100
80 800 5 50
60 600 1 10
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11.2.5 Supercoiling Assay

Zunachst wurde zur Herstellung des Agarosegels eine 1 %ige Agarosesuspension in 1x-TAE-Puffer in
der Mikrowelle ca. 3 Minuten erhitzt, bis sich eine klare Losung bildete. Diese wurde nach einer kur-
zen Abkiihlphase in die Gelelektrophoresekammer gegossen und bis zum Erstarren des Gels abge-

kihlt.

Der Supercoiling-Assay wurde nach dem Herstellerprotokoll durchgefiihrt. Das Reaktionsvolumen
betrug 30 uL. Der 1x-Reaktionspuffer des Herstellers war folgendermaRen zusammengesetzt: 35 mM
Tris-Hydrochlorid, 24 mM Kaliumchlorid, 4 mM Magnesiumchlorid, 2 mM DTT, 1.75 mM ATP, 5 mM
Spermidin, 0.1 mg/ml bovines Serumalbumin und 6.5 % Glycerol. Weiterhin wurden 1.2 uL DMSO
(ggf. mit Inhibitor oder zu testender Substanz) hinzugegeben. AnschlieBend wurde 1 pL (2 5 U) Gy-
rase hinzupipettiert. Der Ansatz wurde nach Zugabe von 0.5 pL (£ 500 ng) relaxierten DNA-Plasmid

fir 30 Minuten bei 37 °C inkubiert. Die Reaktion wurde durch Einfrieren der Probe gestoppt.

Fir die Gelelektrophorese wurden 10 puL des Enzymansatzes mit 2 pL 6x-Ladungspuffer gemischt.
10 pL dieser Losung wurden schlieRlich in dem zuvor vorbereitetem Agarosegel bei 100 V fir ca.
50 Minuten aufgetrennt. Als Elektrolytlosung fiir die Elektrophorese wurde 1x-TAE-Puffer verwendet.
Nach Beendigung der Elektrophorese wurde das Gel fir 30 Minuten in einem Ethidiumbromidbad
(10 ppm in 0.5x-TAE-Puffer) und fir 10 Minuten in 0.5x-TAE-Puffer gewaschen und anschlieRend
dokumentiert. Zur Zuordnung der Banden wurde der GeneRuler 1 kb DNA Ladder verwendet, wenn

nicht anders aufgefiihrt.

11.2.6 Phosphomolybdato-Malachitgriin-Komplex Assay

Im Verlauf dieser Arbeit wurde die Methode kontinuierlich optimiert. Die hier beschriebene Vorge-
hensweise beschreibt die final erarbeitete Prozedur. Diese wurde auch fir die biologische Testung (s.

Abschnitt 7 auf S. 183) verwendet.

Das Gesamt-Reaktionsvolumen betrug 30 pL. Es wurde, in Abhangigkeit von der GrolRe der Messrei-
he, ein Mehrfachansatz von folgendem 1x-EnzymMix hergestellt: 6 pL 5x-RP, 0.5 pL 60x-DTT-L6sung,
1.2 pL 25x-Spermidin-Losung, 3 puL 10x-Kaliumglutamat-Losung, 13.9 uL bidestilliertes Wasser und
1 uL (£ 5 U) Gyrase (vorsichtig mischen). Parallel wurde ein Mehrfachansatz von folgendem Starter-
Mix hergestellt (1x): 1.2 uL 25x-ATP-L6sung und 2 uL DNA-Ladder. Beide Ansitze wurden auf 37 °C
erwdrmt und fir ca. 10 Minuten equilibriert. 25.6 uL vom EnzymMix wurde in die Reaktionsgefilie
verteilt und mit jeweils 1.2 uL DMSO, das gegebenenfalls die Inhibitoren oder zu testenden Substan-

zen enthielt, versetzt.

AnschlieBend wurden 3.2 uL des StarterMixes zu dieser Losung hinzugegeben, um die Reaktion zu

starten. Die Inkubation fand bei 37 °C im Wasserbad statt. Die Inkubationszeit richtete sich nach der
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Aktivitat des Enzyms, die abhangig von der Charge und der Lagerungszeit variieren konnte. Sie muss-

te daher fiir jede Messung angepasst werden und betrug zwischen 30 und 180 Minuten.

Durch Zugabe von 96 uL Farbreagenz wurde die Reaktion gestoppt. Nach ca. 10 Minuten Reaktions-

zeit wurde die weitere Farbreaktion mit 12 pL einer 30 %igen Citronensdure-Losung unterbunden.

