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Einleitung

| Einleitung

Die Entstehung ieler Krankheiten wie beispielssise Diabeteskrebs oder neurologische
Defekte wird malRgeblich durch eine fehlerhafte Regulierung der Signaltransduktion in den
Zellen beeinflusst. Ein grofRer Teil der Signalweiterleitung wird durch die Phosphorylierung
von Proteinen erreicht, die somit aktiviert odeaktiviert werdent?! Dieser Vorgang wird

durch die Famik der Proteinkinasen vollzogeh?

Proteinknasen erfillen alle dieselbe Aufgabe, namlictie Ubertragung einer
2-Phosphatgruppe von Adenosintriphosphat (Ad#)die Seitenkette eines Serins, Threonins
oder Tyrosins eines peptidischen SubstriésAufgrund der hochkonservierten Funktion
dieser Proteinfamiliesind viele strukturelle Faktoren der einzelnen Mitglieder ebenfalls
hochkonsrviert!?® Dieser @hnliche Aufbau erschwetie Entwicklung neuer Medikamente
zur Inhibition von Proteinkinasenda viele potenzielle Inhibitorervor allem wenn sie
kompetetiv die ATPBIindestelle belegen, dadureliine unzureichende Selektivitat aufweisen
und viele Knasen gleichzeitig moduliereR!®! Dies fiihrt zu einer hohen Anzahl von
Nebenwirkungen Nichtsdesttrotz sind Kinasen weiterhin ein attraktives Ziel fir die
Entwicklung neuartiger Medikamente, wie das Beispiel von Imatinib zeigt. Bei Imitanib
handelt es sich um eineselektiven Tyrosinkinaseinhibitor, der zur Behandlung von
chronischer myeloischer Leukamie (CML) verwendwird. Er inhibiert nur eine
Mutationsvariante deAbl-Tyrosinknase, die bei fast allen an CMLlkeankten Personen
auftritt, und ist in der Lage die Uberlebenswahrscheinlichkeit von Patienten deutlich zu
steigerr’®¥ Da die Bindung von Peptiden an Kinasgeutlich selektiveals die Bindung von
ATP ist, bietet die Verwendung peptidischer Inhibitoren einen vielversprechenden

Ansatzpunkt fur weiteres Wirkstoffdesign.

Im Rahmen dieser Arbeisollten mehrere Konzepte zur Entwicklung neuselektiver
peptidischer Inhibitoren fir Proteinkinasen entwickelt und mithilfe Bndungsassays
Proteinkristallisatiorund Réntgenstrukturanalyse verifiziert werden. In Kooperation mit den
Arbeitsgruppen Gver, DEHNEN und SHREINER sollten nichtnatirliche Amino&duren in
Peptide eingefiuihrt werden, uauf neue,von der Natur nichteingesetzte Molekilbausteine
zurtickzugreifen, die beispielweideigenschafterwie eine erhdhte Lipophilie odemach

besonderen Prinzipien gebildgéeometriererlauben




Kenntnisstand

In diesem Zusammdiang sollte versucht werden, die Verknupfung von peptidischen und
nicht-peptidischensubstratédhnlichen Molekilkomponentemerhalb der Bindetasche nach

Art einessich selbst findendeomplexes A S eAssemblyC o mp |) euxefireichen, um
neben der erhohten Peptidselektivitdt Vorteile aus der hohen Affinitat von-Hephitt
Substraten zu zieherHinsichtlich der Steigerung der Bindungsaffinitdten erscheint das
Prinzip ebenfalls attraktiv. Das Verkntpfen von zwei inhitiithen Bindungskomponenten
innerhalb der Bindetasche gilt als besonders erfolgsversprechend zur Steigerung von
Affinitdten, sofern keine signifikanten Einbuf3en fur die Bindungsverknipfung (so genanntes
AMergingi )eingegangenverden missenga aus entropiéhen Griinden ein zuséatzlicher
Bindungsgewinn erzielbar ist. Die Fixierung von vor der Proteinbindung unabhangigen
Teilchen erfordert den Verlust von translatorischen und rotatorischen Freiheitsgraden, die als
Preis durch die freie Bindungsenthalpie aufgelcht werden muss. Bei drei unabhangigen
Komponenten, wie der Bindung eines peptidischen sowiees nichtpeptidischen
Ligandenbausteins an das Zielprotéim Fall dieses Projektes détroteinkinase A) ist dieser
Betrag umso hoher. Finden sich diese Kongaden allerdings in einem energieglnstigen
Schritt von selbst und binden praktisch als
kann durch diese Reduktion der Freiheitsgrade des Systems ein Affinitatsgewinn erzielt
werden. Dabei konnen Wasserekiile, die aus den Solvathillen der einzelnen
Bindungspartner freigesetzt werden, einen weitevenmutlich affinitatssteigernden Effekt
aufweisen. Die Vorteile eines solché&fergingsvon Bindungskomponenten wurde bereits
von FESIK et. al mithilfe von NMR nachgewiesen werdéh.Ausgehend von Fragmenten
konnte ein solchesMerging ebenfalls bereits fur Faktor Xa sowohl fir die
Metalloproteinasd 2 erfolgreich angewendet werd@!. Somit erscheint das angestrebte

Konzept dieses Projektes erfolgsversprechend




Kenntnisstand

Il Kenntnisstand

1. Proteinkinasen

1.1 Allgemeines

Proteinkinasengehtren zur Familie der Transferasen. lhre konserviertétiBanist die
Ubertragung einen-Phosphatgruppe von Adenosintriphosphat (AERf die Seitenkette
eines Serins, Threonins oder Tyrosins, das in einem peptidischen Substrat oder einem Protein
vorliegt, und kann zur Aktivierung oder zur Inaktivierung des Substrates flfitemiese
Phosphorylierung losiveitere Effekte in den Zelleausund ist somit eine Mdglichkeit der
SignalweiterleitungProteinknasen sind somit oftmalsaSignalkaskadebeteiligt!l® Ihre
Gegenspielesind dieProteinPhosphatasen, die durétoteinknasen eingefuhrte Phosphate
wieder abspaltet Das Gleichgewicht zwischen der Aktivitat vdRroteinknasen und
ProteinPhosphatasen kann in der Regulation $toffwechselprozesseron entscheidender
Bedeutungsein. Ein Beispiel fur die Signalweiterleitung durch Proteinkinasen ist in
Abbildung1 dargestellt.

Epinephrin oder 7TM Adenylat-
Glucagon \ Rezeptor Cyclase

Trimeres B
G-Protein

ATP 7~ N cAMP

|

Protein ~~ \ Protein

kinase A kinase A

|

Phosphorylase ~— ~ Phosphorylase
kinase kinase

Phosphorylase ~—  Phosphorylase
b a

Abbildung 1: SchematischeSignalweiterleitung in der GlucagorRegulation durch die ProteirkinaseA (PKA) und die

PhosphorylaseKinase.'?
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1.2 Arten von Proteinkinasen

Die Familie der Proteinknasen wird entsprechend ihrer Sequenzéhnlichkeit und ihrer
Funktion in neun \erschiedene Klassen unterteilt, die in Tabglleu finden sind.Die

Einteilung ist oftmals auf die zuerst entdeckten Vertreter der jeweiligen Klassen bezogen.

Tabelle 1: Einteilung der Familie der Proteinkinasen!4412

Klasse Einteilungskriterium

AGC-Kinasen Ahnlichkeit zu Proteinkinasef, G und C

Ahnlichkeit zu CDK, MAPK-, GSK3 und
CLK- Kinasen

CMGC-Kinasen

) Ahnlichkeit zu Calciurrregulierter
CAMK-Kinasen

Kinase(CAMK)
CK1-Kinasen Ahnlichkeit zu Caseifkinasel (CD1)
) Homologie zu STE7, STE11 und STE20
STEKinasen
Genen aus Hefe
_ Kinasen die ausschliich Tyrosine
TK-Kinasen _
phosphorylieren
) Ahnlichkeit zu TK-Kinasen, jedoch keine
TKL-Kinasen o ) .
Selektivitat fur TyrosiAPhosphorylierung
_ Vorliegen einer aktiven Guanytatyclase
RGC-Kinasen
Domane
Vorliegen einer ProteHinase
ahnlichen(PKL)-Faltung und eines
PKL-Kinasen katalytischen Mechanismus, dign

eukaryotischen Proteinkinaséhrelt; jedoch

ohnegroReSequenz\hnlichkeit
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Im Rahmen dieser Arbeit wurde mader Proteinkinase fPKA), einem Vertreter deAGC-

Kinasdamilie gearbeitet
1.3Konservierte Strukturelemente der AGC-Kinasen

Wie bereits in vorigen Abschnitten erwéhnt, weisBnoteinknasen hochkonservierte
Strukturelemente in ihren katalytischen Einheiten 'dgf. Der allgemeine Aufbau einer

solchen katalytischen Einheit istAbbildung2 beispielhaft gezeigt.

Hinge-Region ATP

DFG-Loop

Abbildung 2: Allgemeiner Aufbau der katalytischen Einheiten von Proteinknasenam Beispiel der cAMPabhéngigen
Proteinkinase A(PDB-Code 3FJQ).Das Protein ist in der CartoonDarstellung, wahrend das gebundene ATRgrau)
in der Stick-Darstellung gezeigt ist. Farblich hervorgehoben sindie N-terminale Doméne(cyan), dieC-terminale

Doméne(aquamarin), der DFG-Loop (blau) und die hinge-Region(rot).
Die katalytische Einheitbesteht ausin zwei gro3e@ Domdanen Die N-terminale(in
Abbildung?2 turkis) und de C-terminaleDomane(in Abbildung2 grun). Diese Domanen

werden durch die s@enannte Scharnierregigninge in Abbildung2 rot) miteinander

verknUpft die Erkennungssequenzen fur ATP enthalt
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Die kleinereN-terminale Doméne besteht agimemfinfstrangigen antiparalleleFaltblatt

und vereinzelten+helicalen Abschnittenwahrend diegroRereC-terminale Doméne fast
vollstandig aud-Helicesbesteht!® In der C-terminalen Doméane befindet sich dém der
Proteinkinasd-amilie hochkonservierteso genannte DF&.oop(in Abbildung2 blau), der
essentiell fur die Aktivitat delProteinknasenist. Proteinkinasen kénnen in einer aktiven und
inaktiven Form vorliegen. Beim Ubergang der inaktiven in die aktive Form missen
KonformationsAnderungen auftretenym die in der Substratbindung und katalytischen
Aktivitat beteiligten Gruppen korrekt zu postieren. Dabei nimmt der DF&.oop eine
besondere Rolle einn der inaktiven Form liegt der DRGoop in der sogenannten DF&
Out-Position vor,so dass er die AT-Bindestelle blockiert, wahrend er in der aktiven Form
die DFGIn-Position annimmt und di®indestelle freilegtt®l*4l® Die Anderung dieser
Konformation tritt ein, wenn ein Threonins, das innerhalb des -D&Gps liegt,
phosphoryliert wird*¥ Diese Phosphorylierung kann autokatalytisch vollzogen werden, kann
jedoch auch abhédngig von weier Proteinkinasen seitfl Der Vergleich der

Konformationen ist in Abbildung gezeigt.

DFG-In
DFG-Out

Abbildung 3: Uberlagerung der Cartoon-Darstellung der aktiven (DFG-In, rot) und der inaktiven (DFG-Out, blau)
Form von Proteinkinasen am Beispiel der aktiven Form der cAMPabhéngigenProteinkinase A(PDB-Code3FJQ
(aquamarin)) und der inaktiven Form der katalytischen Doméane der ABL1 Proteinkinase (PDBCode 3KFA (gelb).
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Der DFGLoop, der mit den Aminosauren Aspar{&), PhenylalaninF) und Glycin(G)
beginnt endet im sagenannten APBotiv, das aus den Aminosauren Alari®), Prolin (P)
und GlutamafE) besteht. Die Gesamtheit des DEGopsbis zum APEMotiv wird auchals
AktivierungsLoop bezeichnetIn der Literatur wd jedoch meist der Ausdruck DFGop
als Synonym fiir den Aktivierungsoop gewahl#416

1.4Mechanismus der Phosphorylierung

Zur Phosphorylierung durcPRroteinknasen muissezuerst das peptidische Substsawie
ATP als Phosphatdonor an ddeoteinknase gebunden werdebabei wird dasAdenin stets
analog zu Abbildung gezeigtam Ruckgrat dehingeRegion gebunderdie einen Teil der
hochkonservierten ATBindestelle darstellt. DiePeptidbindestelleist dagegen deutlich

variabler

Abbildung 4: Bindung des Adenins von ATP an das Ruickgrat definge-Regionin der PKA (PDB-Code 3FJQ) Das
Protein ohne diehinge-Region(aquamarin) ist in der Cartoon-Darstellung gezeigt, diehinge-Region sowie ATP sind
in der Stick-Darstellung gezeigt undentsprechend ihrer Atome gefarbt. Kohlenstoff sind griin, Sauerstoffe rot,
Stickstoffe blau und PhosphorAtome orange eingefarbt Die gestrichelte rote Linie mit schwarzer Beschriftung zeigt

die Lange der Wasserstoffbriickenbindung zwischen den ATBtickstoffen und dem Ruckgrat derhinge-Region.
Nach Bindung des Phosphatdon@&3 P) und des Phosphatakzept{wsptidisches Substrat),
wird die Phosphatubertragung analog zu Abbildardurchgefuhrt.Dabei koordinieren die
b- u n dPhasphatgruppen Uber ein Megiumkation an ein Aspartat des DEGops. Ein

zweites Magnesiumkation hilft die Phosphate korrekt auszurichten.




Kenntnisstand

Die Phosphorylierung selbst findet statt, indem die zu phosphorylierende Aminosaure, in
diesem Fall Serin des peptidischen Substrates, emgkeophilen Angriff auf die
o-Phosphatgruppe ausubt und diese unter Ausbildung einer trg@yahmidalen
Zwischenstufe am Phosphor Ubertragen wird. Das bei der Reaktion von der Hydroxygruppe
des Substrates abgespaltene Proton wirceidabn einem weiteren Aspartat des Proteins

ubernommen.

DFG-Loop
,'O'
i 2
O Mg
P B Asp
e
Adenin:., / \ N P\ ! O(JO'/H -
\ / O Q L O
SN O e e
Peptidsubstrat

Abbildung 5: Allgemeiner Katalysemechanismus der ProteinkinaseATP wird mittels Magnesiumionen an ein
Aspartat des DFGLoopskoordiniert. Ein zweites Magnesiumion sorgt fur die korrekte Geometrie der
Phosphatgruppen. Die Hydroxygruppe des -PhogphatvohsAUPbost r at es
angreifen. Das bei dieser Phosphatiibertragung freiwerdende Proton wird an eimeiteres Aspartat des Proteins
abgegeberttd
Nach derPhosphatubertragung werden das peptidische Substrat sowie das nun vorliegende

ADP abgespalten.
1.5Vorkommen im Kérper

Im menschlichen Genom sinthehr als 500verschiedene Proteinkinasen kodiert. Dies
entsprichtetwa 2% des gesamten GenoMisEinige Proteinknasen sind ubiquitér, also in
jeder einzelnen Zelle vorhanden, wéahrend an@eoéeinknasen nur in bestimmten Geweben
vorliegen. Ebenfalls sind viele Kasen innerhalb der gesamtétasse der Saugetiere
konserviert, sodass sie nicht nur im menschlichen Koérper, sondern abehvieniger hoch
entwickeltenTieren vorliegen. Nur in Pflanzen sind viele Kinasen wie beispielsweise die
CcAMP-abhé&ngige Proteinkase Aim Vergleich zu den hoher entwickelten Organismeért
konserviert. In jedem Gewebe sind die Proteinkinaseder Signaltrasduktion beteiligt und

kénnen im Falle einer Fehlregulatider Entstehung vieler Krankheiten beteiligt S8

k
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1.6 Durch Proteinkinasen beeinflusste Krankheiten

Die Entstehung vieler Krankheiten wird durdghlregulierte Proteinkinasen verursacht
weshalb Proteinknasen ein attraktives Ziel fur die Wirkstoffentwicklumrstellen Vor
allem die Entstehung vieler Artaron Krebs, wie beispielsweise die chronische myeloische
Leukamie, wird durch fehlerhafteProteinknasen beeinflusst. Die erste entdeckte
Proteinkinase, deren Gen als Protoonkogen wirksam werdenwandie Tyrosinkinase Src.
Eine Mutation desSrcGenes durch den Aviaren Leukosevir(LV) fuhrt in Hihnern zu
einer Entwickung von BZell-Leukamiel'®'9 Mittlerweile wurden viele weitere
fehlregulierte Kinasen gefunderderen GeneKrebszellen Uberexprimiertverden wie
beispielsweisePDK1, oder die als Onkoger dienen, wie MASTKinasen?? Viele andere
Proteinkankheiten (Diabetes, Autoimmunerkrankungen, etc.) werden ebenfalls maf3geblich
durch Kinasen beeinflussgo ist beispielsweise AKT mal3gebliem der Entstehungon
Diabetes beteiligt, da es oie Reguldion der physiologischen Vorgange desulinbildung

und Freisetzung involvieist.?"!
1.7 Bekannte Kinaseinhibitoren

Fir viele Proteinkinasen sind Inhibitoren mit hoher Affinitdt bekannt. Diese zeigen jedoch
oftmals eine unzureichendeSelektivitdét und inhibierenparallel viele andere Kinasen.
Allgemein teilen sich diese Inhibitoren in drei Kategorien: Inhibitoren die die -ATP
Bindestelle an derhingeRegion blockieren und somit kompetetiv gegen ATP sind,
Inhibitoren die die PeptidSubgrat-Bindestelle blockierenund allosterische Binder, die
weder die Peptid noch die ATPBindestelle besetzeisondern Uber einen alternativen
Mechanismus den strukturellen Aufbau und somit die Affinitat der Proteinkinase gegen seine
Substratmolekiile regearen Die meisten bekanntelmhibitoren gehéren zur Kategorie der
hingeBinderBIit3l

1.7.1Hinge-Binder

Viele verschiedene Inhibitoresind bekanntdie kompetetiv zu ATP in ddringeRegion von
Proteinkinaseminden. Der erste dieser Inhibitoren, a@és Arzneistoff zugelassen wurdst
Fasudil (Abbildung).!
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Abbildung 6: Strukturformel von Fasudil.

Seit 1995 wurde eaur Behandlung zerebral®/asospasmen in Japangelassenind, obwohl

es keine groReren Nebenwirkungen aufwésstder Wirkmechanismus noch nicht aufgeklart.
Bekannt ist, dass Fasudil mehrere Proteinkinasen wie beispielsweise die ROCK hemmit,
jedoch keine Selektivitat fir eine bestimmte Proteinkinaseweist Allerdings ist nicht
bekannt, welche inhibierte Prot&inase zum gewiinschteherapeutischegiffekt fuhrt oder

ob ein Wirkmechanismus vorliegt, der nicht def Hemmung voiroteinknasen basieft!

Ein weiterer sehr wichtige der hinge-Binder ist Staurosporin (Abbildung), das bereitsls
antifungales Nttel benutzt wurde, h@r entdeckt wurde, dass et nanomolarer Inhibitor
fiir die PKCwirkt.!

H
N__o
N o N
n "HH
~0
HN__

Abbildung 7: Strukturformel von Staurosporin.

Der Befund, dass Staurosporin ein potenteProteinknaseninhibitor aus einem
Mikroorganismusst, fihrte dazu, dass Pharmaunternehmen begameemehrt Inhibitoren
fur Proteinkinasen zu entwickeln. Viele dieser Inhibitoren wiesen jedoch fehlende Selektivitat

fur einzelne Kinasen auf und scheiterten in klinischen Studien.

10
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Auch heutzutage scheitetnotz hohem Forschungsaufwand der ffe@unternehmen noch

viele potentielle Inhibitoren an den selben Problemen.

Der groldte Klinische Erfolg im Bereich deProteinknaseinhibitoren war Imatinib
(Handelsname Glivec, Abbildur®).

NT X
|
=
HN)\N 2\
CHy X |
HN
CH
N

Abbildung 8: Strukturformel von Imatinib .

Imatinib inhibiert eine mutierte Form der ABKinase, die in beinahe allen Fallen der
chronischen myeloischen Leukéamie auftritt. Da in gesunden Zellen diese Mutation nicht
vorhanden istkonnte eine hohe Selektivitat in Venbiung mit einer hohen Effizienz erreicht

werden und Imatinib wurde bald als Arzneimittel zugelas¥eh?!

Viele weitere Inhibitoren fir di@ingeRegion sindbis heutebekannt, jedochdnntenur ein
Bruchteil der gefundenen Leitstrukturen zu einem erfolgreichen Arzneimittel entwickelt
werden DarlUber hinaus wurdefir bereits zugelassene und in der Therapie bewdahrte
Arzneimittel wie Imatinib Resistenzbildueg beobachtet, so dassnmer wieder neue

Strategien zur Modulation vdProteinknasenrerforderlichsind FI5ILS]
1.7.2Peptidische Inhibitoren

Obwohl die Verwendung von peptidischen Inhibitorsn vielversprebendes Konzept zum
Erreichenhdherer Selektivitat iskonntebisher noch kein peptidischer Inhibitor in klinischen
Studien getestet eden!® Inhibitoren, die sich gegen die PeptidsubsBiadestelle richten,
besitzen den Vorteil, dass sie an eine Region binden, die aufgrund der sequenziellen Vielfalt

der Substrie eine viel groRRere strukturelle Variation im Bindebereich aufweisen.

11
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FUr bestimmteProteinknasen wie beispielsweise die cAMIBPhangige Proteinkinase A sind
endogene Peptide als Liganden bekannt. Im Rahmen dieser Dissertation ist hier vor allen
Dingen de Protein Kinase Inhibito(PKI) zu nennen, ein 2ZBminosduren langes Peptid,
dessen Bindun@n dieProteinkinase A gut dokumentiert ist. Seine inhibitorische Wirkung
entfaltet das Peptid durch die hohe Sequenzidentitat zum natirlichen Sulestrglich das

Serin, das im nativen Substrat als Phosphatakzeptor, dientle m PKI zu Alanin
abgewandeltso dass eine Phosphatiibertragung nicht langer mogliéH Bte Sequenzen

von nativem Substrat urieKI sind im Anhangn Abbildung94 zu finden
1.8 Affinitatsbestimmung an Kinasendurch Phosphorylierungsassays

Zur Bestimmung derBindungsé#initdten von potentiellen Kinaseinhibitoren wurden
vorwiegend Phosphorylierungsassayswendet. Indiesen Assays wd der Einfluss von
potentiellen Liganden aufiel Phosphorylierung eines peptidischen Substrates durch die
Kinase untersucht, indem katalytische Einheiten der Kinasen mit radioaktiv markiertem ATP
und einer definierten Mengeeptidischem Substrat inkubierewden. Nach einer bestimmten

Zeit wird diese L6ésung mit einem Quencher versetzt, der zum Stopp der
Phosphorylierungsreaktiofiihrt. Eine Probe des Reaktionsgemischisdwentnommen, die
peptidischen Substrate aus der Probe isoliert und der Grad der Phosphorylierung mittels der

Detektiondesradioaktiven Phosphates, das auf das Substrat Gibertragen gemkssen.

Durch Wiederholung der Messung mit Zusatz von verschield.igandKonzentrationen
wird der Einfluss auf die Phosphorylierung in Abh&angigkeit der Konzentration bestimmt und
anschli®end mittels einer INEweAVER-BURK-Auftragung und der MHAELIS-MENTEN-

Gleichung (siehe Abbildung) in eine Affinitat in Form eines Kumgerechnggi22I23l

12
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= ATP = 30puM [Ala-Peptide]
v -
[Substrat] - 0.5 1.5 mM
v = vmax -
K; + [Substrat] §gg 04
= 0.8mM
_ 03f
: & ! + ! 1z 0.4 mM
v Uy [Substrat] | v, -3 02 F ot
2
0.1 F
0 o
Gustrate] 0.05 0.10 0.15 0.20
[Substrate] oo o

Abbildung 9: Schematische INEWEAVER -BURKE-Auftragung (links), MICHAELIS -MENTENS-Gleichung (Mitte) und
L INEWEAVER -BURKE-Auftragung eines Phosphorylierungsassays an der Proteinkinagemit Kemptide als
peptidischem Substrat und einem modifizierten Peptid als Ligané®

1.9cAMP-abhéngige Proteinkinase A
1.9.1Allgemeines

Die cAMP-abhangige Proteinkinase (Rurz: PKA) wurde 1968 von W.sH et. alzum ersten
Mal aufgereinigt und charakterisiétf. Sie war die zweite, jemals charakterisierte
Proteinkinase und die ersiroteinknase, deren Struktuturch Rontgenbeugung aufgektar
werden konnt&?d Aufgrund ihrer geringen Koplexitat und reduzierte@roRRe, sowie ihres
simplen  Regulationsmechanismus (siehe Abschnitt 1.9.3. Struktunnd
Regulationsrachanismuswird die PKAheutebevorzugt als Modellproteinkinase verwendet.
Ebenfalls handelt es sicleibder PKA um eine der wenigen Protemdsen, die rekombinant

in E.coli produziertund mit guter Ausbeute in einer aktiven Form aufgereinigt werden

kénnent!
1.9.3Struktur und Regulationsnechanismus

Die cAMP-abhangigeProteinkinase A ist sowohl beim Menschen, als auch bei vielen anderen
Saugetieren ubiquitér, d.h. in jeder Zelle vorhard@rSie besteht aus einer katalytischen
(C-Einheit) und einer regulatorischen UntereinheitHiRheit). Die R-Einheit weist beim

Menschervi er verschi edene Rlslod,orRielnb)auf (RI U,

Alle Isoformenweiseneine N-terminaleDimerisierungsdoméne, eine inhibitorische Doméne
und zweiC-terminale cAMPBIindestellen auf. Die inhibitorischen Doméanen sind strukturell
ahnlich zu den naturlichen peptidischen Substraten der katalytischen Einheit, so dass sie diese

inhibieren konnen.

13
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Neben der inhibitorischen Wirkung auf die katalytische Einlhetisen die REinhdten
Bindestellen zur Fixierungnnerhalb des Zytosols auf, um die Einwanderung in den
Zellnukleus zu verhindernVerschiedene fEinheiten werdenin verschiedenen Geweben

exprimiertund dienen somit als Regulationsmechaniski&!

In Zellen liegt die PKA als inaktives Holoenzym vor, das aus zwei regulatorischen und zwei
katalytischen Untereinheiten gebildet w{slehe Abbildung 1D

Abbildung 10: Cartoon-Darstellung des inaktivenTetramers der PKA bestehendaus zwei regulatorischen (rot) und
zwei katalytischen (gruin) Urtereinheiten. (PDBCode 3TNP)

Die regulatorischen Einheitdanhibieren in diesem Tetramer die katalytischen Eirmeiind
sorgen fur eine Lokalisation im Zytoplasma; im Gegensatz zur freietytigthen Einheit
kann das Holoenzym nicht in den Zellnukleus einwané&#.Durch die Bindung vomwier
Molekilen zyklischemAdenosinmonophosphat (CAMP) an die regulatorischen Einheiten

dissoziiert das Tetramend dieProteinknase kanrihre katalytische Aktivitat entfalten(?li20]

Die katalytische Untereinheit besteht aus 2&0inosauren (Sequenzim Anhang in
Abbildung93) undeine Struktur der katalytischen Untereinheit ist in Abbildtihgezeigt.

14
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Hinge-Region ATP

Substratpeptid

Abbildung 11: Aufbau der katalytischen Untereinheit der cAMP-abhangigenProteinkinase A (PDBCode 3FJQ).
Das Protein ist in der CartoonrDarstellung gezeigt, wahrend das gebundene AT(@rau) in der Stick-Darstellung
gezeigt ist und die gebundenen Magnesiwhonen (gelb) als Kugeln gezeigt sind. Farblich hervorgehoben sindie N-
terminale Doméane(turkis ), die C-terminale Doméane(griin), der DFG-Loop (blau) und die hinge-Region(rot).

Ebenfalls gezeigt ist ein gebundener peptidischer Inhibitoforange) in der CartoonDarstellung.

Entsprechend der allgemeinen Faltung von dinéinasen (siehe Abschnitt 1.3rservierte
Strukturelemente der AGRinasen) weist auch die PK&ine N-terminde Doméaneauf, die
aus einem funfstrangigen antiparallelerFaltblatt und eine C-terminale Domane die
gr ° Ct e-Helicesurhfasst Die verkniipfendéingeRegion besteht aus den Aminoséauren
Glu'® bis GIut?” wahrend @ Aktivierungsschleife mit de®FG-Motiv an derAminoséaure
Aspt® beginntund am APE-Motiv mit der Aminosaure GR3* endet Die Struktur enthalt vier
konservierte Phosphorylierungsstellen, die @berfuhrungdes Proteinsn die aktive Form
beitragen. Hierbei handelt es sich um'§e®8ef®, Thrt®” und Set*’. Diese Aminosauren
liegen in der aktiven Form der PKA stets phospherylvor. Die Phosphorylierung von
Thr'¥’ist essentiell firr die Ausbildung der katalytisch aktiven BIR@&onformation.
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Wie in Abhldung 11 gezeigt binden Substratpeptide oberhalb des-D&&Gsund in direkter
Nachbarschaft zur ATBindetascheln der ATRBindetaschebefinden sich darliber hinaus
zwei Magnesiurdonen, diean der Phosphatiibertragung beteiligt Siritf:>1120123

1.9.4Aufgaben im Koérper

Die Proteinkinase A Gbernimmt im menschlichen Korper viele verschiedene Aufgaben und ist
ubiquitar zu finden. Einige Beispiele fir die Aufgabelie die PKA Ubernimmtsind die
Signalweiterleitung von verschiedenenP®otein gekoppeltefRezeptoren, die Aktivierung

des Transkriptionsfaktors CREB und regulatorische Funktionen im Glykogen
Metabolismud?”!

2. Assays

2.1 Thermal-Shift Assay (TSA)

Die Stabilitéat von Proteinen wird anhand ihres Schmelzpunites,der Temperatur, bei der

die Faltung aufgebrdeenund das Protein denaturiexird, gemessen. Diese Stabilitat kann
durch viele verschiedene Faktoren wie die Konzentration an Salzen, défefikbder auch

die Bindung von Cofaktoren und Liganden beeinflusst werden. In diesem Fahieétssich

der Schmelzpunkt des Proteins zu héheren oder niedrigeren TemperatuféerinatShift
Assay(TSA), auch Thermofluoreszemfsssay genannt wird die Schmelztemperatur von
Proteinen mithilfe eines Fluoreszem-Farbstoffes bestimmt.Ein solcher Fartoff,
beispielsweise das im Rahmen dieser Arbeit verwendete SYBRBape kann sich an
hydrophobe Aminosauren anlagemaszu einer erhohten Fluoreszenz des Farbsftafist.

kann. In einem korrekt gefalteten Protein liegen hydrophobe Aminosauren radrsten
Proteirlnneren, abgeschirnvom LAsungsmittel vor, da pokunpolareWechselwirkungen
zwischen Wasser und den Seitenketten der unpolaren Aminosduren energetisch unginstig
sind und zu kaum wasserloslichen Proteinen fihren wiBge der Entfaltung des Proteins
werdenallerdings auchdiese Aminosaureau dem Ldsungsmitteéxponiert, sodassich der
hydrophobeFarbstoff anlagern kann und ein Anstieg der Fluoreszenz detektiert werden
kann!?128  Somit ergibt sich eine Schmelzkure wie in Abbildungl2 gezeigt. Der

Wendepunkt der Kurventspricht denschmelzpunkt des Proteins.
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Protein korrekt gefaltet Aufschmelzen Proteinaggregation
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Abbildung 12: Schmelzkurven imThermal-Shift-Assay. Tm bezeichnet derWendepunkt der Kurve und somit den
Schmelzpunkt des ProteinsAufgetragen sind hierbei die gemessene Fluoreszenz in der Lésung gegen die Temperatur.
Angemerkt sind die verschiedenen Bereiche der Kurve, in denen das Protein korrekt gefaltet vorliegnjt dem
Schmelzen beginnt und an dem das Projekt vollstandig gesclimen vorliegt und aggregiert. Die Fluoreszenz entsteht
durch die Zugabe des fluoreszenzten Farbstoffs SYPROrange, der an hydrophobe Aminosauren bindet.

Zur Bestimmung des Wendepunktes und somit des Schmelzpunktes des Proteins wird die
erste Ableitung de Schmelzkurve gebildet und gegen die Temperatur aufgetrgsieime
Abbildung13). Das Minimum der ersten Ableitung der Schmelzkurye das mit
Tabellenprogrammen wie Microsoft Excel bestimmt werden kaantspricht dem

Wendepunkt der Kurve
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Abbildung 13: Auftragung der ersten Ableitung einer Schmelzkurve gegen die Temperatubas Minimum der Kurve
entspricht dem Schmelzpunkt des Proteins, das in der Schmelzkurve vermessen wurde.

2.2Mikroskalierte Thermophorese (MST)

Der mikroskalierteThermophoreséssay (MSFAssay) ist eine Mdglichkeitdie Diffusion

von Molekilen entlangeines Temperaturgradienterzu verfolgen. Diese Diffusion ist
abhangig von verschiedendParametern wie beispielsweise delolekuargewicht der
Molekile oder derSolvaationeigenschaftenWird die Diffusion eines Biomolekils wie
beispielsweise eines Peptides oder eines Proteins betrachtet, so &andern sich die
Diffusionseigenschaften bei Bindung eines Liganden oder eines weiteren Proteins. Diese
Anderung kann in Abhandkgit der Ligandenkonzentratiogemessenwerden, um die

Bindungsaffinitat zu ermittel A0

Zur Detekion der beobachteten Molektle s#n diesezuerstmit eing fluorogena& Gruppe
versehen seirBei Proteinen kann eine solche Gruppe mithilfe eines Farbs{éfesa Fluor

647) eingefuhrt werden, der kovalent an ein Lysin auf der Proteinoberflache bindet.
Anschliel3end wird die zu untersuchende L6sung in eine Kapillare gefullt und mit einem IR
Laser bestrahlt, wahrend digluoreszenz gemessen wird. Durch derL#er entstehliokal

ein geringer Temperaturgradient, sodask®s untersuchte Protein entlang des Gradienten
diffundiet. Nach dem Abschalterdes Lasers liegt der Gradient nicht langer vod wane

Diffusion findet in die umgekehrte Richtung statt.
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Diese als Thermophoresebezeichnete induziertéMoleklilbewegung lasssich, wie in

Abbildung 14 gezeigtmittels der Fluoreszenzarkierungn der Losungnachweiser?IE0

Thermophorese

Startpunkt Diffusionsstart Gleichgewicht Ruckdiffusion
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Abbildung 14: Verlauf einer Thermophoresekurve.Aufgezeigt ist die Fluoreszenz in Abhangigkeit der Zeitin den
blauen Kéastchen ist die Bewegung der einzelnen Molekiile in der Losung gezeigt. Der rote Punkt zeigt die
Einstrahlflache des IR Lasers.Bei den auf der Achse markierte Zeitpunkten wurde der IR-Laser an- oder
ausgeschaltet und somit ein lokaler Temperaturgradient erzeugt.

Wird die Messung mit unterschiedlichémgand-Konzentrationenwiederholt, so wird die
Diffusion in dem MalRe wie der Proteingand-Komplex gebildet wid, verandert, wodurch
die Kurven gegeneinandewerschoben werden(siehe Abbildund5). Anhand dieser
Verschiebung kann eine Bindungskurve lobrest werden (siehe Abbildurid).
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Abbildung 15: Durch Ligandenbindung verschobene MSTKurven (oben) und somiterhaltene
Bindungskurve (unten). Aufgetragen in der MST-Kurve (oben) ist die Fluoreszenz der L6sung gegen die Zeit bei der
Messung der Thermophorese. Aufgetragen in der Bindungskurv@unten) ist die normierte Fluoreszenz der L6sung

gegen die Konzentratiordes Liganden. Die Trendkurve (unten, blau) zeigt die vom verwendeten
Auswertungsprogramm berechnete Bindungskurve, die eine Affinitatsbestimmung des verwendeten Liganden
erlaubt.
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Aufgabenstellung und Beirdge der Kooperationspartner

Il Aufgabenstellung und Beitrdge der Kooperationspartner

Im Rahmen dieser Arbeit sollten innerhalb eines Kooperationsprojektes mit den
Arbeitsgruppen G&YER und DEHNEN aus Marburg und &HREINER aus Giel3ennach
MalRgabedes LOEWE-SynChemBieProjektes, mehrere Konzepte zur Eitklung neuer
selektiver peptidischer Inhibitoren fir Proteinkinasen entwickelt und mithilfe von

Bindungsassays, Proteinkristallisation und Rontgenstrukturanalyse verifiziert werden.

Die Arbeitsgruppe BHNEN versuchte hierbei Chalkogen@luster zu entwicéln, die
innerhalb der ATHBindetasche von Preinkinasen binden kdnnen. Durch die Mdglichkeit
der weiteren Funktionalisierung sind diese Cluster ein guter Ausgangspunkt fir die
Einfihrung vieler neuer diverser Eigenschaften. Bis zum Ende dieser Arbeiekgedoch

leider keine Cluster erhalten werden, die in Bindungsassays oder kristallographischer

Strukturaufklarung getestet werden konnten.

Die Arbeitsgruppe SHREINER entwickelte Adamantyt und DiamantoieCluster, die zur
spateren Funktionalisierung nden in der Arbeitsgrupd@eEHNEN entwickelten Chalkogenid
Clustern geeignet waren. In einem weiteren Ansatz gelang es thmew o-fall sU aumcc h b
o-Aminosauren mit Adamantylund DiamantoieClustern zu synthetisierétt! Die auf

diesem Wegerhaltenen Aminosauren sind in Abbildubg gezeigt.

HaN.__CO,H
jOZH : CO,H
HoN.__CO,H NH
: HoN CO,H 2 CoH
@ @\NHz E
NH»
SC1 SC2 SC3 BB1 BB2 BB3

Abbildung 16: Im Arbeitskreis SCHREINER synthetisierte neue Aminosauren mit Adamantyl und Diamantoid-
Clustern. Der intern verwendete Name der Aminosauren, wie beispigiveise BB1, sind unterhalb der jeweils
zugehorigen Struktur gegeberf!
Von den Aminosduren SC1, SC2 und SC3 wurden sowohl Sials auch dieR-

konfigurierten Enantiomere synthetisi€H.
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Aufgabenstellung und Beitrage der Kooperationspartner

Diese reuartigen Aminosauren sollten anhand wWdolekulardynamikSimulationenMD-
Simulationen) in derals PKI bezeichneten, literaturbeschrieberermdogenen peptidischen
Inhibitor fur die PKA eimebracht werden, umiber solche chemischktabile Varianten
Hemmestoffe mit neuen vorteilhaften Eigenschaften zu entwerf®ieses Konzept der
Einfihrung von neuartigen, teils sehr hydrophol#eninosaurenwurde bereits 1992 von
SCcHULTZ et. al erfolgreich an T4L Lysozymdurchgefuihr®? ScHULTZ et. al. konnten
vorteilhafte Awswirkungen auf die Proteinstabilitdt bei Einbringung von hydrophoben
Aminosauren wie beispielsweis®S-2-Amino-4-methylhexaséure(siehe Abbildundl7) in
hydrophobeBereiche des Protein beobacht&h.

O

OH
NH,

Abbildung 17: Struktur von S,S-2-Amino-4-methylhexansaure.

Dieses bereits erfolgreich angewendete Konzept sollte nun im Rahmen dieser Arbeit
verwendet werden, um den peptidischen Inhibitor PKI zu optimieren. Neben der Optimierung
hydrophober Interaktionen durch Einfuhrung der skidrophoben AdamantyGruppen,

sollte ebenfalls versucht werden, stark vororientierte Geometrien des Inhithibais die

r i g i -duenndAdamantytAminosauren einzustellen. Letztlich wurde versuchirch die
Reduzierung der Freiheitsgrade die Affinitiégr peptidischen Inhibitenzu verbessern. Dies

tritt beispielsweise durch den Ersatan Isoleucin, dessen Seiteette konformativ flexibel

ist, gegen eine in der Seitenkette sehr righdamantytAminosaure auflm Rahmen dieser
Arbeit sollten neben denMolekulardynamikSimulationen Bindungsaffinitaten der neuen
Peptide gemessen und Strukturen der Komplexe der Peptide mit der PKA mittels

kristallographischer Methoden bestimmt werden.