Abhédngig davon, ob die Absorption oder die Fluoreszenzausléschung gemessen wurde, gab es zwei

verschiedene Vorgehensweisen:

a. Absorptionsmessung
Je 115 pL wurden in einen Well einer durchsichtige Mikrotiterplatte pipettiert. Anschliefend
wurde die Absorption im Plate Reader bei einer Wellenlange von 620 nm vermessen.

b. Fluoreszenzausléschungsmessung
Zunichst wurde die Fluoreszenz, Anregungswellenlange: 430 nm/Emissionswellenlange:
568 nm, am Plate Reader fiir jedes Well einer leeren, weiRen Mikrotiterplatte vermessen
und, entsprechend ihrer Fluoreszenzeigenschaften, die zu verwendenden Wells ausgewahlt
(s. Abschnitt 6.4 auf S. 172). Um Schwankungen bei der Fluoreszenz vorzubeugen, fand die
Messung unmittelbar vor der eigentlichen Bestimmung statt. Jeweils 115 uL der fertigen Re-
aktionslésung wurden blasenfrei in die ausgewdhlten Wells der Mikrotiterplatte libertragen.
AnschlieBend wurde die Fluoreszenz erneut mit dem Plate Reader mit denselben Einstellun-

gen, wie bei der leeren Platte, gemessen.

Fir jede Messreihe wurde ebenfalls die Phosphatstandard-Reihe zur Bestimmung der Phosphatkon-
zentration vermessen. Die Zusammensetzung war weitestgehend identisch zum Enzymansatz. Aus
Kostengriinden waren in diesem jedoch kein DNA-Ladder und keine Gyrase enthalten. Er setzte sich
daher folgendermafRen zusammen (1x): 15 pL Phosphatstandard, 6 uL 5x-RP, 0.5 puL 60x-DTT-Lésung,
1.2 pL 25x-Spermidin-Losung, 3 uL 10x-Kaliumglutamat-Losung, 1.2 pL 25x-ATP-Lésung, 1.2 uL DMSO

und 1.9 pl bidestilliertes Wasser. Das weitere Vorgehen war identisch zum Enzymansatz.

11.2.7 Auswertung der Fluoreszenzausloschung

Fir die Auswertung der Fluoreszenzausloschung wird fir jeden Well die berechnete Absorption A,
bestimmt (s. Abschnitt 6.2.3 auf S. 157). Dafiir wird die Fluoreszenz des leeren Wells (E..;) und die
Fluoreszenz des Wells mit dem Farbreagenz (E,..) verwendet. Sie berechnet sich damit wie folgt
(Formel 11.1):

E
Acaic = —lg (#) Formel 11.1
eer

Mithilfe der Regressionsgeraden, die aus den berechneten Absorptionswerten der Phosphatstan-

dardreihe erstellt wurde, konnte die freigesetzte Menge an Phosphat fiir die Enzymreaktion be-

219



11. Experimenteller Teil

stimmt werden. Fiir die Bestimmung der ICso-Werte wurde die berechnete Absorption der Enzym-

messung mit dem Inhibitor bei verschiedenen Konzentrationen verwendet.

11.3 Computermethoden

11.3.1 Darstellung dreidimensionaler Molekiilstrukturen

Zur Darstellung von dreidimensionalen Strukturen wurde in dieser Arbeit PyMOL [98] verwendet.
Wenn nicht anders aufgefiihrt, wurden folgende Darstellungen gewahlt: Das Enzym in seiner Car-
toon-Darstellung und seine Kohlenstoffatome wurden blau gefarbt. Bei der Darstellung der Seiten-
ketten als Sticks oder Lines wurden unpolare Wasserstoffe ausgeblendet. Die Liganden wurden mit
allen Wasserstoffatomen als Sticks dargestellt, wobei die Kohlenstoffatome der Liganden griin einge-

farbt wurden.

11.3.2 Proteinvorbereitung

Der Ablauf der Vorbereitung der Proteinstrukturen war fir alle Enzyme identisch. Die Vorbereitung
wurde mit dem Protein Preparation Wizard von Schrodinger [272] durchgefiihrt: Im ersten Schritt
wurde die Kette A der entsprechenden Kristallstruktur geladen und lonen und Kristallisationsfrag-
mente (bspw. Glycerol), die keinen Einfluss auf die Bindung der Liganden besalRen, entfernt. An-
schlieRend wurde die Bindungsordnung fiir die Liganden manuell angepasst. Der Protein Preparation
Wizard bestimmte die Bindungsordnung fiir die Aminosauren und fligte dem entsprechend Wasser-
stoffatome hinzu. Alle Wassermolekiile, die sich mehr als 10 A von dem Liganden entfernt befanden,
wurden entfernt. Der Protein Preparation Wizard optimierte anschlieend das gesamte Wasserstoff-
briickennetzwerk einschlieRlich der Wassermolekiile, um die richtigen Tautomere (z. B. bei Histidin),
Rotationen (Asparagin) und Ladungen (Glutamat) zu bestimmen. Dabei wurde von einem neutralen
pH-Wert ausgegangen. Die optimierte Struktur wurde im Bereich der Bindetasche visuell auf ihre
Plausibilitdat hin Gberprift. Zum Abschluss wurden die Wasserstoffatome mithilfe des OPLS_2005-

Kraftfeld [103] minimiert.

11.3.3 Loop Refinement

Flr das Refinements des Loops wurden alle Seitenketten optimiert, die sich innerhalb eines Radius
von 7.5 A um den Loop befanden. Fiir die externe Dielektrizititskonstante wurde 80 gewihlt. Als
minimale Distanz zwischen zwei Atomen wurde der 0.7fache vdW-Radius zugelassen. Es wurden bis
zu funf verschiedene Loops generiert. Fiir Loop A wurde das Default Sampling, fir Loop B das Ultra

Extended Sampling verwendet.
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Input-Datei fiir Loop B:

STRUCT FILE Input.mae
JOB_TYPE REFINE
PRIME TYPE 4

LOOP 0 RES O A:97

LOOP 0 RES 1 A:119

MAX JOBS 4

NUM OUTPUT_ STRUCT 5

RES SPHERE 7.50

MIN OVERLAP 0.70

USE_CRYSTAL SYMMETRY no

USE RANDOM SEED no

SEED B 0

EXT DIEL 80.00
USEiMEMBRANE no

HOST localhost

11.3.4 MD-Simulationen

Die MD-Simulationen wurden mit AMBER11 durchgefiihrt [111]. Vorbereitet wurden die Strukturen
mit Antechamber [273]. Fiir die ionischen Liganden (Novobiocin in 1AJ6 und ANP in 1EI1) wurde der
R.E.D.-Server verwendet, um die Ladungen zu berechnen [274, 275]. Daflir wurden RESP A1A-
Ladungen unter Verwendung von Gaussian auf dem HF/6-31G* Level berechnet [276, 277]. Fur den
Liganden von 3G7E wurden AM1-BCC-Ladungen verwendet [278, 279]. Das ,general Amber force
field” (GAFF) wurde auf die Liganden [113] und das ff03SB Kraftfeld auf das Protein angewendet
[114]. Die Ladungen wurden durch das Hinzufligen von Natriumionen neutralisiert und ein abgeflach-

tes Oktaeder wurde in einem 8 A-Radius um den Komplex mit TIP3P-Wasser gefillt [280].

Fur die folgenden Simulationen betrug die Hochstgrenze fiir nicht-bindende Interaktion 8 A. Fiir weit-
reichende elektrostatische Interaktionen wurde die Particle Mesh Ewald (PME) Methode verwendet
[281]. Nach der Vorbereitung wurde die Losung in 1000 Schritten minimiert, wobei fir 500 Schritte
die Deepest Decent-Methode und fiir 500 Schritte die Conjugate Gradient-Methode verwendet wur-
de. Wahrend der Minimierung wurden alle Atome von Protein und Ligand mit einer Kraftkonstante
von 15 kcal/mol A beschrankt. Die gleiche Prozedur wurde ohne jeden Restraint wiederholt. Im Fol-
genden wurde der Komplex mit dem Langevin-Thermostat bei einer Kollisionsfrequenz von 2 ps™
innerhalb von 50 ps von 0 K auf 300 K aufgeheizt. Dies passierte unter periodischen Randbedingun-
gen (engl. Periodic Boundary Conditions, PBC), bei denen das Volumen konstant gehalten wurde, so
genannte NVT-Bedingungen: die Anzahl der Atome (N), das Volumen (V) und die Temperatur (T) sind
festgelegt, der Druck (P) variabel. Dabei wurden der Ligand und Protein mit leichten Restraints in
Position gehalten (5 kcal/mol A). Zusatzlich wurde ab diesem Zeitpunkt der SHAKE-Algorithmus an-
gewendet, um die Valenzschwingung von Wasserstoffatomen einzuschranken [112, 282]. Anschlie-

Rend fand eine kurze Dichteequilibrierung liber 50 ps statt, wahrend der nur der Ligand mit den glei-
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chen Restraints (5 kcal/mol A) belegt war. Die PBC wurden dabei auf einen konstanten Druck (NPT-

Bedingung) von 1 bar festgelegt.
Im Anschluss wurden MD-Simulationen ohne jede weitere Beschrankung durchgefihrt.