Die Arbeitsgruppe 6ver entwickelt neue RibeAminosduren. Diese Aminoséen sind
Serine, Threonine oder Tyrosine, in deren Seitenkette die Hydroxygruppe mit einer Ribose
glycolysiert ist. Neben der erhéhten Anzahl an Hydroxygruppen, die in der Lage sind
Wasserstoffbriickenbindungen innerhalb des Proteins auszubilden, mefnfdihrung von
Ribo-Aminoséauren in ein peptidisches Substrat einen Ansatzpunkt fur sich selbst findende

Komplexe.
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Ribosen sind in der Lage unter wassrigen Bedingungen mit Schwertoatall wie Lanthan
oder Yttrium, aber auch mit Boronsaduren Reaktiomenzugeher®®! Insbesondere die
Reaktionen mit Boronsauren erschienen hinsichtlich dieses Projektes vorteillsatiek#its

in Kapitell erwahnt bieten sich selbst findende Komplexe aus mehreren einzelnen
Komponenten entropische Vorteile, die zur Vedegang von Bindungsaffinitdten fuhren
konnen.Bei der Reaktion von Boronsduren mit Ribosen werden weiterhin zwei Molekile
Wasser abgespalten, die diese @pischen Vorteile noch verstarken solltdm Rahmen
dieses Projektes sollte versucht werdéie RibocAminosduren innerhalb des peptidischen
Liganden PKI einzufihren, um einen Ansatzpunkt flir Reaktionen mit Boronsauren zu
erhalten. Anschlie3end sollten Derivate des literaturbekannten, hochaffinen Inhibitors Fasudil,
der innerhalb der ATBindetaghe bindet, mit einer Phenylborons&@rippe synthetisiert
werden. Diein Folgeder Bindung der Fasudierivate an die PKA in Richtung der Peptid
Bindetasche ausgerichtete Phenylboronsaursollte analog wie in DMSO NMR
spektroskopisch durcBr. ROMINA KIRSCHNERNnachgewieserin Loésung mit der Ribosdes
peptidischen Liganden reagieren wsuiitbeide Bindestellen verkniipfé#l Weiterhin sollte

eine Boronsaurdaltige Aminosaure in den peptidischen Liganden eingefuhrt werden. Die in
Richtung der ATPBindestelle ausgerichtete Boronsaure sollte sich analog zirekektion
zwischender Ribo-Aminosdure undiem BoronsaureFasudil mit den Riboskbausteinenvon

ATP, ADP oder AMP verknlpfertassen(siehe Abbildundl8). Auf diese Weise sollten
hochaffine, durch dieVerknipfung mit der PeptiBindestelle hochselektive, neugg
Inhibitoren erhalten werden, drge in Abbildung 18 veranschaulichaufgebausind

N
7N
O, OH
o o 7 oH MO o.f
1 ~_B-on HN B S
FTNH N i o OH HO N’
T o = 0%—\0 NF“/O
e

~2H,0

-2H,0
NH;

N
7N

L o o

pa N 0.

o\ Lo oM un g‘)”/ﬁ@ b
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5 L 0 uoor o]
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Abbildung 18: Erhoffte Komplexbildung von Boronsaure-Aminosaure mit Adenosinphosphaflinks) und Ribo-

Aminoséuren mit Boronsaure-Fasudilen(rechts).
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Im Rahmen dieser Arbeit sollten die RiBminosauren #boserin(RBS) und
Ribothreonin(RBT), sowie die BoronsaurdminosaurgBAR) in peptidische Liganden
eingefuhrt werdelisiehe AbbildundL9).

OH o)
OH_ OH OH OH HO-B
HO HO NH
0 0
o) 0
OH OH
HQN/E‘/ Hzl\lINOH HoN
0 o) 0
RBS RBT BAR

Abbildung 19: Struktur der in dieser Arbeit verwendeten Aminoséuren RBS, RBT und BAR.

Zur Reaktion mit den Ribé&minoséuren sollten die Fasudberivate Boron-Fasudil(BFS)
und das deutlich flexiblerBoronFasuditFlexibel (BFF) (siehe Abbildund0) in der ATP-
Bindestelle gebunden werden.

N N
/N HO. -OH o &
(ﬁ 9 H T
N-S NSNTR
Ho B0
BFS BFF

Abbildung 20: Struktur der in dieser Arbeit verwendeten FasuditDerivate BFS und BFF.

Mithilfe kristallographischer Strukturaufklarung sollte die vielversprechendste Position zur
Einbringung der neuen Ribaind Boronsaurdminosauren in das Peptid ermittelt werden,

um Verknidpfungen mit Fasuelderivaten oder Adenosinphosphaten zu erreichen. Nach de
Ermittlung der korrekten Position sollten Strukturen der Komplexe zwischen den neuen
Peptiden, FasudDerivaten beziehungsweise Adenosinphosphaten und der PKA bestimmt
werden. DieseStrukturensoliten hinsichtlich der Verknlipfung der Bausteidey ide&en
Geometrie zum Design verbesserter Bausteine und mdglicher ligandeninduzierter Effekte
untersucht werden. Weiterhin sollten die Bindungsaffinitidten aller neu dargestellten

peptidischen und nicht peptidischen Liganden bestimmt werden.

Von den Kooperatiospartnern des ArbeitskreisesSCHREINER wurden die Adamantyl
Aminosauren bezogen, der ArbeitskreisYER lieferte samtliche neuen Peptide sowie die

neuartigen FasudDerivate.
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IV Ergebnisse und Diskussion

1. Rekombinante Produktion der cAMP-abhéngigen Proteinkinase A aus
chinesischenHamster-Ovarien (CHO PKA)

Im Rahmen dieser Arbeit wurde mit der katalytischen Einheit der cAbtRingigen
Proteinkinase APKA) gearbeitet, die in den Ovarigiellen des chinesischen
Hamstes (chinese hamster ovariesCHO) produziert wird. Sie wurde rekombinant in
Escherichia oli produziert und aufgereinigt. Dabei wurde eine Vorschrift von DRBBRA
WIENEN-SCHMIDT verwendet mit der das Protein in ausreichender Menge und Reinheit

erhalten werden konnt&!
2. Strukturvorschlage von Adamantyl-Peptiden mittels MD-Simulationen

Vor der Synthese neuer Peptide mit AdamaAtylinosduren musste beurteilt werden, an
welcher Stelle im literaturbekannten PKI die Einfiihrung einer solchen Aminosaure zu
vorteilhaften Eigenschaften fuhrekonnte Hierfir wurden in Zusammenarbeit mit

T. WULSDORF und Dr.A. METZ MolekulardynamikSimulationen durchgefiihrinit denen

die Bindungbeziehungsweise Stabilité&n modellierten Adamanteptiden an die PKA
untersuchtwurden. Dabei wurden samtliche méglichen Variationen des PKI modelliert, die
einen Austausch von einer oder mehrerer Aminosauren gegen genau eine Adamantyl
Aminosaure enthielten. Bei Adaman#minoséuren, dieracemischvorliegen konnten,
wurden beide Enantiomeren den Simulationen verwendet. Nach Beurteilung der
Simulationen wurde eine Liste von interessanten Strukturvorschlagen erstellt und zur

SynthesevorgeschlagenAbbildung 96 im Anhang)
3. Etablierung von Bindungsassays

3.1 Beurteilung von geeigneter\ssay-Methoden

Zur Verifikation der neuen Konzepte und zur Evaluation der Bindungseigenschaften der neu
synthetisierten Liganderan die PKA musste zu Beginn der Arbeit ein geeigneter

Bindungsassay etabliert werden.
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Die Methode der isothermalen Titratiealorimetrie(ITC), die neben der Beurteilung der
Bindungsaffinitdten ebenfalls Information tber die thermodynamischen Beitrage zur Bindung
liefert, wurde bereits im Vorfeld verworfen, da die hierflir benétigten grol3en Mengen an
Ligand nicht bereitgestelverden konnten. Bei der Synthese der neuartigen Verbindungen
von Dr. RoMINA KIRSCHNER im Arbeitskreis GYER konnten nurAusbeuten im niedrigen
Milligramm-Bereich erhalten werden, sodass eine Addathode gewahlt werden musste,

die mit geringen Mengen arigand verlassliche Ergebnisse erzielen kann. Die Methode der
SurfacePlasmonResonancéSPR), die zusatzlich zu Bindungsaffinitaten Aussagen uber die
Kinetik der Bindungen liefern kanmurde ebenfalls als ungeeignet beurteilt, da eine hierfur
benotigte Inmobilisierung des Proteins zu strukturellen Anderungen fuhrt, die die
Bindungseigenschaften von Liganden verdndern t&nDie Bindungseigenschaften der
Liganden an die PKA sollte jedoch im nativen Zustand des Proteins bestimmt werden. Die
Methoden der mitoskalierten Thermophore$®IST) und desThermatShiftAssayqTSA)
wurden als geeignet erachtet und im Rahmen der Arbeit wurde versirciindungsassay

unter Verwendung dieser Methoden zu etablieren.
3.2 Erste Versuche zur Etablierung desMikroskalierten Thermophorese-Assay
3.2.1 Fluor esz eabdinga)y kd er uRrgot(édi nki nase A

Zur Bestimmung von Bindungsaffinitaten in einem MA&3say nussentweder der Ligand
oder dasProtein eine Fluoreszenz aufweisen, die vom verwendeten Messgerat detektiert
werden kann. Im Rahmen dieser Arbeit wurde mit Liganden gearbeitet, die keine eigene
Fluoreszenz aufwiesen, weshalb sie nicht vom Messgerét detektiert werden konnten. Die PKA
weist eine Eigenfluoreszenz aufgrund der enthaltenen Tryptophane auf, das verwendete
Messgerat (Monolith NT.115) war jedoch nicht darauf ausgediegge Fornder Fluoreszenz
zu detektieren, weshalb zuerst eflumrogeneGruppe, die fir das Gerat geeignetrwan das
Protein angekniipft werden musste. Diese FluoreszenzmarkierungMabeHingi genannt,

mussteetabliert werden, bevor die PKA im Assay verwendet werden konnte.

Von der Firma Nanotemper Technologies, die das vede® Monolith NT.115 vertreipt
liegen zwei fur dieses Gerét geeignete ReakilGitszur Fluoreszenzmarkierung vor. Eines
dieserKits knupft einefluorogeneGruppe kovalent an I6sungsmittelzugangliche Cystdere

Proteine dasandere knipft diese Gruppeit exponierterLysinen.
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Da die Markierung von fir die Ligandenbindung essentiellen Aminosauren zum Verlust von
Bindungsaffinitdten fihren kann, musste im ersten Schritt entschieden werden, welches dieser
Kits verwendet werden st Im Rahmen dieser Arbeit wurde dslenolith ProteinLabeling

Kit RED-NHS (Amine Reactivajerwendet, das Lysine markiert, dach genauerer Analyse

der Proteinoberflachdavon auszugehen walass die Bindetascherdurch nicht signifikant

beeinflusst verden sollte

Die Effizienz derLabelingReaktion ist mal3geblich von dem verwendeten Buffer abhéngig.
Neben dem pHWert und den Puffersalzen, die die Reaktivitat beeinflussen, mpsseare

Amine und DTT aus dem Puffer entfernt werden, da sie Nebenreaktionen eingehen. Nach der
Aufreinigung lied das Protein in einem HEPH®uffer vor, der DTT enthalt. Da DTT die
Reaktion stbren wirde, musste das Protein in einem ersten Schritt in einen neuen Puffer
Uberfuhrt werden. Im verwendet&it liegen hierfir Pufferaustaus@éulen vor. Das Protein
wurde rach der Vorschrift deKits in den enthaltenerLabelingBuffer, der fur die
Fluoreszenzmarkierung optimiert ist, tberftihrt und durch Verdiinnung auf eine Konzentration

von 1615& mAAL* eingestellt.

Die StandareVorschrift desKits empfiehlt im darauffalenden Markierungsschritt eine
Farbstofflosung zu verwenden, deren Konzentration d&faZhen Konzentration des
Proteins entspricht. In Fallen, in denen dabelingnur in geringem Malie stattfindet, wird
empfohlen die Konzentration des Farbstoffes zvh@hen. In den ersten Tests wurde
vorsorglich eine Farbstoffkonzentration, die demb-tachen der Proteinkonzentration
entsprach, verwendet. Nach Aufreinigungnd dabei erfolgendem Pufferaustausch in
Assayuffer Ol fur MST(siehe KapiteMI) entsprechend der Anleitung degs wurde die
Konzentration von Protein und Farbstoff bestimmt. Bereits im ersten Versuch konnte ein
Verhéltnis von 1:1 von Protein und Farbstoff erhalten werden. Dieses ideale Verhaltnis zeigt
an, dass im Durchschnitt jedBsoteinmolekil mit genau einfluorogene& Gruppe markiert
wurde. Da dieses Ergebnis ideal ist, wurde der Prozess der Fluoreszenzmarkierung nicht
weiter optimiert und fur alle weiteren Versuche analog durchgefiihrt. Der detdibdrding

Prozessst im Material und Methodenteil beschrieben
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3.2.2 Reduzierung vonAggregations und Adhasionseffekten

In einem MSTAssay wird die Diffusion von Molekilen entlang eines Temperaturgradienten
detektiert. Diese Diffusion wird durch die Bindung von Liganden béesst, was die
Bestimmung einer Bindungsaffinitéérmoglicht. Aggregationseffekteles Proteins oder
Adhasioren an die verwendete Glaskapillaren &nnendie Diffusion jedoch ebenfalls so
malfigeblich beeinflussen, dassne Affinitdtsbestimmung nicht mdglichist. Vor der
Durchfiihrung von Messreihen muss dalmrerst getestet werden, ob Detergenzien wie

Tween20 oder Bovines Seruflbumin (BSA) als Zusatzerwendet werden mussen.

Nach der Etablierung désbelingswurden Thermophoresekurven mit und ohne Zegain

Tween20 aufgenommen. Diese sindAbbildung21 gezeigt.
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Abbildung 21: Auftragung der gemessenen Fluoreszenz gegen die Zeit bei Messungen von Thermophoresekurven mit
und ohne Detergenz. Dieinregelmafig verlaufenden Kurven ohne Zugabe eind3etergenzes zeigen das Vorliegen
von Aggregations oder Adhasionseffekten.

Es zeigte sich, dass ohne Zugabe von Detergenzien die Kurven unregelmafiig verlaufen und
Buckel aufweisenDiese Messbedingungen sind somit ungeeignet. Bei Zugabe vof#60,05
Tween20 sind die Kurven regelméRig und ohne Buckel. Die Zugabe eines Detergenzes ist

somit in der Lage die Qualitder Kurven zu verbessern.

28



Ergebnisse und Diskussion

Jedoch wiesen die Kurven bst mit Zugabe eines Detergekeinen idealen Verlauf auf,
weshalb weitere Optimierungen dugefuhrt werden mussteiese weiteren Optimierungen
wurden indemAssaypuffer O2 fur MST(siehe KapiteMI) durchgefihrt.

Zur Bestimmung der korrekten Konzentration des Fluorophores in den Pkaloenein
sogenannter Kapillacan durchgefuhrt werdemieser misst die Fluoreszenz innerhalb der
beflllten Kapillaren und erlaubt somit die Anpassung der Konzentration. Neben der Intensitat
der Fluoreszenz lasst sich aufgrund der Form der Fluore§mtzen eine Aussage Uber
eventuelle Adhasionseffekte desofeins an das Kapillarmateriateffen Bei den ersten
Messungen wurden keine Adhasionseffekte detektiert, die Kurven lieferten jedoch Anzeichen

dafir, dass dennoch solche Effektre Rolle zu spielen schienen

Da die Adhasionseffekte sich bei langererarweilen der Proteinlésung in den Kapillaren
verstarken kénnen, wurden die Proben der ndchsten Messung mehrfach im Abstand von etwa
5 Minuten vermessen. Ebenfalls wurden die Proben in Kapillaren ohne Beschichtung und
Kapillaren mit hydrophober oder hydrafdr Beschichtung getestet. Die dabei erhaltenen
Kapillarscans sid in Abbildung22 gezeigt.
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Abbildung 22: Kapillarscans der mit Proteinlésung befiillten, unterschiedlich beschichteten Kapillaren. Aufgetragen
sind die Intensitat der Fluoreszenz in derikapillaren gegen die Position der Kapillaren im Messgeréat. Der

Kapillarscan in Standard und hydrophob beschichteten Kapillaren zeigt das Auftreten von Doppelspitzen.

Bei der Vermessung nackiner gewissen Inkubationszerturden in den Kapillarscans
Doppelpitzen festgestellt. Diese Doppelspitzen zeigten, dass das Protein in geMafem
an den Kapillarwanden adhéxe.
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Aufgrund der direkt nach der Befillung der Kapillaren erfolgten Messung in den ersten
Versuchen, wurden die Adhéasionseffekte nicht beiapilarscan entdeckt, sondern erst
aufgrund einesuboptimalen Verlasfder Kurven vermutet. Durch die langere Verweilzeit in
den Kapillaren wurden die Adhasionseffekte verstarkt und konnten entdeckt und durch die
Verwendung von hydrophil beschichteten Kiapen eliminiert werden. Weitere Messungen
wurden nur in den hydrophil beschichteten Kapillatemd ihrem Nachfolgemodell, den
Premiumbeschichteten Kapillaren durchgefiihhh Abbildung23 ist eine mit diesen neuen

Messbedingungen erhaltene Messkurveegs.
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Abbildung 23: Auftragung der gemessenen Fluoreszenz gegen die Zeit bei Messungen von Thermophoresekurven mit

hydrophil beschichteten Kapillaren.
3.2.3 Erste Messungemit peptidischen Liganden

Nach der Etablierung der Fluoreszenzmarkierung dexd Eliminierung der Agggations

und Adhasionseffekte&konnten Thermophoresekurven nauswertbarenKurvenverlaufen
erhalten werden. Unter den optimierten Bedingungen wurden die ersten
Affinitdtsbestimmungen von peptidischen Liganden an die Proteinkihaachgefuhrt.n

der Literatur var fiir PKP2# zur Proteinkinase A&ine Affinitat von2,3nmol AL angegeben,

die mittels eines Phosphorylierungsassays bestimmtden warf?!! Zur Ermitfung von
korrekten Ligandenkonzentrationen in den MH&&ssungenwurde diese Affinitat als
korrekie Referenzangekommen und mittels einer OnhSeftware zur Simulation von
Bindungskurven der Firma Nanotemper Technologies eine Verdlinnungsreihe entworfen. Die

simulierte Bindungskurve ist in Abbildurifl gezeigt.
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Abbildung 24: Simulierte Bindungskurve einer MST-Messung eines Liganden miginer Affinitat von 2,3 nmol AL
gegen eine Proteinkonzentration von 768mol ALL. Aufgetragen sind dieKonzentration an Ligand gegen die

prozentual gebundene Menge von Ligandradas Protein.

Als Bedingungen fiir die Messreihen wurde eine Startkonzentration vamaDAL™? des
Liganden, eine 1:1 Verdunnungsreihe mit 16 Proben und eine Proteinkonzentration zwischen
30 und 100hmol ALt gewahlt. Da in der Literatusekannt ist, dss die Zugabeon ATP die
Bindungsaffinitat peptidischekiganden beeinflusst, wurden die Messungenwohl ohne
ATP sowieunter Zugabe von 2&mol AL! des Magnesiumsalzes von ATP durchgefiffirt.
Jedoch konnte untevYerwendung dieser Ligandenkonzentrationen in Assayp@geifur
MST keine Affinitat festgestellt werdeia die Kurvenformdiewie in Abbildung23 gezeigt
verlief, aufkeinalei Problemebei der Diffusionhinwies wurde vermutet, dass die Bindung
von PKP2%an die PKA unter dehierbei verwendeteBedingungen nicht oder nur mit einer
deutlich schlechteren Affinitat stattfindet. Zur Begjéng dieser Vermutung und Ernhithg
gunstiger Pufferbedingungen wurdezunachst die Etablierung einesThermatShift
AssayyTSA) begonnen.
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3.3 Ermitt lung korrekter Bedingungen mittels einesThermal-Shift-Assays(TSA)
3.3.1 Bestimmung der Proteinstabilitatzur Etablierung neuer Messbedingungen

Ein TSA ermoglicht die Bestimmung von Proteinstabilitaten antgesASchmelzpunktds

des Proteins, was der Entfaltungstemperatur des Proteins entdpredeir wird maf3geblich
durch Pufferbedingungen beeinflusst, kann jedoch auch bei Zugabe von Liganden und
Cofaktoren verschoben werden. Dabei konnen stabilisierende ostabitisierende Effekte
auftreten, die durch freigetzteoderaufgewendetdindungsenergiererursacht werden. Zu
Beginn der Testmit dem TSA wurde versucheine Bedingung ausgehend vom im MST
Assay verwendeten Puffer zu finden, bei der das Proteirl stabegt und die Bindung eines
Peptides durch eine Schmelzpunktverschiebung des Proteins detektiert werden kann. Da in
der Literatur beschrieben ist, dass die Zugabe von ATP und Magnesium die Bindungsaffinitat
von Peptiden beeinflusst, solltkeserEffekt der Zugabe dieser beiden Substanzen ebenfalls
getestet werde! Zu Beginn wurde angenommen, dass das natiirliche Substrat ATP keine
negativeWirkung auf das Protein austind selbst hohe Konzentrationen toleriert werden. Es
wurde somit zuerst versugleine Konzentration zu bestimmen, bei der das Protein mit ATP
gesattigt vorliegt. Da in verschiedenen Kristallstrukturen der PKA (beispielsweise 3FJQ) zwei
Magnesiumionen an das in der Bindetasche befindliche ATP koordinieren, sollte gleichzeitig
der Efekt von Magnesium auf das mit ATP gesattigte Protein getestet werden. Die hierbei
getesteten Konzentrationen, sowie die Schmelzpunktergebsirsd in Tabell@ gezeigt.

Tabelle 2: Gemessene Schmelzpunkte der PKA unter Zugabe unterschiedlich€onzentrationen an

Magnesiumchlorid und ATP Natriumsalz.