Bash-Skript fiir MD-Simulation von 1AJ6: # Forschungscluster RRZ Universitédt Hamburg

#!/bin/bash

#PBS -V
#PBS -1 nodes=1:ppn=12

source /ddn/env/intel/compiler/12.0
source /ddn/env/openmpi/intel/1.4.4
source /ddn/env/mvaphich2/1.8alpl/gnu+cuda

export AMBERHOME=/ddn/sw/amber/11/multigpu/gnu+cuda+mvaphichl.8alpl/amberll

# Minimierung mit Restraints
mpirun -np 12 /exe/sander.MPI -0 -inf minl.info =i minl.in \
-o minl.out -p laj6.prmtop -c laj6.inpcrd -r minl.rst -ref laj6.inpcrd

# Minimierung ohne Restraints
mpirun -np 12 /exe/sander.MPI -0 -inf min2.info -i min2.in \
-0 min2.out -p laj6.prmtop -c minl.rst -r min2.rst

# Aufheizen

mpirun -np 3 /exe/pmemd.cuda SPDP.MPI -O -inf heat.info \
-i heat.in -o heat.out -p laj6.prmtop -c min2.rst -r heat.rst \
-ref min2.rst -x heat.mdcrd

# Equilibrierung mit Restraint auf Liganden

mpirun -np 3 /exe/pmemd.cuda SPDP.MPI -O -inf equi.info \
-i equi.in -o equi.out -p laj6.prmtop -c heat.rst -r equi.rst \

-x equi.mdcrd ref heat.rst

# MD

mpirun -np 3 /exe/pmemd.cuda SPDP.MPI -O -inf mdl.info \
i mdl.in -o mdl.out -p laj6.prmtop -c equi.rst -r mdl.rst -x mdl.mdcrd

Mit folgenden Input-Dateien:

minl.in: min2.in:

Minimierung der Losung Minimierung der gesamten Struktur
&cntrl &cntrl
imin = 1, imin = 1,
maxcyc = 1000, ncyc = 500, maxcyc = 1000, ncyc = 500,
ntb = 1, ntb = 1, ntr = 0,
ntr = 1, cut = 8.0
cut = 8.0 END

/

Restraints auf Protein und Ligand

15.0

RES 1 207

END

END
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heat.in: equi.in:
50 ps Aufheizen 50 ps Equilibrierung
&cntrl &cntrl
ig = -1 ig = -1
imin =0, imin =0,
irest = 0, irest =1,
ntx =1, ntx =7, ntb = 2,
ntb =1, pres0 = 1.0, ntp =1, taup = 2.0,
cut = 8.0, cut = 10.0,
ntr =1, ntr =1,
ntc = 2, ntc = 2,
ntf = 2, ntf = 2,
tempi = 0.0, tempi = 300.0,
tempO = 300.0, tempO = 300.0,
ntt = 3, gamma 1ln = 2.0, ntt = 3, gamma 1ln = 2.0,
nstlim = 25000, dt = 0.002, nstlim = 25000, dt = 0.002,
ntpr = 1000, ntwx = 1000, ntpr = 1000, ntwx = 1000,
ntwr = 10000 ntwr = 10000
/ /
Restraints auf Protein und Ligand Restraints auf Ligand
5.0 5.0
RES 1 207 RES 207
END END
END END
md1.in:
1l ns MD
&cntrl
ig = -1
imin = 0,
irest =1,
ntx =17,
ntb = 2, presO = 1.0, ntp =1, taup = 2.0,
cut = 10.0,
ntr =1,
ntc = 2,
ntf = 2,
tempi = 300.0,
tempO = 300.0,
ntt = 3, gamma 1In = 2.0,
nstlim = 25000, dt = 0.002,
ntpr = 1000, ntwx = 1000, ntwr = 10000
END
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11.3.5 Minimierung

Flr die Vorbereitung der Liganden und Proteine wurde analog zu den MD-Simulationen (s. Abschnitt
11.3.4) vorgegangen: Nach Berechnung der Ladung wurde auf die Ligandenatome das GAFF-Kraftfeld
und auf die Proteinatome das ff03SB Kraftfeld angewendet. Bei allen durchgefiihrten Minimierungen
war die Ladung bereits ausgeglichen und die Komplexe enthielten in einer definierten Box explizites
Wasser, flir welches wiederum das TIP3P-Modell verwendet wurde (s. 0.). Die Komplexe wurden
anschlielend in 1000 Schritten minimiert, wobei flir 500 Schritte die Deepest Decent-Methode und
flr 500 Schritte die Conjugate Gradient-Methode verwendet wurde. Die Minimierung wurde bereits
vorher gestoppt, wenn das Konvergenzkriterium, eine kleinere Energiedifferenz als

1.0 - 10" kcal/mol A, erreicht wurde.

Bash-Skript fiir Minimierung von 1AJ6: # HPC-Cluster RRZ Universitidt Hamburg
#!/bin/bash

#PBS -V
#PBS -1 nodes=1:ppn=12

# Minimierung ohne Restraints
mpirun -np 12 /exe/sander.MPI -0 -inf min3.info -i min3.in -o
min3.out -p laj6.prmtop -c mdl.rst -r min3.rst

min3.in:

Minimierung der gesamten Struktur
&cntrl
imin =
maxcyc
ncyc =
ntb =1,
ntr = 0
cut = 8.0,
ntx = 5
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11.3.6 SupersStar

Es wurde die SuperStar Version 2.0.3 verwendet. Als Sonde wurde die , Water Oxygen“ und als Da-
tenquelle die CSD-Datenbank gewéhlt. Fir jedes Protein wurden alle Aminoséauren in 5 A Radius um

den Liganden analysiert.

Input-Datei fiir SuperStar-Berechnungen:

JOBNAME Jobname

PROBENAME WATER OXYGEN

GRID SPACING 0.7
CALC_CONTOUR_SURFACE 1

SAVE SUPER SCATTERPLOT 1

RUN TYPE SUPERSTAR

DATA SOURCE CSD

SHELL VALUES 0.5 0

SIGCHECK METHOD POISSON SHELL
PROPENSITY CORRECTION LOGP DEFAULT DEFAULT
MIN CAVITY VOLUME 10

CAVITY RADIUS 10

DATA TYPE ISOSTAR

PEAK FITTING 1

PEAK FITTING NCYCLES 1

MIN PEAK HEIGHT 1.99

PEAK FITTING REFINE 0

MOLECULE FILE Pfad zu Protein
CAVITY DETECTION 0

SUBSTRUCTURE Aminosduren in 5 A Entfernung um den Liganden

11.3.7 WaterClassifier

Die Bewertung mit WaterClassifer erfordert eine vorbereite Protein-Datei von AutoDock Vina
(PDBQT-Format) [136]. Das Skript wurde in persdnlicher Kommunikation mit Greg Ross aus dem Ar-

beitskreis von Philip Biggin™ erhalten.

>$ ScoreWaters.py -p Protein -w Wasser  # Protein: PDBOT-Datei, Wasser: PDB-Datei
11.3.8 HINT und Rank

Die Bewertung der Wassermolekile fand mithilfe eines Webservers™ statt. Fiir diesen wurden die

entsprechenden PDB-Dateien der Strukturen bendtigt.

Xix

Structural Bioinformatics and Computational Biochemistry Unit — Dpt. of Biochemistry — University of Oxford.
“ http://hinttools.isbdd.vcu.edu/WR/index.html; zuletzt online verfiighbar: Marz 2012.
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11.3.9 DSX-Score

Fiir die Bewertung der Dockingergebnisse wurde der DSX-Score der Version 0.89 mit den

»pdb_pot_pharmacophoric_0511“-Potentialen verwendet.

>$ dsx_rhel_linux_32.Inx -P Protein -W Wasser -L Posen —D pdb_pot_pharmacophoric_0511

# Protein/Wasser: PDB-Datel, Posen: molZ2-Datei
11.3.10 PLP-Rescoring

Flr die Nutzung des PLP-Scores in LeadIT (Version 2.1.5) mussten in den ,Global Preferences” fiir die
,Geometry“-Eigenschaften die Parameter des PLP-Scores geladen werden. Diese sind im Installati-

onspfad von LeadIT unter: ./example/static_data/geometry_plp_score.dat zu finden.

Fir das Rescoring wurde eine Projektdatei mit dem vorbereitetem Enzym bendétigt. Das Rescoring

fand im Anschluss Gber den Befehlszeilenmodus von LeadIT statt:
>$ leadit -b rescoring.bat

rescoring.bat:

PROJECT
READ projektname. fxx # Projekt mit vorbereitetem Enzym
END
for each $(lig) FROMTO 1 x # x i1st die Anzahl der Substanzen in der molZ2
LIGAND
READ mol2 $(lig) no # mol2 mit den zu bewertenden Liganden
END
DOCKING
ANALYZE # Durchfiihrung des Rescorings
seloutp output.txt a # Output-Dateil
OUTPUT "$ (lig)"
PLP fix n
seloutp screen
end for
QUIT vy

11.3.11 Prime MM-GBSA-Score

Zur Berechnung des Prime MM-GBSA-Scores wurde die Prime Version 1.41 (Schrodinger [102]) mit
dem VSGB 2.0 Lésungsmodell genutzt. Um den Einfluss der Minimierung auf den Komplex zu be-
stimmen, wurde jeweils eine Berechnung ohne Minimierung des Proteins (GBSA freezed genannt)
und eine weitere mit Minimierung in einem 8 A Radius um den Liganden (GBSA 8 A) durchgefiihrt. Als

Sampling-Methode wurde die Minimierung gewahilt.
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11.3.12 Fingerprints

Mithilfe des KNIME-Tools wurden 2048 Bit lange Daylight-Fingerprints mit RDKit erstellt (s. Abbildung
11.1) [283, 284].