OmmolALT  5mmolALT  10mmolAL? 15mmolALT 20mmol ALt 25 mmol AL

MgCl, MgCl MgCl MgCl, MgCl, MgCl,
Ommol AL?
45,8t0,3°C 45,7+#0,3°C 46,0+0,0°C 46,3t0,3°C 45,7+0,3°C 45,5+0,0°C
NaATP
10mmol AL
35,8+0,3°C 32,2+0,6°C 25,5+0,0°C 37,0+1,0°C 26,2+1,8°C 25,0+1,3°C
NaATP
20mmol AL
<10,00°C <10,00°C <10,00°C <10,00°C <10,00°C <10,00°C
NaATP
30 mmol AL
<10,00°C <10,00°C <10,00°C <10,00°C <10,00°C <10,00°C
NaATP

Alle Proben enthielten 5@mol AL HEPES, 500nmol AL-* NaCl und waren bei pH 7,0.
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Es zeigte sich, dass die PKA in den Bedingungen ohne Magnesiumchlorid und ATP einen
Schmelzpunkt von etwa 4€& aufwies. Die Zugabe von Magnesiumchlorid zeigte bis zu einer
Konzentration von 185nmolAL? einen sehr schwachen stabilisierenden Effekt, diéiee
somitin einen nicht signifikanten Bereich. Erst eine Stabilisierung oder Destabilisierung von

> 1 °C kann als signifikant angesehen werden. Die Zugabe von ATP dagegen sorgte fur einen
stark destabilisierenden Effekt. Bereits eine Konzentration1@mmol AL sorgte fiir eine
Verschiebung des Schmelzpunktes un@0Konzentrationen aufwérts va20 mmol AL

sorgten fur eine so starke Destabilisierung, dass das Protein selbst Hei b&deits

denaturiert vorlag.

Ebenfalls wurde versuchtien Schmelzpunkt des Proteins unter Zugabe vom@l AL
bzw. 0,08mmol ALt PKI>?*und ATP zu bestimmerkin Einfluss von PKT¥?* konnte hierbei
jedoch nicht detektiert ggden. Die Ergebnisse waren analog zu den vorher durchgefiihrten

Messreihen vio ATP ohne Zugabe von Magnesiumchlorid.

Es zeigte siclsomit dass das Protein unter den Al&tigen Bedingungendie im MST-
Assay Anwendung fandemicht stabil ist unddas Enzymnicht in einem aktiven Zustand
vorlag DasAusbleiben einer Bindungfanitat im MST war dahemicht auf denLiganden
sondern af die verwendeten Bedingungenrigkzufiihren Weiterhin konnta unter den im
MST verwendeten Bedingungen auch im TSA keine Interaktion voA#Kiit dem Protein
festgestellt werderDies legte derVerdacht nahe, dass die Messbedingungen nicht optimal
waren und weitere Optimierungen vonnoten waren. Aufgrund der Vermutung, dass die
Konzentration an ATP zu hoch wamurden erneut Messungen mit verschiedenen
Konzentrationen an Magnesiumchlorid und ATBrathgefihrt,die eher physiologischen
Konzentrationerentsprachen. Ebenfalls wurde die Konzentration von Natriumchlorid von
500mmol ALt auf 100mmol AL reduziert. Die hierbei getesteten Konzentrationen, sowie
die Schmelzpunktergebnisse sind Trabele3 gezeigt und n Abbildung25 graphisch

aufgetragen.
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Tabelle 3: Gemessene Schmelzpunkte der PKA unter Zugabe unterschiedlicher Konzentrationen an
Magnesiumchlorid und ATP Natriumsalz.

OmmolALTMgCl,  0,8mmolAL*MgCl, 1,6mmolAL*MgCl, 5 mmol AL MgCl,

0 mmol AL
NaATP 46,8+0,2°C 47,0+0,0°C 47,0+0,0°C 47,3+0,2°C
t=7)
1,25mmol AL
NaATP 46,7+0,5°C 48,0+0,7°C 50,0t0,0°C 51,2+0,2°C
=9
2,50mmol AL
NaATP 46,2+0,2°C 47,2+0,3°C 49,0t0,0°C 51,8+0,2°C
=7)
3,75mmol AL
NaATP 46,0+0,0C 46,7+0,2°C 47,5:0,0°C 51,2+0,2°C
t=7)
5,00mmol AL?
NaATP 45,5+0,4°C 45,8+0,2°C 46,50,0°C 50,0t0,0 °C
=7)
6,25mmol AL
NaATP 44,0+1,0°C 45,0+0,0°C 45,3+0,2°C 48,2+0,2°C
=7)
7,50mmol ALt
NaATP 44,0+0,0°C 44,0+0,0°C 44,3+0,2°C 44,7+0,2°C
=7)
8,75mmol AL
NBATP 42,3+0,6°C 42,7+0,2°C 42,3+0,2°C 42,0+0,4°C
=7)

Alle Proben enthielten 5S@mol AL HEPES, 100nmol AL-1 NaCl und waren bei pH 7,0.

54 A
52 1
=4=0 mmol + L-1 MgCI2
O 50 A =i~0,8 mmol - L-1 MgCI2
£ 1,6 mmol + L-1 MgCI2
£ J
g 48 =5 mmol - L-1 MgCl2
a (
N
o 46
€
=
(=]
w44 -
42 -
40 T T T T 1
0 2 4 6 8 10

Konzentration Na,ATP in mmol - L

Abbildung 25: Auftragung des Schmelzpunktes der Proteinkinase An Abhéangigkeit der Na,ATP-Konzentration bei
verschiedenen Konzentrationen von MgGl Alle Proben enthielten 50mmol ALt HEPES, 100mmol AL"* NaCl und
waren bei pH 7,0.
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Es zeigte sich, dass die Zugabe von ATP bis zu einer Konzentration viemp}#L* vom
Protein toleriert wird. Hohere Konzentrationen an ATP fihren zu einer starken
Destabilisierung. Der destabilisierende Effekt von ATP wird durch die Zugabe von
Magnesiumchlorid abgemildert, bei niedrigen Konzentrationen von ATP st
Magnesiumchlorid say in der Lage das Protein zu stabilisieren. Diese stabilisierende
Wirkung tritt nur in Anwesenheit von ATP auf, ohne ATP konnte durch die Zugabe von
Magnesiumchlorid keine Stabilisierung des Proteins beobachtet werden. Eine mdgliche
Erklarung fur diesen doperativen Effekt von ATP und Magnesidanen ist in den
literaturbekannten Kristallstrukturen der Proteinkinase (siehe Abbil@ithgu finden. In
diesen Strukturen wird das in der Bindetasche vorliegende ATP durch zwei Maghesamm
komplexiert. OhneATP werden diese Magnesidlbnen nicht an die PKA koordiniert

(vergleicheKapitel 6) und kdnnen somit keinen stabiliseden Effekt ausiiben

Bei der Affinitdtsbestimmung der peptidischen Ligandearen unter anderem Messungen
geplant, bei denen die PK@it ATP gesattigt vorliegt, da in der Literatur die Abhangigkeit
der Bindungsaffinitat solcher Liganden von der ARKBnzentration berichtet wird® Somit
wurde versucht eine Pufferbedingung zu finden, bei der ATP in moglichst hoher
Konzentration tolerig wird und das Protein mdglichst stabil vorliegt. Bei den
vorangegangenen Messungen wurde festgestellt, dass eineKd@Eentration von
5mmol AL noch verhaltnismaRig gut toleriert wird und bei hoheren Konzentrationen die
Proteinstabilitat abnimmDie Konzentration von Bnmol AL wurde als guter Kompromiss
und somit geeignet fur zukinftige Assays beurteilt. Zur Optimierung des kooperativen
Effektes von ATP und Magnesidtonen wurden weitere Messungen niéstgelegter
Konzentration an ATP und variabl&onzentration an Magnesiumchlorid durchgefihrt. Die
hierbei getesteten Konzentrationen, sowie die Schmelzpunktergebnisse sifidbatied
gezeigt und irAbbildung26 graphisch aufgetragen.

Tabelle 4: Gemessene Schmelzpunkte der PKA unter Zugahterschiedlicher Konzentrationen an

Magnesiumchlorid.

Konzentration MgGl 00 2.5 5,0 7,5 10 12,5 15,0

in mmol AL

Schmelzpunkt in °C  44,2+0,0 46,5+0,0 48+0,4 48,5+0,0 48,5+0,0 48,3x0,2 48,0+0,4

Alle Proben enthielten 5@mol AL HEPES, 10@nmol AL-* NaCl, 5mmol AL Na,ATP und waren bei pH 7,0
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Abbildung 26: Auftragung des Schmelzpunktes der Proteinkinase A in Abhangigkeit der MgGiKonzentration bei
verschiedenen Konzentrationen von MgGl Alle Proben enthielten 50mmol ALt HEPES, 100mmol ALt NaCl,
5 mmol ALt Na,ATPund waren bei pH 7,0.

Die Messungen zeigten, dass der kooperative Stabilisierungseffekt bis zu einer Konzentration
von 10mmol AL"* Magnesiumchlorid zunimmt. Hoéhere Konzetiwaen filhren zu keiner

verbesserte®tabilitat.

Aufgrund der nun ermittelten hochstmdglichen Konzentration an ATP und der Optimierung
des kooperativen Effekts zwischen ATP und Magnedomen, wurde ein Puffer mit
50 mmol ALt HEPES, 100nmol ALt NaCl, 5mmol AL™* Na;ATP, 10 mmol AL"* MgCl, und

einempH-Wert von7,0 als geeignet fir die Assays beurteilt.
3.3.2 TSAVersuche mit optimierten Messbedingungen

Mithilfe des ThermalShiftAssays konnten Bedingungen ermittelt werden, bei denen ATP in
erhohter Kmzentration toleriertvurde. Hinsichtlich deEignung der neueBedingungereur
Ermittlung von Bindungsaffinitatekonnte jedoch zu diesem Zeitgdmoch keine Aussage

getroffenwerden.

Bei der Bindung von Liganden an ein Protein kann, entsprechend zaufiervendenden
bezihungsweisefreigesetztenBindungsenergie, die Stabilitat des Proteins und somit der
Schmelzpunkt verandert werdede nach Beschaffenheit der Binddsteund Art der
Interaktionen van Liganden zudem Protein kann die Stabilitat des Proteins erhéht werden,

verringert werden oder unbeeinflusst bleiben.

36



Ergebnisse und Diskussion

Das Fehlen einer Schmelzpunktverschiebung bei Zugabke kiganden ist zwar eindiz fur

ein Ausbleiben der Bindungichere Aussagen liefern jedoch nur Bindungsassays wie MST
oder ITC und proteinkristallographische Strukturaufklaramgy Nichtsdestotrotz wurde
untersucht, ob die Bindunder peptidischen Liganden und deren Abhéangigkeit von ATP in
einem TSAnachweisbar ist, inderMessungen mit unterschiedlichen Konzentrationen der
Liganden sowhl in An- als auch Abwesenheit von ATP durchgefihrt wurdeie. hierbei
getesteten Konzentrationen, sowie die Schmelzpunktergebnisse Siablelle5 gezeigt und

in Abbildung27 graphisch aufgetragen.

Tabelle 5: Gemessene Schmelzpunkte der PKA unter Zugee unterschiedlicher Konzentrationen an PKF24,

OumolALY  2umolAL?  6umolALt 10pmolAL?  20pumol AL? 50 pmol AL

PKI524 PKI524 PKI524 PKI524 PKI524 PKI524
0 mmol AL?
46,7+0,2°C  46,8+0,2°C 47,0+0,0°C 47,2+0,3°C 47,5+0,0°C 47,8+0,2°C
NaATP
5mmol AL )
NaATP 49,5+0,5°C 50,7+0,2°C 52,5+0,7°C 54,2+0,2°C 56,0+0,2°C nicht gemessen
&

Alle Proben enthielten 5@mol ALt HEPES, 10Gmmol ALt NaCl, 10mmol ALt MgCl> und waren bei pH 7,0.

0 mmol - L1 ATP 5 mmol - L1 ATP
48 - 57 1
v 47,8 4 © 56 1
£ 47,6 - £ 55 1
- r -
E 47,4 - £ 54
= = 53 4
& 47,2 &
< 3 52
E u E s -
A 46,8 - 3 50 4
4
26,6 § . . . . . ) 49 r r r . ,
0 10 20 30 40 50 60 0 5 10 15 20 25
Konzentration PKI in pmol - L Konzentration PKI in pmol - L

Abbildung 27: Auftragung des Schmelzpunktes der Proteinkinase A in Abhéngigkeit der PKT?4-Konzentration bei
verschiedenen Konzentrationen von NgATP. Alle Proben enthielten 50mmol ALt HEPES, 100mmol AL NaCl,
10 mmol AL MgCl und waren bei pH 7,0.

Es zeigte sich, dass einerhdhte Konzentration an peptidischem Ligamdeinen
stabilisierenden Effekt auf die PKA austibt. Dieser Effekt ist ohne die Zugabe von ATP nur
sehr gering und erreicht erst bei einer Konzentration 0pmol AL ein signifikantes
Ausmald von 4°C. Bei diugabe von ATP dagegen betragt der stabilisierende Effekt bereits
bei 20 umol AL einen Wert von 6,5C.
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Im Gegensatz zu den zu Beginn dieser Arbeit durchgefihrten Messungen konnte unter den
neuen Messbedingungen die Bindung des peptidischen lagandAbhéngigkeit seiner
Konzentration verfolgt werden. Ebenfalls konnte die in der Literatur beschriebene
Abhangigkeit der Bindungsstarke von der AKBnzentration reproduziert werd&d. Im
Rahmen der Arbeit wurden unter diesen Bedingungen samtlichen hégenden auf ihre
(de)stabilisierende Wirkung auf die PKA untersucht. Peptidische Liganden wurden mit und
ohne Zugabe von ATP getestet, Ligandenhdege Region nur ohne ATP, da ansonsten eine
Konkurrenz um die Bindestelle auftreten wirde. INlessegebnisse sind in Kapitél

zusammengefasst

Die neu ermittelten AssaBedingungerwaren erfolgreich in der Bestimmung der Effekte von
Liganden auf den Schmelzpunkt der PKA. Jedoch konnte mithilfe des TSA keine quantitative
Aussage uér die Bindungsaffindt getroffenwerden. Deshalb mussten die Messungen im
MST-Assay unter den nun optimierten und im TSA validierten Bedingungen erneut
durchgefuhrt werden, in der Hoffnung, dass unter den neuen Bedingdieg@ffinitat der
Liganden an die PKA quantifiziertevden kann.

3.4 Bestimmung vonBindungsaffinitdten im MST unter den optimierten Bedingungen

Nach der Optimierungsphase der Bedingungen im TSA wurden die Bestimmungen der
Bindungsaffinitaten im Thermophoresassay wiederholt. Als Bedingungen fur die
Messreihen wurde eine Startkonzentratidas Ligandenvon 100pumol AL, eine 1:1
Verdiinnungsreihe mit 16 Proben und eine Proteinkonzentration zwischen 30 und
100nmol AL gewahlit. Die Messungen wurdsowohlohne ATPsowie unter Zugabe von
5mmol ALt des Natriumsalzes von ATP durchgefiihrt. Diese neuen Messbedingungen
unterschieden sich von den Anfangsbedingungen in vier FakidremMessungen fanden im
neuen, im TSA ermittelten AssdBuffer statt; ¢ Ligandenkonzentration wde erhdht, um

auch geringere Bindungsaffinitaten nachweisen zu kgrdiefKonzentration von ATP wurde
verringert, um die Proteinstabilitat zu gewahrleistemnl anstelle des Magnesiumsalzes von
ATP wurde das Natriumsalz verwendet, um die Konzentration Magnesium genauer

einzustellen

Die bei der mit diesen veradnderten Bedingungen erhaltenen Kurvennsibbildung28

gezeigt.
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Abbildung 28: Auftragung der gemessenen Fluoreszenz gegen die Zeit bei Messungen von Thermophoresekurven
unter den optimierten Bedingungen(oben) und daraus erhaltene Bindungskurve durchuftragung der
normalisierten Fluoreszenz gegen die Ligandenkonzentratiofunten). Zur Auswertung wurde die Methode des

TemperatureJumpsverwendet.

Unter den neuen Messbedingungen rken Bindungskurven erhalten werden, die die
Berechnunginer Bindungsaffinitat erlagm In Abbildung28ist eine dieser Kurven gezeigt,

die einen idealen, sigmoidalen Verlauf aufweist. Bei niedrigen Konzentrationdmngdesien

liegt ein Plateau vor. In diesem Mel3bereich liggg Protein lone gebundenen Liganden vor
Wird die Konzentration des Liganden erhoht, so tritt ein annéhernd linearer Verlauf der
normalisierten Fluoreszenz auf. Dies zeigt die langsam zunehn&itigung des Proteins

mit dem Liganden. Bei sehr hoher Ligandenkonzentration tritt ein erneutes Plateau auf, bei
dem das Protein vollstandig mit Ligand gesattigt vorliegt. Dieser Kundenverlauf zeigt, dass
die neuen ermittelten Bedingungen nicht nur fir de TSA, sondern auch zur
Affinitatsbestimmung im MS3Assay geeignet sind. Die Ergebnisse der Megen sind in
Kapitel 3 aufgefuhrt Einige Werte konnten nicht gemesserrden, da das fir den TSA

verwendete Gerat nicht fir den gesamten Zeitraum der Anoefferfliigung stand.
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4. Ergebnisse de§ hermal-Shift- und ThermophoreseAssays
4.1 Peptidische Liganden mit Ribe und Boronsaure Aminosauren
4.1.1. Gemessene Affinitaten und Stabilisierungseffekte

In den Assays konntettie in Tabelle6 gezeigten Ergebnisse fur neuartige Peptide mit -Ribo

und Boronsaurdminosauren erhalten werden:

Tabelle 6: In den Thermal-Shift und ThermophoreseAssays gemessene Bindungsaffinitaten und
Stabilisierungseffekte

NnT aus TSA bei NnT aus TSA bei
) Kp aus MST R Kp aus MST _
Peptid ) _ 0 mmol ALt ATP, ) _ 5 mmol AL ATP,
bei Ommol AL ATP _ ~ bei5mmol AL ATP _ _
50 umol AL Peptid 20 pmol AL Peptid
PK|524 Nicht feststellbar 1,170,24°C 144,0G:30,00nmol AL* 6,50 +024°C
PKI522 Nicht feststellbar 0,50+0,29°C 4,32+0,89umol AL 3,50 £0,00°C
PKI(RBS3)>22 Nicht feststellbar 0,1#0,29°C 2,670,35umol AL 2,50 £029°C
PKI(RBS'®)5>22 Nicht feststellbar 0,00:0,00°C Nicht feststellbar 0,170,29°C
PKI(RBS9>2?  6,20+5,00pumol AL 1,00:0,00°C 29,6Q:10,00 umol ALt 2,33t0,29°C
PKI(RBT6)522 Nicht feststellbar 0,67 £0,00°C 26,00+4,65 umol AL 1,83 £0,29°C
PKI(RBS!9)>2? Nicht feststellbar Keine Messung Nicht feststellbar Keine Messung
PKI(RBS'")>2? Nicht feststellbar Keine Messung  93,98+£82,59 umol AL Keine Messung
PKI(RBSH)>22  21,86:8,04pumol AL Keine Messung Nicht feststellbar Keine Messung
PKI(BAR8)522 Nicht feststellbar Keine Messung Nicht feststellbar Keine Messung
Die Bindungsaffinitaten im ThermophoreAssay sind als K, Stabilisierungen in Anderung des Schmelzpunkpdsiti ° C)
angegeben. Die Werte, die aufgrund des Ausfalls des
vermer kt. Messwe rftees,t sdtied | nhidtedadidiasshipebfektzu gering wan dm messbar zu s

Bei der Auswertung der Ergebnisse konnte beobachtet werden, dass die
Stabilisierungswirkung imlrhermatShiftAssay in direkter Korrelation mit den im MST
Assay bestimmten Bindungskonstanten steht;bgsser die Affinitat der peptidischen
Liganden ist, desto starker ist der stabilisierende Effekt auf das Protein. [Bdmédr TSA

zwar keine Madglichkeit fur eine quantitative Bestimmung der Bindungsaffinitat der
peptidischen Liganden, sehr wohl aber flgine qualitative Bestimmung der

Bindungsaffinitaten auf
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Er konnte somit als Assay zur Voreinteilung derdrden nach erwarteter Affinitéereits

vor Bestimmung der Bindungsaffinitat verwendetrden( Pre-ScreeningAssayi )Aufgrund

des Ausfalls desserateszum Ende der Arbeikonnten jedoch leider nicht alle Liganden im
TSA vermessen werdebie Diskussion der Messwerte ist im Folgenden zu finden, wahrend

die strukturbasierte Diskussion in Kapi6etu finden ist.
4.1.2 Diskussion der Messwerte filPKI 24

Es ®igte sich, dass die Affinitat des literaturbekannten®®Kidie in der Literatubei einer
ATP-Konzentration von §imol AL mit 2,3nmol AL angegeben i&t!, im Thermophorese
Assayunter Zugabe von ATRiit einem héheren Wert von 144)tol AL bestimmt wurde.
Obwohl der Unterschied um den Faktor 60 auf den ersten Blick sehr hoch erscheint, ist er
vermutlich aufprinzipielle Unterschiede in debhenutzterMessnethoden zuriickzufiihren. In

der Literatur wurde die Affinitat mithilfe eine®hosphorylierungssays bestimrit!,
wahrend im Rahmen dieser Arbeit ein Thermopheressay verwendet wurde. Unabhangig

von den verwendeten Puffern und Messbedingungen, die bereits einen solchen Unterschied
verursachen konnten, ist zu bedenken, dasseb@m Phosphorylierungssay nur die
Inhibitionskonstante Kbestimmt werden kann, da nicht die direkte Bindung an das Protein,
sondern der Einfluss des Liganden auf die Phosphorylierung eines kleinen Substrates
beobachtet wird. Im Thermophore&ssay daggen wird direkt die Bindung des Liganden
ohne Effekt auf die katalytische Wirkung der Kinase bestimmt und somit die
Bindungskonstante &K ermittelt Da die Affinitat in Phosphorylierungsassay und
Thermophoresdéssay trotzdes grof3en Unterschiedlichkeit ddethodenin einem ahnlichen
Bereich liegt, kann davon ausgegangen werden, dass der Thermopkssagefur die
Bestimmung der Affinitat von peptidischen Liganden geeignet ist und mit de
Literaturangabengut in Einklang stehtOhne die Zugabe von ATP komntm MST-Assay

keine Affinitdt nachgewiesen werden. Dies bedeutet, dass die Affinitdt ohne ATP in einen
Bereich von 500 umol AL sinkt, die unter den Messbedingungen nicht mehr nachgewiesen
werden konnen. Eine Affinitatsbestimmung mit einer deutlichenén Startkonzentration an
Ligand konnte diese Affinitat vermutlich nachweisen. Eine Messung mit diesen héheren
Konzentrationen wurde allerdings nicht durchgefihrt, da gro3e Mengen an peptidischen
Liganden nicht mit vertretbarem Aufwand synthetisierbaremaund nur im niedrigen

Milligramm-Mal3stab erhalten werden konnten.
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Die nicht feststellbare Affinitat im MSRAssay konnte ebenfalls bedeuten, dass das Peptid
nicht ohne Zugabe von ATHhit hoher Affinitat an die Proteinkinase A bindeEine zu
gewissenmMal ausreichende Affinitat muss allerdings gegeben daim der Literatur bereits
Kristallstrukturen bekannt sind, in denen P&iohne die Zugabe von ATP gebunden ist
(PDB-Code2GFC).