RDKit Fingerprint

SDF Reader RDKit From Molecule RDKit Fingerprint Column Filter Writer
@_\D+§_‘_——‘_——‘_D’|0|ob b%&b @
SDF-Input Erzeuge RDKit-Format Erzeuge Fingerprint Filter Fingerprint  Speichere Fingerprint

Abbildung 11.1 — Knime-Workflow zur Erstellung von Daylight-Fingerprints. Mithilfe einer SDF-Datei werden die Day-
light-Fingerprints von RDKit erzeugt und abgespeichert.

11.3.13 Leader-Clustering

Das Clustering wurde mithilfe eines GPU-Skripts von LIAO et al. durchgefiihrt [228].

>$ ./gpu_leader -t Distance Fingerprints # Distance: Unterschied 1 - T,

Fingerprints: Datei mit Fingerprints

11.3.14 Glide-Docking

Die Glide-Dockings wurden mit Version 6.2 durchgefiihrt [220]. Wenn nicht anders angegeben, wur-

de wie folgt vorgegangen:

Zundchst wurde ein Rezeptor-Grid erstellt. Dafiir wurden die Bindetasche und deren Gréf3e mit dem
nativen Liganden der Rontgenkristallstruktur bestimmt. Weiterhin wurden entsprechend der Phar-

makophore Constraints definiert.

Die Liganden wurden mit LigPrep [230] vorbereitet: Zunachst wurde auf die Ligandenatome das
OPL_2005-Kraftfeld [103] angelegt. Mithilfe von Epik [220] wurde bei einem pH-Wert von 7.0 £ 2.0
mogliche Tautomere und lonisierungen berechnet, die vorhanden jedoch beibehalten. Es wurden nur
die vorgegebenen Chiralitatszentren behalten und keine neuen generiert. Fiir jeden Liganden wurden

bis zu funf Ringkonformationen erstellt.

Das Docking fand mit den vorbereiteten Liganden im SP-Modus statt. Die Liganden wurden flexibel
behandelt, Stickstoff-Inversionen erlaubt und nicht-planare Amide bestraft. Epik-Strafen wurden
nicht in den Docking-Score einberechnet. Wahrend des Dockings mussten alle zuvor definierten
Constraints erfillt werden. StandardméaRig wurden weiterhin bis zu fliinf Posen minimiert und maxi-

mal eine Pose pro Liganden abgespeichert.
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12 Anhang

12.1 MD-Simulationen

Hier dargestellt sind die Endposen der MD-Simulationen mit verschiedenen Wassern von den
Rontgenkristallstrukturen. Fir jedes Bild ist der Ligand der Kristallstruktur griin dargestellt. Bei der
Simulation ohne Wat A ist der Ligand rot, bei der Simulation nur mit Wat A gelb gezeigt. Alle Wasser

sind zur Orientierung transparent dargestellt.

Abbildung 12.1 — MD-Simulation von 1AJ6 mit verschiedenen Wassern (Legende s. 0.). Bei der Simulation ohne Wat A ist
die Pose nicht stabil und das Stickstoffatom des Carbamats wandert an die Position des Wat A und der Bindungsmodus geht

auch auRerhalb der Bindetasche verloren.

Abbildung 12.2 — MD-Simulation von 1EI1 mit verschiedenen Wassern (Legende s. 0.). Ohne Wat A wandert der Adeninkor-
per weg und ein anderes Wasser Ubernimmt die Interaktion. Insgesamt ist dies die Struktur, in der Simulation nur mit Wat A
die Pose unbestandiger ist, die Hauptinteraktionen bleiben dennoch erhalten.
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12.2 SuperStar

Im Folgenden sind die Ergebnisse der SuperStar-Berechnungen gezeigt. Fiir die Darstellungen wurden
alle Felder, die sich innerhalb der Liganden befanden entfernt und nur die frei zuganglichen Positio-

nen bericksichtigt.

Abbildung 12.3 — Ergebnisse der SuperStar-Analyse. links oben: 1AJ6. rechts oben: 1EI1. unten: 3G7E. Konturen: Wahr-
scheinlichkeit der Wasser-Sonde: blau > 2, gelb > 4, rot > 8. Spharen: Position der hochsten Wahrscheinlichkeit. Zahlenwert:
Maximum der héchsten Wahrscheinlichkeit fiir die Sonde in diesem Bereich.