Die Ergebnisse inThermalShiftAssay sind in direkter Korrelatiomit den im MSTAssay
bestimmten BindungskonstantePKI>?* weist unter Zugabe von ATP die hochste Affinitat

der vermessenen peptidischen Liganden und den hochsten stabilisierenden Effekt auf das
Proteinvon 6,50t0,24°C auf. Ohne ATP wurde im TSA immermoh ein stabilisierender

Effekt von1,170,24 °C nachgewiesen, der Hinweis auf eine Bindung des Proteins aufweist.
4.1.3Diskussion der Messwerte fiir PKF22

Bei der Affinitatsbestimmung einer verkiirzten Version von PKbhne die terminalen zwei
Aminosauren Hi® und Asp* entspricht, wurdeunter Zugabe von ATRein Wert von
4,32+0,89pumol AL™? gemessenEs tritt somit eine Verschlechterung der Affinitat um den
Faktor 30 bei Verkirzung von zwei Aminosauren auf. Hierfir kdonnte der Verlust von
positiven Interaktionen der Aminosauren Hiand Aspg* in PKI>24 verantwortlich sein, dies
musste jedoch mittelkristallographischer Methoden verifiziert werdém.Abwesenheitvon

ATP konnte auch bei dieser verkirzten Variante keine Affinitdt nachgewiesen werden, was in
guter Korrelation zu dermestimmten Affinitaitenvon PKP2* steht. Ebenfalls wurde ein
vermindeter stabilisierender Effekt vo&,50+0,00°C mit ATP und0,50+0,29°C ohne ATP
gemessenDie Messwerte von TSA und M8&Assay sind somit erneut in guter Korrelation;

eine geringere Affinitat wird von einem niedrigeren stabilisierenden Effekt begleitet.
4.1.4 Diskussion der Messwertdir PKI(RBS 3)>22

PKI(RBS®)>22 war der erste peptidische Ligand, bei dem eine Rilminosiure in die
Sequenz eingefithwurde. Dabei wurde das imativen PK¥22 an Position 13 vorliegende
Serin gegen ein Riboserin ausgeizht. Bei der Affinitdtsbestimmung dieser neuen Art von
peptidischem Ligand wurde unter Zugabe von ATP ein Wert 2@v+0,35pmol AL

gemessen. Diese Affinitat ist um den Faktor 2 besser als die Affinitat vorfPKI
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Unter Vergleich der Standardabweichungen der gemessenen Affinitdten zeigte sich jedoch,
dass diese Verbesserung nur eine statistische Abweichung und keine wirkliche Verbesserung

im Gegensatz zur nativen Sequenz bedeuten konnte.

Wichtig hierbei war, dassekne Vershlechterung der Affinitat bei Einfihrung einer Ribo
Aminosaure auftrat, da dies zeigte, dass eine solche Variation gut in der Interaktion zwischen
Protein und Peptid toleriert wirdDie Einfihrung von RibéAminosauren in peptidische
Ligandenschiel3tdiese als Subssite fur die PKA nicht von vohrereinaus

Ohne die Zugabe von ATP konntge bei dem nativenPKI®?2 keine Bindung detekert
werden. Im TSA wurde fur PKI(RBS®)>?? ohne die Zugabe von ATP ein Wevbn
0,1740.29°C und bei Zugabe voATP von 2,5@0.29°C ermittelt Der stabilisierende Effekt
ohne die Zugabe von ATHRllt hierbei in einem nicht signifikanten Bereich und l&asst sich
nicht von statistischeFehlerschwankundgrennen.Der stabilisierende Effekt miind ohne
ATP fallt in den gleichenBereich wie firdie Bindung vonPKI>?2 Samtliche Messwerte

deuten somit auf ein @hnliches Verhalten von PKI(BB%? wie von PKF22 hin.
4.1.5 Diskussion der Messwertéiir PKI(RBS18)>22

Bei diesem variierten Peptidurde das imnPKI>?2 an Position & vorliegendeArginin gegen

ein Riboserin ausgetauscim Thermophores@ssay undrhermatShiftAssay konnte weder

ein stabilisierender Effekt, noch eine Bindung detektiert werden. Dies war unabhangig von
der gleichzeitigenZugabe von ATP. dr Beurteilung, ob die Einfihrung des Riboserins als
solches oder die Position der variierten Aminosaure zum Verlust der Affinitae finurtde

eine Literaturrecherche durchgefiihrt. In der Literatur wurde berichtet,dgagsustausch
eines der drei in PR?? enthatenen Argininegegen die Aminoséure Glygimsbesondere der
Arginine an Position 18 und 19, zu einem hohen Verlust an Bindungsaffinitat?fisdamit
bestatigen unsendesswertedie beschriebeniorrelationin derLiteratur. Da PKI(RB)>%?
immer noch eine gute Affinitdt aufwies, wurde vermutet, dass der Verlust der Affinitat von
PKI(RBS'®)>22 auf de Variation an Position 18 und nicht atiédinfiihrung eines Riboserins

resultiert
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4.1.6 Diskussion der Messwertéiir PKI(RBS?%)>2?

Bei diesem modifizierterPeptid wurde das im nativen PKF an Position 20 vorliegende
Asparagin gegen ein Riboserin ausgetaudntgressanterweise wdiese Variation einer der
wenigen peptidischen Ligandederen Bindungsaffinitébhne Zugabe von ATBesser war
als mit Zugabe von ATFOhne ATP konnte eine Affinitat vod,20:5,00umol AL gemessen
werden, die bei Zugabe v&TP auf 29,6&10,00umol ALt absank.

Die Ergebnisse des TSA zeigten ohne ATP einen stabilisierenden Effekt,®ax0.00°C

und mit ATP von 2,380.29°C. Obwohl die Affinitat ohne dgabe von ATP besser war als
nach Zugabe von ATP, wurde ein grol3erer stabilisierender Effiekch Zugabe von ATP
gemessen.Beim Vergleich mit anderen Liganden der Serie wurde deutlich, dass der
stablisierende EffekinachZugabe von ATP mit der BindungsaffinitdhchZugabe von ATP
korreliert war und auch be?KI(RBS®)>?? die Bindungsaffinitat im niedrigem pmaL -
Bereich durch den stabilisierenden Effekt im TSA vorhergesagt werden konnte. Beim
Vergleich der Bindungsaffinitdten und stabilisierenden Effekte ohne ATP zeigte sichudass
wenige Peptide Uberhaupt einen stabilisierenden Effekt aufwiesen, der ein signifikantes
Ausmal} erreichte. Interessanterweise handelte es sich um genau die, leptdeh ohne

ATP eine Bindungsaffinitat im messbaren Bereich aufwiesen. Beeidergen Ausnahme
dieser Regel handelte es sich um PKlDa dieses Peptid jedoch zwei Aminosauren mehr
enthalt, ist eine direkte Vergleichbarkeit nicht unbedingt gegebemit zeigtesich, dass die
Vergleichbarkeit zwischeden stabilisierenden Effektdm TSA und der Bindungsaffinitat

aus den MSIMessungemur innerhalb einesehr engerReihe gleicher Bedingungen, d.h.
ohne Zugabe von ATP oder mit Zugabe von AdiRe gewvsse Korrelation ergibtDer
absolute Vergleichbei grolRerer Strukturvariatiorst nicht moglich. Bei Auftreten eines
stabilisierenden Effektes ohne ATP kann dennoch eine nachweisbare Bindungsaffinitat

maoglich sein

PKI(RBS%)>22 war einer der Liganden, deren Verkniipfung zur AgiRdestelle Uber eine
Il nt er akt i oond efifhosphad vwomADP oder ATRattfinden sollte. Eine mégliche
Erklarung des Verlustes arffiitat bei der Zugabe von ATRére eire sterischeRepulsion

zwis ¢ h e n -PHospimatesATPsund dem Riboserin des peptidischen Ligande
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Ebenfallssollte untersuchtwerden, welchaeuen vorteilhaften InteraktionePKI(RBS9)>22
im Gegensatz zu PK¥ eingeht, die eine messbare Affinitat selbst ohne Zugabe von ATP

erlauken
4.17 Diskussion der Messwertdiir PKI(RBT 16)>22

Bei diesem variierten Peptid wurde dms nativen PKY?? an Position 16 vorliegende
Threonin gegen ein Ribothreonin ausgetausCiine die Zugabe von ATP konnteir ein
nicht signifikanter stabilisierender Effektvon 0,67+0,00C und mit MST keine

Bindungsaffinitdt gemessen werden

Bei der Zugabe von ATRKonnte ein stabilisierender Effekt vah8340,29°C und eine
Bindungsaffinitat von 26,00+4,65umol AL gemessen werden. Die Einfiihrung des
Ribothreonins sorgte fir keine Keesserung der Bindungseigenschaften des Peptides. Jedoch
trat ebenfalls keine extreme Verschlechterung der Bindungseigenschaften auf. Dies zeigte,
dass die Einfuhrung eines Ribothreonins in die peptidischen Liganden grundsatzlich toleriert
wird. Eine mégiche Erklarung der schwachen Einbuf3e in der Bindungsaffinitat konnte die
Grolle des Ribothreonins in Gegensatz zum Threonin sein, da sterische Konflikte mit der

Bindetasche auftreten kdnnten.

4.1.8 Diskussion der Messwertdiir PKI(RBS 19>22

Wie bereits bePKI(RBS'®)>?? handelt es sich bei PKI(RB¥ 22 um eine Variante, bei der
eines der fur die Affinitat von PRP? essentiellen Arginine, in diesem Fall Argitindurch
ein Riboserin ersetzt wurd@ Auch in diesem Fall konntetmabhé&ngig von der Zugabe von
ATP weder eine Bindungsaffinitat, noch stabilisiede Effekte nachgewiesen werdéies
bestétigte erneut die in der LiteratuesichriebeneAbhangigkeit der Bindungsaffinitédes

PKIs>?2 von dem Vorliegen der im Wildtygnthaltenen Arginineré?

4.1.9 Diskussion der Messwertéiir PKI(RBS'7)>2?

Bei diesem Peptid watas inPKI>?2 an Position 17 vorliegende Glycin gegen ein Riboserin
ausgetauschtim MST konnte nachder Zugabe von ATP eine Bindungsaffinitat von
93,98:82,59umol ALt gemessen werden. Ohne die Zugabe von ATP koneebei PKP22,
keine Bindumgsaffinitat festgestellt werden.
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Die im Vergleich zuPKI>??2 um den Faktor 20reduzierteAffinitat bei Zugabe vorATP
kénntegegebenenfalldurch die groRe Nahmum an Position 18 vorliegend@mginin erklart
werden. Dieses Arginin ist essentiell fir die Affinitdt, wie beraitsmehreren Varianten
beobachtet wurdeind aus der Literatur bekannt f&.Die Einfiihrung einer sterisch deutlich
anspruchsvolleren Gruppe als Glycin, in diesem Fall einem Riboserin, lelenéallseinen

Einfluss auf das Arginin austiben und dadurch die Interaktion mit ATP erschweren.
4.1.10 Diskussion der Messwertéiir PKI(RB S?1)>22

Diese Variante, bei defla?! von PKI>?? gegen ein Riboserin ausgetauschirde, zeigte
interessanterweisgie bereitsPKI(RBS%)>22 eine bessere Bindungsaffini@ine die Zugabe

von ATP, als mit der Zugabe von ATP. Ohpgisenzon ATP wurde eine Bindungsaffinitat

von 21,86+8,04pmol AL gemessen, wahrend unter Zugabe von ATP keine Bindungsaffinitat
bestimmt werden konnte. Wie bereits B&{I(RBSY)>?? lag die variierte Aminosaure im-C
terminalen Bereich des Peptids, das bei Bindung von ATP eine Interaktion mit dem
o2-Phosphat eingeht.Eine mdgliche Erklarung der fehlenden Bindungsaffinitdt von
PKI(RBSY)>22 unter Zugabe von ATP koénnte iavbei PKI(RBS9)>2?? vermutet,auf einen
Konfli kt zwischen dem sterisch a#rPbgsphatewohsvol |
ATP zurlickgefuhrt werden

4.1.11 Diskussion der Messwertéir PKI( BAR8)>22

Bei dieser Variante wurde das in PR} an Position 18 befindliche Arginin gegen eine
Boronsaurehaltige Aminosaurg BAR) ausgetauscht. Die in BAR enthaltene Boronsaure
sollte eine VerknUpfung mit demn den Adenosinphosphaten AMP, ADP und ATP
vorliegenden Ribose eingehekdénnen und gegebenentls die Liganden in beiden
Bindetaschen miteinander verkriép. Es konnte jedoch weder mibch ohne die Zugabe von
ATP eine Bindungsaffinitatdieses gemessen werderDies zeigte bereits ohneveitere
kristallographische  Strukturaufklarung, dass zwischen ATP und PKIBAR
hdchstwahrscheinlictkeine gunstigeVerknipfung stattfindetdie als Resultat eineim die
Bindetasche der PKA bindenden Komplex lief&tenfalls zeigte sich, dass die Einfingu
der BAR-Aminosaure an Position 18 zum Verlust der Affinitdt fuhrt. Da in der Literatur
bekannt ist, dass Variationen an dieser Position zum Verlust der Affinitat fihren, wurde
davon ausgegangen, dass nicht die Einfuhrung der-Bi&lihoséaure als solchespndern nur

die Positionierung der modifizierten Aminosadie die schlechte Affinitat verantwortlich ist.
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4.1.12 Fazit zur Bestimmung der Bindungsaffinitaten und stabilisierenden Effekte von

peptidischen Liganden mit Ribe und Boronsdure Aminosauren

Im Rahmen dieser Arbeit konntatie Bindungsaffinitaten und stabiksenden Effekte von
den peptidischen Liganden P¥3* und der verkiirzten FormPKI>?? sowie von acht
modifizierten peptidischen Liganden mit Riband Boronsaurédminosauren bestimmt
werden. Die Affinitait des literaturbekannten P®&, die mit den neu etablierten
Assaymethoden bestimmt wurde, legeinem vergleichbaren Bereich wie in der Literatur

beschrieben

Somit wurdendie in denneu etablierten Assaygemessenen Affinitateals vergléchbar mit
den Daten in detiteratur beurteil?y Eskonnte beobachtet werden, dass Austausch der
beiden Arginine in Position 18 und 19 zum vdHdsdigen Verlust der Affinitatund
maoglicherweise bestehendgrbilisierendeEffekte fihrten. Diestehtin Einklang mit in der
Literatur beschriebenen Affinitatsbestimmungen aus einem Phosphorylierungsass&.
Variationen die in der Nahediese Arginine stattfandenresultierten ineinen Verlust an
Affinitdt, der umso starker ausfie| je naher die Variatioran der Position der Arginine
stattfand.Weiterhin wurde beobachtet, dass die Einfiihrung von Riboserinen an Position 20
und 21 zu einem Verlust an Affinitah Anwesenheitvon ATP, aber einem Gewinn an
Affinitat in Abwesenheit von AP fihrte. Ebenfalls konnte die angestrebte Verknipfung
eines Peptids mikiner BoronsdureAminosaurean Position 18mit der Ribosedes in der
Struktur benachbartefTPs bereits durch @sAusbleiben einer Bindung iAssaysmit hoher

Wahrscheinlichkeit ausgchlossemwerden.
4.2 Peptidische Liganden mit AdamantydlAminosauren
4.2.1. Gemessene Affinitdten und Stabilisierungseffekte

In den Assays konntedie in Tabelle7 gezeigten Ergebnisse fir neuartige Peptide mit
Adamaryl-Aminosauren erhalten werden. Zbesseren Vergleichbarkeit der Messwerte

wurden die Ergebnisse fir PRff und PKP?? erneut inTabelle7 aufgefhrt.
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Tabelle 7: In den Thermal-Shift und ThermophoreseAssays gemessene Bindungsaffinitaten und

Stabilisierungseffekte.

NnT aus TSA bei NnT aus TSA bei
] Kp aus MST _ Kp aus MST _
Peptid ) _ 0 mmol ALt ATP, i _ 5mmol ALt ATP,
ei OmmolAL" 3 ei5 mmolAL" )
bei 0Ommol ALt ATP " bei5 mmolAL1 ATP _
50 umol AL Peptid 20 umol AL Peptid
PK|524 Nicht feststellbar 1,17+0.24°C 144,0@:30,00nmol AL 6,50 £0.24°C
PKI522 Nicht feststellbar 0,50+0,29°C 4,32+0,89umol AL 3,50 +0,00°C
PKI((S-SCT)>?? Nicht feststellbar Keine Messung 3,14+0,88umol AL Keine Messung
PKI(BB1519522 Nicht feststellbar Keine Messung 50,04+8,30pmol AL Keine Messung
PKI((9-SC2YH)>22  1,16+0,40pumol AL Keine Messung  657,00+143,00mol AL Keine Messung
PKI((S-SCPH)>2? Nicht feststellbar Keine Messung Nicht feststellbar Keine Messung

Die Bindungsaffinitaten im ThermophoreAssay sind als K, Stabilisierungen in Anderung d&shmelzpunkteqiT in ° C)
angegeben. Die Werte, die aufgrund des Ausfalls des
vermer kt. Mess we rftees,t sdtied | rbidted@dtewidasbyler Effekt zutgerisgiwmngnessbar zu sein

Aufgrund des Ausfalls des TSGerates zum Ende der Arbeit konkiEnes der Adamantyl
Peptideim Rahmen dieser Arbeit vmessen werderDie Diskussion der Messwerte ist im
Folgenden zu finden, wahrend die strukturbasierte Diskusgsikapitel 6 zu finden ist.

4.2.2 Diskussion der Messwerte fiir PK((S)-SC1/)>%

In diesem variierten Peptid wurde das in PKlan Position 7 befindliche Tyrosin gegen das
SEnantiomer der Adamant@iminosdure SCi{siehe Abbildundl6) ausgetauscht. Ohne
Zugabe von ATP konnte keine Biungsaffinitit gemessen werdeBei Zugabe von ATP
wurde eine Bindungsaffinitat von 3,14+0,8810l AL bestimmt Es zeigte sich, dass der
Austausch des Tyrosinin PKIP?2 weder zu einer Anderung deBindungsverhaltes in
Abhéangigkeit von ATP, nochu einer Anderung der Bindungsaffinitat fihrte; die geringfiigig
bessere Bindungsaffinitat von PRKI((S)-SC1)>?2im Gegensatz zu PK¥ liegt im Berech

derstatistischen Schwankung des Assays.

Der Austausch einer sterisch anspruchsvollen Aminosaure wie Tyrosin gegen die Adamantyl
Aminosaure wird @iensichtlich gut toleriertDie Assaybestimmung dieser Pep¥driante
zeigte jedoch bereits im Vorfeld, dass die Einfuhrung von Adamd&miyhosaurenin

peptidische Ligandediese nicht als Substrate fur die Proteinkinase A disqualifiziert.
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4.2.3Diskussion der Messwerte fiir PKI(BB1>18>22

Im Gegensatz zu allen anderen peptidischen Variationen, die im Rahmen dieser Arbeit
vermessen wurden, wurde RKI(BB1'>18>22 mehr als eine Aminoséauie der Sequenz von
PKI>?2 variiert. Die Aminosauren Arf§ und Tht® wurden gegen eine einzelne BB1
Aminosaurgsiehe Abbildundl6) ausgetauscht. Diese neue Adamawylinosdure konnte
somitden Platz von zwei Amoséauren einnehmeals 2-Aminosaureist sie in der Lage den
Bereich zweier Aminosauren zu Uberspanrgiase extrem starre Verbrickung fiihrt zu einer
Veranderung der Bindungseigenschaften des id&eptDe beobachtete Affinitat in
Anwesenheit von ATP im &jensatz zum nativen PRF weist eine Verschlechterung um
den Faktor 10auf 50,04:8,30umol AL! auf. Dabei mussberiicksichtigt werden, dass die
relative Nahe zu den Argininen 17 und W& bereits bei der Serie der Ri#oninosauren
angedeutetzu einem Verlust an Bindungsaffinitat figm sollte Sowohl die Ausbildung neuer
Interaktionenaber auch deierlust an bereits bestehenden Interaktioneor, allem der
Einfluss der Argininreste 17 und 18 muss als mdoglichérklarung fir die reduzierte
Bindungsffinitat erwagt werden.

In Abwesenheit von ATP konntevie bereits beim nativen PK#, keine Birdungsaffinitét

gemessen werden.
4.2.4Diskussion der Messwerte firr PKI(G)-SC21)>22

Die Variation PKI(§)-SC21)>?2 war die einzige der im Rahmemlieser Arbeit getesteten
peptidischen Liganden, bei der eine hydrophobe Aminosaure {lePKI>??) gegen eine
AdamantytAminosaure ausgetauscht wurde. Interessanterweise konnte fir dieses Peptid eine
signifikant verbesserte Bindungsaffinitaonr 1,16:0,40umol ALt in Abwesenheit von ATP
und657,00+143,00imol AL in Anwesenheit von ATBemessen werden.

Im Gegensatz zu der Serie der Rilnmd Boronsauréd\minosaur@, bei der nur dann eine
Affinitat ohne ATP festgestellt werden konnte, wenn daiation im Gterminalen Bereich
des Peptides durchgefiihrt wurde, befand sich der Austausch Vogeden(S)-SC2! eher in
Richtung des Nlrerminus,wo das Peptid helicale Struktur annimrabenfalls wurddir das
Peptid nachEinfihrung der AdamantyfAminosdure eine bessere Bindungsaffinitat in

Anwesenheit von ATHn Vergleich zurAbwesenheit von ATP gemessen werden.
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Bei der Variation mit RibeAminosduren, die ohne ATP eine Affinitat aufwiesen, wurden
stets bessere Affinitditen ohne Zugabe von ATP alsZugabe von ATP gemessen. Dies
spricht dafir, dass bei den Ri#Boninosauren neue Interaktionen eingefihrt werden, die in
Konflikt mit ATP in der Bindetasche der PKA stehen und nur ohne gebundenes ATP eine
vorteilhafte Wechselwirkung ausiben kdénnen. Bei elagefiihrten AdamantAminosaure
kommt es dagegen nur zu einer insgesamt verbesserten Affinitat, so dass die Bindungsaffinitat
des Peptides selbst ohne ATP messiEr Es wurdenmoglicherweisekeine zusatzlichen
Interaktionen eingeftihrt, sondern nurrdiés vorhandene Interaktionen, whe/drophobe
Kontakte optimiert oder die Bindungsaffinitat profitiert von einer Reduktion demzahl an
Freiheitsgradenind einer verbesserten Préorganisation des Ligaritiea Verbesserung von
peptidischen Liganden durche Einfihrung von AdamantAminosauren ist somit durchaus
moglich und das vorgeschlagene Konzept konnte mithilfe des PefRki¢s)-SC21)>22
bestatigtwerden.

4.2 5Diskussion der Messwerte fiir PKI(E)-SC1%)>22

In dieser Variation wurde das in PP an Position 6 befindliche Threonin gegen das
SEnantiomer der AdamantAminosaure SC{siehe AbbildundlL6) ausgetauschiVeder mit

noch ohne Zugabe von ATRonnte eineBindungsaffinititgegen die Kinase beobachtet
werden Es wére denkbar,dass durch die Einfuhrung der sterisch anspruchsvollen und stark
hydrophoben AdamantyAminosdure diepolaren Interaktionen der Hydroxygruppkes
Wildtyp-Threonirs verloren gingen und moglicherweise sterische Konflikte innerhaib d

Bindetasche auftreten

4.2.6 Fazit zur Bestimmung der Bindungsaffinitaten und stabilisierenden Effekte von

peptidischen Liganden mit AdamantytAminosauren

Im Rahmen dieser Arbeit konnten die Bindungsaffinitaten und stabilisierenden Effekte von
vier modifizierten peptidischebhiganden mit AdamantyAminosauren bestimmt werden. Es
konnte beobachtet werden, dass die EinfiUhrung von Adarmamtiylosauren durch eine
Optimierung der im Peptid vorhandenen Interaktiomerteilhaft fur die Bindungsaffinitat

sein konnte. Der Austauschow polaren Aminosduren wie Threonin oder Tyrosin gegen
AdamantytAminosauren kann jedoch auch zu einem Verlust von Affinitat fihren. Dabei ist

die Position der Variation entscheidend.
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Im Rahmen dieser Arbeit wurden zwei Variationen an benachbarten Resitietestet; flr
Position7 (Tyrosin) trat keine Anderung der Affinitat auf, wahrend fur Posi@iihreonin)

ein vollstandiger Verlust der Bindungsaffinitésultierte

Mithilfe des Bindungsassaykonnte bereits an dieser Stelle das Konzept diesegkies|
bestétigtwerden dass die Einfihrung von Adaman#minosauren in peptidische Ligand
nicht nur toleriert wird, sondernm gunstigen Fallsogar zu einer Verbesserung der

Bindungseigenschaften fihren kann.
4.3 FasudilDerivate
4.3.1. GemessenAffinitdten und Stabilisierungseffekte

In den Assays konnten die in TabeBegezeigten Ergebnisse fliasuditDerivate erhalten

werden.

Tabelle 8: In den Thermal-Shift und ThermophoreseAssays gemessene Bindungsaffinitdten und

Stabilisierungseffekte.

Ligand Kp aus MST NT aus TSAbei100umol AL Ligand
Fasudil 1,58+1,79umol AL? 7,83 +0.00°C

BFS 5,86+2,75umol AL1 3,67 £0.29°C

BFF 7,61+6,25umol ALt 3,33 +0.00°C

Die Bindungsaffinitaten im Thermophoresssay sind als K, Stabilisierungein Anderung

des SchmelzpunktegT in ° C) angegeben

Bei der Auswertung der Ergebnisse konnte beobachtetiene dass die tabilisierende
Wirkung im ThermailShiftAssay in direkter Korrelation mit den im M&Assay bestimmten
Bindungskonstanten steht; f@herdie Affinitat der Liganden ist, desto starkeirkt sich
derenstabilisierendeEffekt auf das Proteiaus Sowohl der MSTAssay, als auch der TSA
sind somitfuir die Bestimmung der Bindungsaffinitateeziehungsweise dstabilisierenden
Effekte von FasudiDerivaten geeignet. Die Korrelation der Affinitditen zu den
stabilisierenden Effekten gilt jedochuch hier nur innerhalb einerengen Serie von
gleichartigenLiganden. Die Korrelation zwischen den Affinitaten und den stabilisierenden
Effekten fallt allerdings bei den Serien von Peptidamterschiedlichaus zu der
vergleichbaen Korrelation bei den FasudilenDie Diskussion der Messwerte ist im

Folgenden zu fiden, wahrend die strukturbasierte Diskussion in Kagitl finden ist.
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4.3.2Diskussion derMesswerte fir Fasudil

Bei den Messungen konnte fur den literaturbekannten Liganden Fasudil eine
Bindungsaffinitat von 1,58:1,79umol AL? bestimmt werden.In der Literatur ist eine
Affinitat von 286nmol AL"* angegebendie mittels ITC bestimmt wurd& Die Messwerte

im MST-Assay zeigen somit eindeicht schlechtere Affinitat, dies ist jedoch den
unterschiedlichen Methoden zur Affinittsbestimmwgeschuldet. Da die Affinitat aus ITC

und MST in einem ahnlichen Bereich liegen, wurde M&T-Assaydennochals geeignet fir

die Bestimmung von Bindungsaffinitdten peptidischer Liganden und unter den gleichen

Bedingungen fiir die Bestimmung von Bindungsaffiten von FasudiDerivatenbeurteilt.
4.3.3Diskussion derMesswerte fur BFS

Es zeigte sich, dastie Einflhrung einer PhenylboronsauBsuppe andas sekundare Amin
des Fasudils zu einer Verschlechterung der Affinitat um den Faktor 3 fuhrt; BFS weist nu
eine Affinitat von5,86+2,75umol ALt auf.

Ebenfalls sinkt der stabilisierende Effekin 7,83 +000 °C bei Fasudil auf 3,67 +0.2€ bei

BFS. Die Korrelation von Bindungsaffinitat und stabilisierendem Effekt kann somit ebenfalls
beobachtet werdema im MST-Assay nur eine Bindungsaffinitéestimmt wirdund keine
Aussagen Uber Thermodynamik oder Kinetik der Bindarigglich ist, konnten anhand der
Assays keine Hinweise zur Erklarung der veranderten Affinitat erhalten werden. Da der an die
hingeRegian bindende IsochinoliRing unverandert bleibt, wurde kein stark veranderter
Bindungsmodus vermutet. Die genauen Interaktionen des an die PKA gebundenen BFS, vor
allem in der Koordination mit Wassermolekilen in der Bindetasche mussten mittels

kristallogragnischer Strukturaufklarung bestimmt werden.
4.3.4Diskussion derMesswerte fur BFF

Durch die Offnung des siebengliedrigen,4HomopiperazirRinges in BFS unddie
Uberfuhrung beider tertiaren Amine in sekundare Amivied das FasudiDerivat BFF
erhalten. Diese Veranderung fihrte zu einer verschlechterten Bindungsaffwoitét
7,61+6,25umol ALt und eirem erniedrigten stabilisierendéffekt von 3,33+0,00°C. Die
Korrelation von Bindungsaffinitat zu stabilisierendeEffekt war auch in diesem Fall

gegeben.
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4.3.5 Fazit zur Bestimmung der Bindungsaffinitaten und stabilisierenden Effekte von

Fasudil-Derivaten

Im Rahmen dieser Arbeit konnten die Bindungsaffinitaten und stabilisierenden Hitekte
literaturbekannten Fadil, sowie von zwei derivatisierten Fasudilen bestimmt werden. Es
zeigte sich, dass die Einfihrung einer Phenylboronsaure, sowie die Offnung des
siebengliedrigenl,4HomopiperazirRinges zu einer geringfugigexerschlechterung der
Bindungsaffinitat fuhrte. Diese Einbul3dielen jedochsehr gering ausind zeigtensomit

dass die Einfihrung einer Link&ruppe in Fasudiartige Liganden toleriert wird.

Somit eignet sich Fasudil als geeignett@rgeBinder zur sddstassemblierten Verknipfung
der Peptidund der ATPBindetaschen.

4.4 Adenosinphosphate
4.4.1. Gemessene Affinitdten und Stabilisierungseffekte

Im MST-Assay konnten die in Tabel® gezeigten Bindungsaffinitaten fur

Adenosinphosphaterhalten werden.

Tabelle 9: Im ThermophoreseAssay gemessene Bindungsaffinitaten alspK

Adenosinphospha Kp aus MST
AMP Nicht feststellbar
ADP 42,2134,39umol AL
ATP 32,94:22 45umol AL

Zur Optimierung deiKristallisationsbedingungen (sieli€apitel 5) musstendie Affinitaten

der Adenosinphosphate AMP, ADP und ATP, sowie derer)di@dilisierenden Effekte
bestimmt werden, um die Konzentration zu ermitteln, ab der das Protein vollstandig mit ihnen
gesattigt vorliegt und bis zu welcher Konzentration das Proteitokerieren kanjohne dass

EinbuRen in der Stabilitat auftreten.
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4.4 .2Diskussion derAffinitaten

Far Adenosinmonophosph@&MP) konnte selbst bei Erhdhung der Startkonzentration des
Liganden in den MSTAssays keine Affinitat bestimmt werden. DBéndungsaffinitat wurde
somit als 34 mmolAL? abgeschatzt AdenosindiphosphdADP) wies eine Affinitatvon
42,2134,39umol ALtauf;  AdenosintriphosphdATP) wies eine  Affinitat  von
32,9422 45umol AL auf.

In der Literatur wird eine Affinitat vod,2 umol AL fiir ATP angegebef® Wie bereits bei
der Messung literaturbekannter peptidischer Inhibitobeaschriebenwurde jedoch zur
Bestimmung dieser Affinitat eine andere As$dgthode als die mikroskalierte
Thermophorese verwendet. Die BindurfGeagat von ATP wurde dort mittels
GleichgewichtsDialyseermittelt’® Deshalbist beziiglich der ermitteltefffinitaten nur eine
grobe Vergleichbarkeitgegeben Fur die Affinitat von ADP wurde ein Wert von

5,34umol ALt angegebeR®!

Die im MST-Assay bestimmten Bindungsaffinitdten sind wie bereits bei den peptidischen
Inhibitoren gefunden, geringfligig niedrigectdechter als dien der Literatur angegebenen

Werte Dieser Unterschied um etwa den Faktor 10 wurde als abhangig von der Methode
beurteilt, und die im MST gemessenen Ergebnisse wurden als mit der Literatur vergleichbar

angesehen.

Da sowohl ATP als auchADP beide in der Bindetasche der Proteinkinase A gebunden
werden ist ihre &hnliche Affinitat nicht verwunderlich. ATP ist hierber flie katalytische
Wirkung derPKA essentiell, wahrend AD&s Reaktionsprdukt nach der Phosphorylierung
von peptidischen Substraten in der Bindetasche vorli®gt. die Adenosinphosphate
literaturbekannt sind und viele Kristallstrukturen der PKA in Kompiat ihnen vorliegen,
findet an dieser Stelle keine weitere Diskussion der Affinitaten in Hinblick auf die

Strukturunterschiede statt.
4.4.3Diskussion der(de-)stabilisierenden Effekte

Die (de)stabilisierenden Effekte der Adenosinphospheie TSA sind in Abbildung29
gezeigt
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Abbildung 29: Auftragung des Schmelzpunktes der Proteinkinase A in Abhangigkeit der Konzentration von
AdenosinphosphatenAlle Proben enthielten 50mmol ALt HEPES, 100mmol AL NaCl, 10mmol ALt MgCl. und
waren bei pH 7,0.

Bei der Untersuchung der Adenosinphosphate im TSA konnte festgestellt werden, dass
sowohl ADP als auch ATP in niedriger Konzentration einen stabilisierenden Effekt
aufweisen. Dieser tritt bei ATP bis zu einer Konzentration vambl AL und bei ADP bis

zu einer Konzentration von 2rBmol AL"* auf. Bei héheren Konzentrationen sorgen sowohl
ADP und ATP fiir eine starke Destabilisierung, die oberhalb voimsl ALt exponentiell
zunimmt. Eine Konzentration vonrbmol AL wurde somit als Obergrenze deorizentration

von ADP und ATPangesehen, bei der das Protein naghreichend&tabilitat aufweist. Fir

AMP dagegen tritt offensichtlich weder ein starker Stabilisierungseffekt, noch ein
destabilisierender Effekt auf. Dies korreliert mit der deutlich st¢idgen Bindungsaffinitat,

die im MST nachgewiesen werden konnte.

4.4.4 Fazit zur Bestimmung der Bindungsaffinitaten und stabilisierenden Effekte von

Adenosinphosphaten

Im Rahmen dieser Arbeit konnten die Bindungseigenschaften von Adenosinmonophosphat,
Adenosindiphosphat und Adenosintriphosphat ermittelt werden. Die dabei erhaltenen

Messwerte warem guter Ubereinstimmung mit ddrekannten Literatuverten®®
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Dies zeige, dass der MSRAssay ebenfalls zur Bestimmung der Bindungsaffinitdten von
Adenosinphosphaten geeignet ist. Durch die Messungen im TSA konnte ein sehr ahnliches
Bindungsverhalten von ADP und ATP festgestellt werden, wahrend AMP eine deutliche
Abweichung afzeigt. Dies ist in Korrelation mit den im MST erhaltenen Ergebnissen und
unterstreicht die gute Ubereinstimmung der Ergebnisse der neu etablierten Methoden
unteeinander und mit der Literatur. Weiterhin konnte fir ADP und Allé°Konzentration
5mmol AL als geeignet zur Séattigung der PKA unter Erhaltung der Stabilitat ermittelt

werden.
5. Kristallisation der PKA

5.1 Optimierung der Kristallisationsbedingung in der Serie der Peptide mit Ribe und

Boronsaure-Aminosauren mit und ohne FasudiDerivate

Zur Strukturaufklarung der verschiedenen Komplexe aus BK@ Liganden mussten
kristallographische =~ Methoden  angewendet  werden.  Ausgehend von  einer
Kristallisationsvorschrift von Dr. BRBARA WIENEN-SCHMIDT[®¥, wurde hierbei anfanglich

die Methode des hangden Tropfen lfanging drop verwendet. Dabei wurde ein&-
Tropfen der Kristallisationslosung auf das Deckglas einer Kristallisationsplatte gegeben und
Uber einem mit Reservoirlosung befulltéwvell platziert. Die Zusammensetzung des

Kristallisationspuffes ist in Kapitel VIII zu finden.

Im Gegensatz zu den Bedingungen von D&RBARA WIENEN-SCHMIDT!®® wurde nur die
Konzentration von Mes8is-Tris im LC-Puffer (ALiquid for Crystallizatiorfi) von 5mmol AL
auf 100mmol AL erhoht, um diePufferkapaitat fir den Einsatzacicer Liganden zu
steigern.Nach kurzer Zeit wurdews verfahrenstechnischen Grindgostenginstiger, bei
4°C besser zu handhaben) auf die Methode des sitzenden Trosinsg (drop

umgestiegen

Die bei der Kristallisatiorverwendete Reservoirlosung war ein MethaWasserGemisch
unterschiedlicher KonzentrationerDurch die Dampfdiffusion von Methanoin den

Kristallisationstropfen wird die Bildung von Kristallisationskeimen verursacht.
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Je hoher die Konzentration &methanol im Reservoiist, desto mehr Kristallisationskeime
entstehen; es entstehdann allerdinggleutlich mehr Kristalle, die jedoch meisesentlich
kleinerverbleiben Niedrige Methanolkonzentrationen sorgigegeritr wenige Keime, die

meist zu groRera Kristallen Ah er an Jna Rdhmenndieser Arbeit wurden die
Konzentrationen 120%'/y Methanol/Wasser gewahlt, da diese bei den meisten
Kristallisationsansatzen zu den besten Ergebnissen fuhrten. Niedrigere Konzentrationen als
15%/v Methanol/Wasser fihrtemeist zu unzureichender Kristallbildung, wéahrend hdhere
Konzentrationen oftmals zu verwachsenen, nadeligen Kiristallen fihrte, diér

Diffraktionsexperimentaicht verwendet werden konnten.

Fir die Kristallisationder verschiedene PKA-Ligand-Komplexe konnte keine einheitliche
Dauer des Kristallwachstums gefunden werden.

Manche Kombinationen aus PKA und peptidischen Liganden bigie Bindern bildeten
Uber Nacht voll ausgewachsene, morphologisch geeignete Kristalle, wahrenddéssnan

Kombinationen erst nach einem Monat Kristallisationskeime entstanden.

Da die ausgewachsenen Kristalle nach etwa drei Monaten Rissbildung aufwiesen und ihre
Streufahigkeit verloren, musstetie Kristallplatten engmaschig tberwacht werden, um den
geegneten Moment zum lIsolieren und Einfrieren der Kiristalle fur die
Diffraktionsexperimenteu finden. Die bendétigte Zeit fir das Kristallwachstum konnte durch
die Erh6hung der Kristallisationstemperatur voiC4auf 18°C nicht vekirzt werden. Bei

der héheren Temperatur begann das Protein im Kristallisationstropfen zu denaturieren;
Prazipitatbildung und Gelierung des Tropfens trat auf.

Die Konzentration von peptidischen Liganden innerhalb der Kristallisationsldsung wurde im
Vergleich zu den Bedingungeson Dr. BARBARA WIENEN-SCHMIDTE nicht verandert. Die
Konzentration der FasudDerivate wurden dagegen aufnfnol AL' erhoht, da erste
Versuche mit niedrigen Konzentrationen nach der Datensammungchwache, nicht
vollstandig definierte Elektronerahte der vermutlich nur partiell populierteriganden

aufwiesen.

Weiterhin zeigte sich, dass die Kristallisationseigenschaften stark abhéngig von der Protein
Charge waren. An unterschiedlichen Tagen aufgereinigtes Protein zeigte unter den selben

Bedingungn unterschiedliche Kristallisationseigenschatften.
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Deshalb musste fir viele Komplexe mehr als eine Krisalbnglatte mit den selben

Bedingungen, jedoch unterschiedlichen Prot@iargen angesetzt werden.