230



12. Anhang

12.3 Substanzliste fiir DUD-E-Datensatz

Tabelle 12.1 — Substanzliste der fiir die Erstellung des DUD-E -Datensatzes verwendeten aktiven Substanzen. Fir die Aus-
wahl wurden nur Substanzen berticksichtigt, die eine gute Aktivitat in der Gyrase von E. coli besaBen (Stand Sommer 2013).
Aus Platzgrinden sind nur die Quellen und die in den Quellen verwendeten Identifikationsnummer aufgefihrt.

Literaturquelle Identifizierungsnummer Anzahl
[191] 5g, 5i, 5m, 5n, 50 5

[73] 22,23 2

[35] 1 1

[74] 1a, 1b, 73, 7b, 8a, 8b 6

[85] 2-14,16-21 19
[192] 13,24,27,31,33,37 6

Quorex, Dainippon, Vertex, Prolysis, AstraZeneca

[86] 1, AstraZeneca 2 6
[88] 1, 1g, 1h, 1i, 2a-k, 3b ,4a-e 21
[92] 1-5 5
[78] 1,2,26 3
[93] 12,13 2
[94] 18 1
[193] A B, D 3
[194] 14,23 -36 15
Summe 95
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12.4 Spektren

ZINC1586058 (126)

Die Substanz wurde fiir die Analytik in Dimethylsulfoxid gelost.

HRMS (ESI):

m/z ber. fur CL8H23N405S: 407.1384, gef.: 407.1384 [M+H]"

Gehalt: 95.62 £ 0.02 % (n =3, a =0.05); s, =0.01 %
10007 Retention Time | |
I
2 500- L
) |
el
()]
[ - Ja . o [
0.0 25 50 75 100 125 150 175 200 225
Minutes
DAD: Signal A,
250 nm/Bw:4 nm
Results
Retention Time Area Area % Height Height %
8.853 192356 1.52 37771 1.82
9.133 291740 2.30 41408 1.99
9.487 12134512 95.61 1980693 95.36
9.960 72515 0.57 17250 0.83
Totals
12691123 100.00 2077122 100.00
250

300

nm

350

400
0.0 2.5 5.0
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10001~ “Rotention Time |
\
£ 500 ‘
>
& g
(«)]
0 A ,_TL csTJ'_ I S L
- T T — 1 T T T I T L
0.0 2.5 5.0 7.5 10.0 12.5 15.0 17.5 20.0 225
Minutes
DAD: Signal A,
250 nm/Bw:4 nm
Results
Retention Time Area Area % Height Height %
8.853 193146 1.51 37883 1.81
9.133 293431 2.30 41662 1.99
9.487 12213496 95.63 1995011 95.37
9.960 71906 0.56 17398 0.83
Totals
12771979 100.00 2091954 100.00
1000 @ntion Time
|
|
‘—E 500 - ‘
> |
o
LR
a:r»& &
0 A _[H;_JWL e L
0.0 2‘.5 5{0 7‘5 10|.0 12|.5 15.0 17|.5 26_0 22‘.5
Minutes
DAD: Signal A,
250 nm/Bw:4 nm
Results
Retention Time Area Area % Height Height %
8.853 195184 1.53 38039 1.81
9.133 291483 2.28 41494 1.98
9.487 12233350 95.62 1999177 95.37
9.967 73128 0.57 17565 0.84
Totals
12793145 100.00 2096275 100.00
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ZINC1586058 (161)

Die Substanz wurde fiir die Analytik in Dichlormethan gel6st.

HRMS (ESI): m/z ber. fir C23H18N50: 380,1506, gef.: 380.1504 [M+H]"
CHNS-O-Analyse: gef. (ber.) [%]: C 72.26 (72.81); H 4.56 (4.52); N 18.67 (18.46); O 4,56 (4.22)

Gehalt: 99.33+0.01 % (n =3, a=0.05); s, = 0.00 %

= Retention Time
600 '
% 400 — g
> . ~
1 I
200 { ~ !\I
0 |
‘ N /
[{=]

10 15 20 25 30
Minutes
DAD: Signal A,
250 nm/Bw:4 nm
Results
Retention Time Area Area % Height Height %
6.287 63132 0.67 3806 0.77
7.840 9296594 99.33 490064 99.23
Totals
9359726 100.00 493870 100.00
200

nm

300

400

234

Minutes

25

60001

5000
4000+
3000
2000

10001

mAU
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Qterr‘tion Time
500 - ‘ -
o
2 | 8
© | N~
Z 250~ ’ ‘.‘ -
| . |
‘ 8 Il
| © ["‘ |
0 - - -nJ L. A L
0 5 10 15 20 2 30
Minutes
DAD: Signal A,
250 nm/Bw:4 nm
Results
Retention Time Area Area % Height Height %
6.307 63629 0.67 3796 0.75
7.860 9380046 99.33 500487 99.25
Totals
9443675 100.00 504283 100.00
aantion Time
500 - | r
| .
s %
=0 ~
> 250 \ “ -
| |
| o /|
0 - o ,—J ‘._ #,_.;/ \ - L
0 é 1I0 o 1‘5 26 2‘5 30
Minutes
DAD: Signal A,
250 nm/Bw:4 nm
Results
Retention Time Area Area % Height Height %
6.307 63119 0.66 3720 0.75
7.853 9530412 99.34 495219 99.25
Totals
9593531 100.00 498939 100.00
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ZINC71415541 (140)
H,N 0 Cl
T N\
H
J
O,N