5.2 Optimierung der Kristallisationsbedingung in der Serie der Peptide mit Ribe und

Boronsaure-Aminosauren mit Adenosinphosphaten

Bei der Kristallisation der PKA mit den Adenosinphosphaten traten Probleme auf, die eine
weitere Optimierung erforderten. Zu Beginn wurde versutibtKristallisation analog zu der
Serie mit FasudiDerivaten durchzufuhren, jedoch trat bei Adenosinphosphat
Konzentrationen von Bimol AL Prazipitation des Proteins auf, weshalb die Konzentration
auf 2mmol AL reduziert wurde. Die Kristallqualitistahm durch diese Anderung jedoch
nicht zu. Zur Optimierung wurde ein neuer -BQffer getestet, der I@mol AL*
Magnesiumchlorid undeine verringerte LithiumchloriKonzentration von S5 mol AL

enthielt.

Die Zugabe von Magnesiumchlorid sollte hierlais Protein stabilisiererda im TSA die
Stabilisierung von PKAATP-Komplexen durch Magnesiumchlorid beobachtet werden
konnte. Die Konzentration von Lithiumchlorid wurde verringert, da rdiee Zugabe von
Magnesiumchlorid zu einer starken Erh6hung dermefsstarke der Kristallisationslésung
gefuhrt hatte. Mit diesen neuen Pufferbedingungen konnten fiir die Komplexe mit ADP und
AMP selbst bei einer Adenosinphospifainzentration von Bnmol AL Kristalle erhalte
werden. Fir Komplexe mihTP-Konzentratioen von 5mmol AL konnten auch unter den

neuen Bedingungen keine Kristalle erhalten werden.

Interessanterweise verbesserte die Verwendung des neuen,1QCiéianntenPuffers
ebenfalls die Kristallqualitat. Die Kristalle bendétigten langere Zeit zum Waehgedoch
waren sie deutlich grol3er (teilweise Kantenlange von beinahm)l fester, morphologisch

schoner und wiesen deutlich bessere Diffraktionsqualitat auf.

Der beste Datensatz im Rahmen dieser Arbeit mit einer Auflésung vor 1\ @drde unter

Verwendung dieser neuen Kristallisationsbedingung erhalten.
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5.3 Optimierung der Kristallisationsbedingung in der Serie des fragmentbasierten

Designs von Komplexen

Zur Cokristallisation von PRP*mit Adamantamin wurden die selben Bedingungen wie zur
Kristallisation der RibeAminosauren mit FasudDerivaten gewahlt. Die Konzentration des
Fragmentes wurde allerdings auf 25 bzw. t®fol AL erhoht.Bei der Kristallisation mit

4-Bromphenylboronsdure wurden Konzentratiomen5 bzw. 28mmol AL gewahlt.

Die Konzentration 28nmol AL entsprach dabei der maximal I6slichen Konzentration des
Fragmentes in der Kristallisationslosung; hohere Konzentrationen hatten die Zugabe von
Dimethylsulfoxid erfordert.

5.4 Optimierung der Kristallisationsbedingung in der Serie der Peptide mit Adamanty#

Aminosauren

Zur Kiristallisation der AdamantyPeptide wurden die selben Bedingungen wie bei der
Kristallisation von RibeAminosaurePeptiden mit FasudDerivaten verwendetDabel
konnten allerdings keine Kristalle erhalteerden. Die Verwendung héherer und niedrigerer

MethanolKonzentrationen in den Reservoiren fihrte zu keiner Verbesserung.

Weder die Erhéhung der Temperatur auf°@8 noch die Anderung des pWertes im
Kristallisationstropfen tber die Dampfdiffusion mit Salzsdure oder konzentriertem
Ammoniak fuhrte zur Bildung von Kristallen. Die Zugabe von Impfkristallen mittels eines
Pferddnaares und die Verwendung eines Mikrosee@ogeens am MarXtdlihrte ebenfalls

zu keiner Kristallbildung. Durch die Zugabe vom&nol AL* Fasudil bei der Kristallisation,

zur Stabilisierung dehingeRegion, konnte fir eines der Adamar®dptide eineStruktur

erhalten werden. Fir keines der anderen Peptide konnte ein Kristall erhalten werden.
5.5 Optimierung der Bedingungenfir fragile Kristalle

Die Kristalle der Komplexe von PKA mit PK# und PKA mit PKI(RBS9)>?2 wiesen
grof3tenteils eine sehr geringeechanische Stabilité&u. Obwohl sie eine optimale Grol3e
und eine gute Morphologieeigte war es nicht méglichsie mit einemLoop aus der
Kristallisationslosung zu entnehmen. Jede geringste Beriihrung des Kmnsitalem Loop

fuhrte zu starker Rissbildung und somitsehr hoher Mosaizitat in d@iffraktionsbildern.
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Diese Kristalle lieferten keine zufriedenstellend®atenséatze, weshalb Optimierungen
vonndten waren.Z u r Erl eichterung d e s undAWeitgeherdern s i d
Vermeidung desnechanische Stress durch dewmerwendeterLoop wurden Kristallplatten

mit AFluorinerfi anstatt&orasilorfi angesetztAFluorinerfi weist als perfluoriertes Ol eine

héhere Dichte als Wasser auf und sagmit fir einen schwimmenden Kristalltropfen. Die

Kristalle wachsendaher an der Grenzflache zwischen Ol und wéssrifdrase Diese
Verringerung des mechanischen Stresses konnte zwar zu einer leichten Verbesserung der
Diffraktionsbildes fuhren, es konnten jedotiotzdemmit den so gewonnenen Kristallen

keine zufriedenstellenden Datenséatze erhalten werden.

AnschlieRend wurde nach einer Vorschrift von DELENE KOSTER® eine Quervernetzung

der Kristalle mittels Glutardialdehyd versucht. Dabei wurde im Vergleic der bekannten
Vorschrift die Zeit des Quervernetzens variiert. Nach 30, 60, 90 und/itz@en wurden
Kristalle entnommen und auf ihre Diffraktionsfahigkeit und Festigkeit untersucht. BefPKI
konnten nach 6Minuten Kristalle mit ausreichender Fg&eit erhalten werden, deren
Diffraktionsvermégen ausreichend fur die Sammlung eines Datensatzes war. Fur
PKI(RBS%)>22 wiesen die Kristalle erst nach 1®0nuten eine Festigkeit aufiir die eine
reduzierte Mosaizitat beim Entnehmen mittels einesops verursacht wurde Die
Streufahigkeit dieser Kristalle sank dabei jedoch so stark ab, dass die Sammlung eines

Datensatzes nicht lohnenswert gewesen ware.

Fir Kristalle der PKA mit PKI(RBS9>?2 konnte durch Ansetzen von vielen
Kristallisationglatten unte Verwendung unterschiedlicher Prot&lmargen nach etwa
20Versuchen ein Kristall erhalten werden, deinen vernachlassigbare Anstieg der
Mosaizitat aufwies und von dem ein zufriedenstellender Dategsatunmelitverden konnte.

5.6 Optimierung der Soakng-Bedingungen

Zu Beginn der Arbeit wurde versuchmittels Einlegen von Kristallen in Ligandédsungen
(so genannteSoaking diese Liganden durch Diffusion in den Kristall einzubringen. Dabei

wurde jeweils ein 3IL Tropfen des CrydPuffers vorbereitet, der den Liganden enthielt.
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DasSoakingvon peptidischen Liganden epo-PKA-Kristalle zeigte weder bei sehr geringen
Ligandenkonzentrationel10 pmol ALY), noch bei hohen Konzentrationr® mmol AL™Y)
Erfolge. In beiden Fallen wurden die Kristalle innerhalb von Sekunden zerstort, selbst bei

vorherigem Quervernetzen mit Glutaraldehyd.

Beim Soaking von Adenosinphosphaten g&n weder hohe Konzentrationen von
25mmol AL, noch niedrige Konzentrationen vé@ysmmol AL Erfolge. Auch bei diesen
Liganden wurden die Kristalle innerhalb von Sekunden zerstort, selbst bei vorherigem

Quervernetzen.

Beim Soaling von FasudiDerivaten inapo-Kristalle der PKA wurden nur die in Kapitelll
erwdhnten Bedingungen verwendet. Fir Fasudil konnte eine Struktur erhalten werden, bei den
Liganden BFS und BFF dagegen war die Elektronendichte in den Strukturen nur seditschle

definiert, weshalb diese Strukturen verworfen wurden.

Zum Ende der Arbeit konnte keine Optimierungsphase mehr fur diese Liganden durchgefuhrt
werden, da die gesamte Menge an Ligand aufgebraucht worden war und sowohl fir weitere
Synthesen, als ah firdie daraufhin erfolgend8ammlung von Datensatzen an Synchretron

Quellen keine Zeit mehr im Rahmeieser Arbeit vorhanden war.
5.7 Erhaltene Kristallstrukturen

Im Rahmen dieser Arbeit konnten 3trukturell diverse Kristallstrukturerrhalten werden.
Die Liste der Kiristallstrukturen ist in Tabellel0 gezeigt. Die Liste aller
Datensammlungsstatistik¢siehe Tabell9) und die Liste der interneBenennungder
Strukturen(siehe Tabell27) sind im Anhangu finden.
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Tabelle 10 Liste der erhaltenertrukturen fur Komplexe aus PKA und Liganden.

Peptide Solo Fasudil BEFS BFF AMP ADP ATP
- 6EHO0 6EM2 - - - - -
PKI3-22 6ERV 6ERW 50L3 50TG - - -
PKI(RBS!3)-22 50UA - 6EGW - - - -

PKI(RBS!8)3-22 SNTJ SNW8 n.d. n.d. 6EH2 6EM6 n.d.

PKI(RBS29)*-22 6ERU 500E 505M 6EH3 6ESA  6EM7 6EMA

PKI(RBT!6)*-%2 n.d. 6EMB 6EMC - - - -
PKI(RBS!9)522 . . . . . . .
PKI(RBS!6)*-22 - 6ERS 6EMD 6EME - - -
PKI(RBS#1)>-22 - - 50713 50UC - - -
PKI(BAR!8)3-22 50US - 6ERT - n.d. - -
PKI((S5)-SC1¢)*-#2 - 50K3 - - - - -

Solo bezeichnet hierbei die Struktur der PKA nur in Kombination mit dem jeweiligen Peptid. Gegeben ist jeweils-der PDB
Code der Strukturen. Strukturen, die aufgrund von Mangeln nicht in der RSCPDB hinteniégh, sind mit nicht
deponier{ n. d. ) mar ki ert. Kompl exe f¢r die kei"markiekr i stal |l str

Zur besseren Ubersichind in Abbildung30 dieSequenzen der variierten Peptide gezeigt.

PKI>2¢
Thr-Thr-Tyr-Ala-Asp-Phe-Ile-Ala-Ser-Gly-Arg-Thr-Gly-Arg-Arg-Asn-Ala-Ile-His-Asp

PKI5 22
Thr-Thr-Tyr-Ala-Asp-Phe-Ile-Ala-Ser-Gly-Arg-Thr-Gly-Arg-Arg-Asn-Ala-Ile

PKI(Rlea)Mz
Thr-Thr-Tyr-Ala-Asp-Phe-Ile-Ala-RbS-Gly-Arg-Thr-Gly-Arg-Arg-Asn-Ala-Ile

PKI(Rles)Mz
Thr-Thr-Tyr-Ala-Asp-Phe-Ile-Ala-Ser-Gly-Arg-Thr-Gly-RbS-Arg-Asn-Ala-Tle

PKI(RBSm)S-ZZ
Thr-Thr-Tyr-Ala-Asp-Phe-Ile-Ala-Ser-Gly-Arg-Thr-Gly-Arg-Arg-RbS-Ala-1le

PKI(RBT!%)>22
Thr-Thr-Tyr-Ala-Asp-Phe-Ile-Ala-Ser-Gly-Arg-RbT-Gly-Arg-Arg-Asn-Ala-Ile

PKI(RBSm)S-ZZ
Thr-Thr-Tyr-Ala-Asp-Phe-Ile-Ala-Ser-Gly-Arg-Thr-Gly-Arg-RbS-Asn-Ala-Ile

PKI(Rle'!)S-ZZ
Thr-Thr-Tyr-Ala-Asp-Phe-Ile-Ala-Ser-Gly-Arg-Thr-RbS-Arg-Arg-Asn-Ala-lle

PKI(RBszl)S-ZZ
Thr-Thr-Tyr-Ala-Asp-Phe-Ile-Ala-Ser-Gly-Arg-Thr-Gly-Arg-Arg-Asn-RbS-Ile

PKI(B ARIS)SQZ
Thr-Thr-Tyr-Ala-Asp-Phe-Ile-Ala-Ser-Gly-Arg-Thr-Gly-BAR-Arg-Asn-Ala-Ile

Abbildung 30: Sequenz depeptidischen Liganden im 3BuchstaberCode. Die Variationen sind rot hinterlegt und die

Bezeichnung der Liganden fett hervorgehoben.
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Die Strukturen der Ribound Boronsaurdaltigen Aminoséauren ist in Abbildung9, die
Strukturen der Adamantdminosaurernn Abbildung16 zu finden. Weiterhin ist die Struktur

der FasudiDerivate in Abbildun@0 zu finden.In der folgenden Diskussion sind in der
Stick-Darstellung alle Stickstoffe blau, alle Sauerstoffe rot, alle Schwefel orange und alle Bor
rosagefarbt. InAdenosinphosphaten sind Phosphor ebenfalls orgaffgbt. Die Farbungen

der Kohlenstoffeflr Peptidesind in den Bildunterschriften benanmtéhrend Kohlenstoffe

der Liganden in Sticloarstellung analog zur PKA in der jeweiligen Struktur gefarbt.sind
Gelbe Linien mit schwarzer Beschriftung zeigen Wasserstoffbriickenbindungen inklusive

ihrer LAnge.
6. Diskussion der Kristallstrukturen

6.1 Ligandeninduzierte Effekte durch Einfihrung von Peptiden oderhinge-Bindern
6.1.1 Durchgefihrte Strukturbestimmungen

Zur Beurteilung der Effekte, die die Bindung eines peptidischen Liganden oder eines
Liganden dehingeRegion auf die Proteinkinaseausibt, wurde einapo-Struktur der PKA
bestimmt. Anschlieend wurde Fasudil, ein Ligand #ergeRegion in apo-Kristalle
eindiffundiert Auch fur diesen Komplex konnte eine Struktur bestimmt weréén.den
Komplex aus der PKA mit dem peptidischen Ligand€i>2* sind in der Literatur bereits
Strukturen bekannt, sodass fur den Vergleich keine zuséatzlichen Kristallisationen

vorgenommen werden mussten.
6.1.2 Strukturvergleich derapo-PKA mit dem PKA -Fasudil-Komplex

In Abbildung31 ist die apo-Struktur der PKA(rot) im Vergleich zu der PKAFasudit
KomplexStruktur(turkis) gezeigt.
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Abbildung 31: Vergleich der apo-Struktur der PKA (links, rot, PDB-Code 6EHQ und der Struktur des PKA-Fasudil

Komplexes(tiirkis , rechts, PDB-Code 6EM2. In der Mitte ist die Uberlagerung beider Kristallstrukturen gezeigt. Das

Protein ist jeweils in der CartoonDarstellung, das Fasudil in StickDarstellung gezeigt. Hervorgehoben iblau ist der

Ber ei c-Ralthlades, dér bei Bindung des Fasudils destabilisiert wird. Hervorghoben inbeigei s t -Hklixedie U
bei Bindung von Fasudil destabilisiert wird.

In der Uberlagerung beider Strukturen wird deutlich, dass durch die Bindung von Fasudil in
der PKA keineausgepragterkonformative Anderungen auftreten, beide Strukturen sind
groRtenteils deckungsgleich. Bei genauerer Betrachtung féllt auf, dass ein Teil des
b-Faltblattes, das an den GlyeieichenLoop angrenztzu einem geringen Teil destabilisiert

wird, sodass es weniger stark ausgepragbists wird in de CartoonDarstellung deutlich, in

der dash-Faltblatt in der PKAFasuditStruktur an dieser Stelle nicht ausgebildet wibiese
Anderung ist in Abbildun@0 blauher vor gehoben. We i t-betichlern wi r
Bereich bei Bindung von Fasudil destab i s i e r t ;Helig scliwach aufgdweitet wiyd.

Auch in diesem Bereich wird in der Cartebrar st el | ung di e -Hdlixe r un g
ist an dieser Stelle nur schwach ausgebil@@&se Anderung ist in Abbildung0 beige
hervorgehoberBeide Andaerungen sind jedoch nur schwach ausgepragt und wurden als nicht
signifikant genug bewertet, um als ligandeninduzierter Effekt beurteilt zu werden. Werden die
Verfeinerungsstatistiken der beiden Strukturen verglichen, so zeigte sich, dass keine

Anderung inder Raumgruppe oder den Gitterkoordinaten auftritt.
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Der mittlere BWert beider Strukturen unterscheidet sich hingegen; der mittleféeB der
apo-Struktur von 24,382 (21,72A? fir das Makromolekiil) sinkt auf 1842 (15,83A2 fiir
das Makromolekil) akEs scheint dementsprechend so, als ob Fasudil einen stabilisierenden
Effekt auf das Protein ausubt. Dies geschieht durch die Interaktion mi€-dand N-
terminalen Doméanen verknipfendamgeRegion und der somit verriegen Sbwingung

beider Doménen gegeneinander.
6.1.2 Strukturvergleich der apo-PKA mit dem PKA -PKI >?%-Komplex

In Abbildung32 ist die apo-Struktur der PKA(rot) im Vergleich mit der PKAFasudit
KomplexStruktur(blau) gezeigt.

Abbildung 32: Vergleich der apo-Struktur der PKA (links, rot, PDB-Code 6EHO0) und der Struktur des
literaturbekannten PKA -PKI %24 Komplexes(blau, rechts, PDBCode2GFC). In der Mitte ist die Uberlagerung beider
Kristallstrukturen gezeigt. Das Protein sowie PKI>2 (orange)sind in der Cartoon-Darstellung gezeigt
Hervorgehoben in Gelb ist der Bereich de§lycin-reichen Loops der bei Bindung von PKI%24 heruntergezogen wird

Es zeigte sich, dass Bindung des PKI?* eine ausgepragte konformativenderung auftritt:

Der Glycin-reiche Loop wird deutlich in Richtung des Peptides heruntergezogen. Dies
geschieht vor allem durch die Interaktion des*Aapus PKY?4 mit Thr*! des Glyciareichen
Loops Das Arginin bildet Wasserstoffbriickenbindungen sowohl mit der Hyd@mxyppe

des Threonins, als auch mit der im ProtRickgrat befindlichen Carbon@ruppe.
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Ebenfalls werden Wasserstoffbriickenbindungen zu dem in Richtung des -f&igtian
Loopszeigenden GItf’ ausgebildetin direkter Nachbarschaft von Afgpefindet sich Ard’.
Dieses Arginin bildekeine direkten Interaktionen mit dem Glyai@ichenLoop aus. Eswird
jedoch durch Wasserstoffbriickenbindung an das in der Nahe befindlich® f&dert und
vereinfacht somit dié\usbildung des Bindungsmodus unter Verwendung Aagt®. Dieser

Bindungsmodus ist in Abbildurgg gezeigt.

Abbildung 33: Interaktion des Glycin-reichenLoopsmit PKI %2 Links ist die Cartoon-Darstellung der PKA (blau)
und von PKI%24(orange) gezeigt. Die in den Interaktionen beteiligten Aminos&uresind in der Stick-Darstellung
gezeigt. Rechts ist ei@ AusschnittsvergroRerungder an der Interaktion beteiligten Aminoséuren gezeigt Kohlenstoffe
im Protein sind dunkelblau und Kohlenstoffe im Peptid goldgefarbt. Verwendet wurde hierbei die Struktur des
literaturbekannten PKA -PKI >2* KomplexesPDB-Code 2GFC).

Neben der Verschiebung des Glyeeichen Loops wodurch die Bindetasche flihinge
Binder verschdseen wird kommt es bei der Einfiihrung des Peptides zu einer Anderung in
der Einheitszelle. Die Raumgruppe bleibt unverandert be2:P2 jedochéandert sich die
Einheitszelle von & 51,68A, b=72,26A, ¢=97,40A, =0=92=90° in derapo-Struktur

auf a=7249A, b=75,53A, c=80,39A, =0=2=90° in der PKAPKI>?*Komplex
Struktur. Die Einheitszelle wird somit von einem Volumen von 36R&3Bauf 440,1%A3

aufgeweitet.
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Durch die deutlich kleinere Einheitszelie der apo-PKA sind die Proteinmolekile dichter
aneinander gepackt und der Abstand zu den jeweiligen benachbarten Einheitstellen
geringer. Da das Peptid am Rande der Einheitszelle an der Proteinoberflache bindet, ist es
wenig verwunderlich, dass apo-Kristalle kenerlei Peptide durcBoakingeingefiihrt werden
konnten. Beim Eindiffundieren des Peptides wird die Einheitszelle aufgeweitet und durch
diese Umlagerung wird die Packung des Kristalles zer®értder CoeKristallisation wachst

der Kristall von vornehereim deraufgeweiteteiPackung, weshalb mittels dieses Verfahrens
PKA-PeptidKomplexstrukturen erhalten werden konnten.