Die Substanz wurde fiir die Analytik in Dimethylsulfoxid geldst.
m/z ber. fiir C16H15CIN502: 344.0909, gef.: 344.0909 [M+H]"

HRMS (ESI):
Gehalt: 98.92 +0.04 % (n =3, a=0.05); s, =0.01%
gtention Time
750 l -
500 | -
y \
250 - ‘,._ L
2]
0 |n\/\/ ‘§>_._ﬂ\‘% S [E—
0.0 2:5 510 7‘,5 16.0 12,5 15.0 17‘.5 20.0 225
Minutes
DAD: Signal A,
250 nm/Bw:4 nm
Results
Retention Time Area Area % Height Height %
10.280 8672823 98.91 1656533 99.15
10.487 95890 1.09 14163 0.85
Totals
8768713 100.00 1670696 100.00
250
1200J
300 1000~
800
£
© 600
350 4001
2001
o
mAU
400
25 5.0 7.5 10.0 12.5 15.0 175 20.0 225
Minutes

0.0
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Retention Time

750
500 i
2 |
250 ‘
3
£
> , - B P =
0.0 2{5 5.‘0 7‘.5 16.0 12|.5 1!;.0 1%.5 26.0 22|.5
Minutes
DAD: Signal A,
250 nm/Bw:4 nm
Results
Retention Time Area Area % Height Height %
10.280 8718285 98.91 1668132 99.16
10.480 95660 1.09 14174 0.84
Totals
8813945 100.00 1682306 100.00
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14. Gefahrstoffverzeichnis

14 Gefahrstoffverzeichnis

Tabelle 14.1 — Ubersicht Uber die in dieser Arbeit verwendeten Gefahrenstoffe, deren GHS-Kennzeichnung, Hazard-
Statements (H-Satze) und Precautionary-Statements (P-Satze).

Gefahrstoff GHS-Kennzeichnung  H-Satze P-Satze
Acetonitril Gefahr, 03, 07 H225 P210 P280
H302+H312+H332  P305+P351+P338
H319 P309+P310
Ameisensdure Gefahr, 05 H314 P280 P301+P330+P331
P305+P351+P338
P309+P310
Citronensaure Gefahr, 07 H319 P305 + P351 + P338
Dichlormethan Achtung, 07, 08 H315 H319 H335 P261-P281-P305 + P351
H336 H351 H373 + P338
Dithiothreitol Achtung, 07 H302 H319 H335 P280 P302+P352
H315 P305+P351+P338
P309+P311
Eisessig Gefahr, 02, 05 H226 H314 P210 P243 P280
P301+P330+P331
P304+P340 P309+P310
Ethanol Gefahr, 02, 07 H225 H319 P210-P280-P305 + P351
+ P338-P337 + P313-
P403 + P235
Ethidiumbromid- Gefahr, 06, 08 H331 H341 P261-P281-P311

Losung
Ethylendiamin-
tetraessigsaure
Malachitgriin

Methanol

Natriumhydroxid

Novobiocin
Salzsaure

Spermidin

Trikaliumphosphat

Achtung, 07

Gefahr, 05, 07, 08,
09

Gefahr, 02, 06, 08

Gefahr, 05

Achtung, 07
Gefahr, 05, 07

Gefahr, 05

Gefahr, 05, 07

H315 H319 H335

H361d H302 H318
H410

H225
H301+H311+H331

H370
H290 H314

H317 H319
H290 H314 H335

H314

H318 H335

P261 P305 + P351 +
P338

P201 P281 P273
P305+P351+P338
P309+P310

P210 P243 P280
P302+P352 P304+P340
P309+P310

P280-P303 + P361 +
P353-P304 + P340 +
P310-P305 + P351 +
P338

P280 P305+P351+P338
P261 P280-P305 + P351
+ P338 + P310

P280 P305+P351+P338
P313

P280 P304 + P340 +
P312 P305 + P351 +
P338 + P310

Bei Dichlormethan handelt es sich um eine KMR-Substanz der Kategorie K2, bei Ethidiumbromid um

M2. Es wurde mit keiner dokumentationspflichtigen KMR-Substanz gearbeitet.
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