6.2 Effekt der Verkiirzung von PKI>2* auf PKI>??

Im Rahmen dieser Arbeit wurden Variationen des peptidischen Inhibitors verwendiet, die
Vergleich mit dem literaturbekannten PRt um zwei Aminoséauren verkiirzt wurden. Die
C-terminalen Aminosauren Histidihund Asparaginsauféwurden entfernt, ddie von dem
Kooperationspartner Dr. ROMINA  KIRSCHNER aus der AG GEYER verwendete
Synthesestrategie fur Peptidecht zur Einfihrung von Histidinen geeignet wBevor die
Effekte der Variation mittels Ribaind Boronsaurdminosauren evaluiert werden konnten,
mussten somit zuerst die Effekte der Verkirzung auf die Interaktion zwischenl Bagti
PKA bestimmt werden. Da die Einfihrung von peptidischen LigandeaparKristalle der
PKA mittels Soakingzur vollstandigen Zerstérung der Kristalle fuihrte, musste die Struktur
des PKAPKI>?2-Komplexes mittel<Co-Kristallisation aufgeklart werderDie so erhaltenen
Kristalle waren jedoch sehr weich, weshalb eine Quervernetzung mittels Glutardialdehyd
durchgefiihr werden musste. In Abbildurgfl ist ein Vergleich der literaturbekannten
PKI>2*-PKA-KomplexStruktur(blau) mit der erhaltenen P¥X#-PKA-Komplex
Struktur(hellgray gezeigt.
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Abbildung 34: Vergleich der literaturbekannten PKI>24-PKA-Komplex-Struktur (links, blau, PDB-Code 2GFC) und
der Struktur des ermittelten PKA-PKI>? Komplexes(hellgrau, rechts, PDBCode6ERYV). In der Mitte ist die
Uberlagerung beider Kristallstrukturen gezeigt. Das Protein sowie PKY2* (orange)und PKI522(rot) sind in der
Cartoon-Darstellung gezeigt. Hervorgehoben in glb ist der bei Verkiirzung des Peptideslestabilisierte 320-Loop.
Hervorgehoben in gtin ist die bei Verkirzung des Peptides verschobeng-terminale Schleife Hervorgehoben in rot

ist der bei Verkiirzung des Peptidesiach unten verschobene Glyciteiche Loop.

Es zeigte sich, dass die Verkirzung des Peptides um zwei Aminosineansignifilanten
Einfluss auf die PKAausibt. Wie bereits vorher erwdhnt, sorgt die Verkirzung fur schlechte
Kristallisationseigenschaften; die Kristalle des PRIPKA-Komplexes konnten nur durch
Quervernetzung mit Glutdialdehyd ausreichend fir dieSammlung eines Datensatzes
stabilisiert werden. Selbst mit der Quervernetzung war die Qualitat des Datensatzes mit einer
Auflésung von 2,08 eher schlechinnerhalb der Kristallstruktur wurde direkt deutlich, dass
der sehr flexible 32Q.oop, der sich imBereich der Aminosauren 31330 befindet und
besonders im Bereich GRf und Prd?! einen sehr hohe@rad anFehbrdnung aufweist, zu
einem grofRen Teil nicht in die Kristallstruktur eingefigt werden konnte. Die fir diesen
Bereich erhaltene Elektronendichtar nicht signifikant genugusgepragtum die korrekte
Orientierung der Aminosauren, nicht einnfill deren Atome deRuckgrats, zuzuweisen. Der
Beginn dieserfehlgeordnetn Region ist in Abbildun§4 gelb hervorgehobenDer
N-Terminus desPKI>?2-PKA-Komplexes ist im Vergleich zum P¥i*PKA-Komplex
verschoben (in Abbildun83 griin hervorgehoben).
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Diese Anderung ist vermutlich mit der Destabilisierung des direkt Mufierminus
befindlichen 32€Loopkorreliert. Weiterhin wurde deutlich, da der GlycirreicheLoop, der

bei Bindung von PKA?*in Richtung des Peptides verschoben wurde, bei der Bindung von
PKA>?2 keine solche Verschiebung aufweist. Wird die Struktur des#kKomplexes mit

der apo-PKA-Struktur verglicher{siehe Abbildung34), so wird die Ursache hierfur

deutlicher.

Abbildung 35: Vergleich der apo-PKA-Komplex-Struktur (links, rot, PDB-Code 6EHO) und der Struktur des
ermittelten PKA -PK1 52 Komplexes(hellgrau, rechts, PDBCode6ERV). In der Mitte ist die Uberlagerung beider
Kristallstrukturen gezeigt. Das Protein sowie PKF?2 (blau) sind in der Cartoon-Darstellung gezeigt. Hervorgehoben

in gelb ist die bei Einfuhrung des verkirzten Peptidewverschobene Region.

Bei der Einfuhrung dewerkirzen Peptid wird die gesamte obere Domane der PKA
verschoben. Di ese Ver schi e bddraltlgattes, dals @auchsim wo h |
C-terminalen Bereich, beginnend mit de®20-Loop auftritt, fuhrt dazu, dass der Glyein
reicheLoop nach den verschoben wird, so dass er nicht in der Lagenistdem Peptid eine
Interaktion einzugeheninteressanterweise scheint die Verkirzung des Peptids um zweli
Aminosauren einen signifikanten globalen Effekt auf die Orientierung der PKA auszulben.
Zur geraueren Untersuchung auf die Ursache dieses Effektes, wurde die Orientierung von
PKI>?2im Vergleich zu PKY?*in den Komplexstrukturen verglichen. DésVergleich ist in

Abbildung 36 gezeigt.
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Abbildung 36: Vergleich der Orientierung des peptidischen Liganden in der literaturbekannterPKI >24-PKA -
Komplex-Struktur (blau, PDB-Code 2GFC) und der Struktur des ermittelten PKAPKI %22 Komplexes(hellblau,
PDB-Code6ERYV). Das Protein ist jeweils in der CartoorDarstellung. Auf der linken Seite sind PKP2#(griin) und
PKI1%22(lila) in der Cartoon-Darstellung gezeigt In der Mitte ist die Orientierung beider Peptide in der Stick
Darstellung gezeigt Rechts ist eine AusschnittsvergroReruntgs auftretende Peptichindungs-Flip von Ser'® gezeigt
Die Aminoséauren an Position 1214 sind in der StickDarstellung, alles andere in der CartoorDarstellung mit zum

Rest der Abbildung analogen Farben gezeigt

Es zeigte sich, dass de&-terminale Bereich des Peptidesirch die Verkirzung quasi
unverandert bleibt. ITN-Ter mi nal en B e-Hdaix wttiegt trilt elagegenlemn U
PepticdbindungsFlip an Sel*a u f . Di eser Flip sor gHelix.fDagrech ei n
die Verschiebung werden keine direkten Wasserstoffbriichénbgen zwischen Peptid und
PKA gebrochen oder eingefuhrtjiber indirekte, durch Wassermolekile vermittelte
Wasserstoffbriicken konnte jedoch aufgrund der verhaltnisngitiggenAuflésung keine
Aussage geoffen werden. Dieser PeptithdungsFlip wurde zvar bereits bei einigen
wenigen Strukturen mit PRF* beobachtet (beispielsweise PRRde 4WB6 und 1STC),

diese resultieren jedoch meistens aus Mutationen der PKA oder Interaktion mit weiteren
Inhibitoren.Die Verkirzung des Peptides dagegen fuhrte augkeiteren, im Rahmen dieser
Arbeit erhaltenen Strukturen zum Auftreten eines PeptdlingsFlips, weshalb davon

auszugehen ist, dass die Verkirzung des Peptides diesen Flip hervorruft.
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6.3 Einfuhrung von Ribo- und Boronsaure-Aminoséauren in PKI>22
6.3.1 Uberblick

Nachdem die Effekte der Verkirzungn PKFP?* auf PKP?2 ermittelt wurden, konnte
begonnen werderdie Effekte bedingt durch dieEinfihrung der Ribo- oder Boronsaure
Aminosaurenauf das Peptigkeristzu analysieren Dabei sollte vor allen Dingen getestet
werden, ob die Einfuhrung der Aminosauren an verschiedenen Stellen toleriert wird und
welche Positionesich am bestereignen fur dieEinfihrung eined.inkers zur Verknipfung

der Peptd- und der ATPBindetaschelm Rahmen der Kooperation wurden acht verschiedene
Variationen des Peptides mit Ribmder Boronsaurdminosauren zur Verfligung gestellt und
fur funf dieser Peptide konnten Komplexe mit der Proteinkinakastallisiert und aufgeklart
werden. Fiir die PeptideKI(RBS'9)>?2, PKI(RBS')>??2 und PKI(RBS?)>?2 konnten jedoch
keine Kristalle erhalten werden; Komplexe mRKI(RBS!®)>22 kristallisierten tiberhaupt nicht
wahrend PKI(RBS)>?2und PKI(RBS*Y)*>?? nur in Komplex mit weiteren Liganden

kristallisierten.
6.3.2 Vergleich der Strukturen von PKF?2und PKI(RBS!3)522

In Abbildung37 ist ein Vergleich der Kristallstrukturemit PKI>?? und PKI(RBS%>?2
gezeigt.
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Abbildung 37: Vergleich der Komplexstrukturen in Cartoon-Darstellung von PKA-PKI522 (links, PKA hellblau,
Peptid blau, PDB-Code: 6ERV) und PKA-PKI(RBS'%)>?2 (rechts, PKA orange, Peptid gelb, PDBCode: 50UA). In
der Mitte ist die Uberlagerung beider Kristallstrukturen gezeigt. In blau hervorgehoben ist derdurch Einfiihrung von
RBS nach unten verlagerte Glycin-reiche Loop, in griin hervorgehoben ist das verschobene PeptiRiickgrat.

Es zeigte sich, dass bei Einfihrung eines Rillesam Position 13, also ein8srin gegenlie
RiboserinVariation zu einer Verschiebung dé&altblattartigen Doméne der PKA flhrt.
Diese Verschiebung der Domanéhft setzt sich fort ineiner Verschiebung des Glyein
reichen Loops in Richtung des PeptidedDa eine solche Verschiebung &ahnlich zur
beobachteten Verschiebung im Vergleich der KomyS&wkturen von PKAPKI®?4 und
PKA-PKI>?2war, wurden die Struktur dé2KA-PKI(RBS?)>22-Komplexes ebenfalls mit der
Struktur von PKAPKI®>24 verglichen. Dieser Vegleich ist in Abbildung38 gezeigt.
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Abbildung 38: Vergleich der Komplexstrukturen in Cartoon-Darstellung von PKA-PKI %24 (links, PKA blau, Peptid

griin, PDB-Code: 2GFC) und PKA-PKI(RBSY)>22 (rechts, PKA orange, Peptid gelb, PDBCode: 50UA). In der Mitte

ist die Uberlagerung beiderKristallstrukturen gezeigt. In gelb hervorgehoben ist die im Vergleich zum Komplex aus
PKA-PKI>22yerschobene Doméne, in Rot hervorgehoben ist das verschobene tiRefRiickgrat.

Es zeigte sich, dass die Konformation der PKA PKA-PKI(RBS")>%? -Komplex sehr
ahnlich zur Konformation im PKAKI™?~Komplex ist; deutlich &hnlicher als im
PKA-PKI>?2-Komplex Dies ist verwunderlich, da die Orientierung des Peptide®KaA-
PKI(RBS")*>22 -Komplexdennoch deutlich dhnlicher zur Orientierung im PRKI>??ist; es
tritt ebenfalls der PeptindungsFlip an Position 13 auf. Bei genauerer Betrachtzeigten
sichjedoch auch hier gewisse Untersate. Diese sind in Abbildurgp gezeigt.

Abbild ung 39: Vergleich der Peptide in den Komplexstrukturen von PKAPKI 522 (PKA hellgrau, Peptid blau, PDB-
Code: 6ERV) und PKA-PKI( RBS')>?2 (PKA orange, Peptid gelb, PDBCode: 50UA), links in der Cartoon
Darstellung, in der Mitte als Stick-Darstellung. Rechts ist die Umgebung von A in PKA-PKI( RBS'9)>?2 gezeigt.

Die 2mF-Fc-Elektronendichte bei 10 ist als blaues Netz gezeigt.
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Im C-terminalen Bereich des Peptides, der in PKund PKF?2 beinahe unverandert binget
kommt es zu einer Anderung des Rotamers von Ar§iminPKI(RBS)>22, In PKP24 bildet
dieses Arginin Wasserstoffbriickenbindungen zu®f¥des Glycinreichen Loops aus und
stabilisiert somit dessen Orientierung. Obwohl beim Komplex mit PKIRB% der Glycin
reiche Loop ebenfalls in Richtung des Peptides herabgezogen wird, zeigt dessen Arginin
keinerlei Interaktion zum Glycineichen Loop und bildet Wasserstdffiicken zuGlu'?’,
Sef®® Asp*?® und Tyr% aus. Dieses Netzwerk an Interaktionen ist auch in Abbil®9ng
gezeigt Eine weitere Anderung in der Orientierung des Peptides tritt beim

PKA-PKI(RBS®)>22 an RBS® auf. Diese Anderungst in Abbildung40 gezeigt.

Abbildung 40: Links ist eine Ausschnittsvergrof3erung de¥/ergleichs der Peptide in den Komplexstrukturen von
PKA-PKI522 (PKA hellgrau, Peptid-Kohlenstoffe blau, PDB-Code: 6ERV) und PKA-PKI( RBS'%)>22 (PKA orange,
Peptid-Kohlenstoffe gelb, PDB-Code: 50UA) in der StickDarstellung gezeigtdie den Bereich der Anderung zeigt
Die zum Teil fehlgeordnek Ribose ist ebenfalls in SticlDarstellung gezeigt.Die 2mF-Fc-Elektronendichte bei 10 ist
als blaues NetzgezeigRe c ht s i st d i-lelixwoin®il ¥Pigezeigt, ®ai dellkine Anderung durch die
Variation mit Riboserin auftritt. Die Farbung i st hierbei analog gehalten. In glb ist die Stelle hervorgehoben, an der
die Ribose von PKIRBS'®)%%2 zum Liegen kommen wiirde, wenn keinerlei weitere Anderung in der Peptid

Orientierung auftreten wiirde.
Wie sich zeigte fuhrte die Einfuhrung der Ribose zu eineerschiebung des Peptid
Ruckgras. Dies ist durch den hohen sterischen Anspruch der Ribosgklaren. Wie in
Abbildung40 dargestellt zeigt das Seridin PKI>?2in Richtung des Threontf jedoch ohne
Ausbildung einer Wasserstoffbriickenbindung. Die Ribose kann in dieser Orientierung nicht
eingefuihrt werden, da dies zu eineterischerkonflikt mit Threonirt® und Phenylalani?

fihren wirde.
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Es liegt schlichtweg nicht gentigend Platz vor, um die Ribose dort positiozigreinnen
Deshalb kommt es zu einer Auslenkung des Pdpiickgrates weg vom Protein, damit das
Riboserin genltigend Platindet Dies sorgtflr einevollstandige Exposition der Ribose hin
zum Ldsungsmittel, es treten keine Wasserstoffbriickenbindungen zum Protein auf. Da die
Riboseausreichendlexibel ist und durch diese Exposition keine Fixierung an das Protein
aufweist, st sie in der Struktur zuniberwiegendenTeil fehlgeordnetund konnte nicht
eingebaut werden. Aus den Kiristallstrukturen wird offensichtlich, dass die Einfihrung eines
Riboserins in das Peptid grundsatzlich toleriert wird, jedente strukturelle Anderung
auslésenkann. Weiterhin zeigt sich, dass Position 13 zur Einfihrung dingdeers zur
VerknUpfung von Peptidund ATRBindetasche ungeeignet ist; die Ribose ist zu weit entfernt
von der ATRBindetasche.

6.3.3 Vergleich der Strukturen von PKI>22und PKI(RBS'®)>22

In Abbildung41 ist ein Vergleich der Kristallstrukturemit PKI®2?? und PKI(RBS®8)>?2
gezeigt.

Abbildung 41: Vergleich der Komplexstrukturen in Cartoon-Darstellung von PKA-PKI52 (links, PKA hellblau,
Peptid blau, PDB-Code: 6ERV) und PKA-PKI( RBS'®)>22 (rechts, PKA rot, Peptid griin, PDB-Code: 5NTJ). In der
Mitte ist die Uberlagerung beider Kristallstrukturen gezeigt.
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Bei der (berlagerung der Strukturen widkeutlich, dass durch Variation von Afggegen

RBS weder eine signifikante Aierung in der Konformation der PKApch eine signifikante
Anderung in der Konformation des Peptides auftritt. Im Gegensatz zu der deutlichen
Veranderung der Konformationen HekKI(RBS'®)>?? scheint die Einfiihrung der Ribose an
Position 18bessetoleriert zu werden. Zur genaueren Untersuchung der durch die Einfihrung
der Ribose auftretenden Effekte, mussten die Seitenketten des Peptids und die genaue

Umgebung der Ribose betrachtet werden. Diese sind in AbbikRiggzeigt.

Abbildung 42: Links gezeigt ist der Vergleich der PeptigOrientierung von PKA-PKI522 (PKA hellblau, Peptid-
Kohlenstoffe blau, PDB-Code: 6ERV und PKA-PKI( RBS'®)%22 (PKA rot, Peptid-Kohlenstoffe griin, PDB-Code:
5NTJ). Das Protein ist in CartoonDarstellung, das Peptid in derStick-Darstellung gezeigtRechts gezeigt ist die
Umgebung der Ribose in PKIRBS'®)>?2 (PKA in Cartoon Darstellung rot, PKA -Kohlenstoffe in Stick Darstellung
hellrot, Peptid in Stick-Darstellung mit griinen Kohlenstoffen). Die 2mR-Fc-Elektronendichte beil d ist als blaues

Netz gezeigt.

Bei genauerer Betrachtung zeigte sich, dass auch in der Orientierung der Seitenketten des
Peptides keinerlei Anderung auftritt. Die einzige Anderung ist bei der variierten Seitenkette
zu finden. Die Ribose zeigt im Gegersatim Ardg® im Wildtyp PKI>?2vom Glycin-reichen
Loopweg und nimmt damit eine &hnliche Orientierung wie'Aig PKI(RBS?)>2? ein. Die

Ribose geht hierbei wie At§in PKI(RBS®)>?? Wasserstoffbriickenbindungen mit &l

und Set* ein. Die Wasserstoffbriicken zu A&$pund TyP*° gehen allerdings bei R18RBS

verloren.
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Der Verlust dieseiWasserstoffbriicken konnte ein Grund fir die schleehdfinitat von
PKI(RBS®)>22 sein; in der Literatur isbeschriebendass Arg® essentiell fiir die Affinitatles
PKI-Peptidsist.?? Da in PKI(RBS")®>?2 eine Konformationsanderung des Argirtfhauftritt,
jedoch weiterhin eine vergleichbare Affinitat zu PR nachzuweisen istscheint diereine
Orientierung weg vom GlychneichenLoop nicht zueinemVerlust der Affinitat zu fuhren.
Weiterhin zeigt sich, dass Position 18 zur Einfihrung elriekers zur Verknipfung von
Peptid und ATRBindetasche geeignet ist; die Ribose nimmt eine &hnliche Orientierung ein
wie Arg'8, das alkatalytisch wichtiger Rest eirlateraktionmit ATP in der Bindetascheer

Kinaseeingeh.
6.3.4Vergleich der Strukturen von PKI>?2und PKI(RBS?%)*>22

In Abbildung43 ist ein Vergleich der Kristallstrukturen mit PP und PKI(RBS9)>?2
gezeigt.

Abbildung 43: Vergleich der Komplexstrukturen in Cartoon-Darstellung von PKA-PKI522 (links, PKA hellblau,
Peptid blau, PDB-Code 6ERV) und PKA-PKI(RBS?9)>22 (rechts, PKA violett, Peptid griin, PDB-Code: 6ERU). In
der Mitte ist die Uberlagerung beider Kristallstrukturen gezeigt.

Es zeigtesich, dass wie bereits b&KI(RBS®)>?? keine signifikante Veranderung der
Konformation bei PKA oder Peptid auftritt. Somit musste HKI(RBS%>??, das eine

N20RBSVariation aufweist ebenfalls eine genauere Analyse des Peptides und des Ortes der
Variation durchgefiihrt werden. Diese Analyse ist whAdung44 gezeigt.
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Abbildung 44: Links gezeigt ist der Vergleich der PeptidOrientierung von PKA-PKI 522 (PKA hellblau, Peptid-

K ohlenstoffeblau, PDB-Code: 6ERV) und PKA-PKI(RBS?%)>22 (PKA violett, Peptid-Kohlenstoffe griin, PDB-Code:
6ERU). Das Protein ist in CartoonDarstellung, das Peptid in der StickDarstellung gezeigt. Rechts gezeiggt die
Umgebung des Ores der Variation in PKI( RBS?)>22 (PKA in Cartoon Darstellung violett, Peptid in Stick-

Darstellung, PeptidKohlenstoffe griin.). Die 2mR,-Fc-Elektronendichte bei 10 ist als blaues Netz gezeigt.

Es zeigte sich, dass in der Orientierung der Seitenketten des Peptides kéingeieing

ausser dem Auftreten eines unterschiedlichen Rotamer€-tlrsinalen Isoleucins auftritt.

Dies liegt jedoch vermutlich weniger an der Variation und eher an denttéeeibilitat des
terminalen IsoleucindDer Ort der Variation, alsder Ersatz vorAsr?® durchRBS?, belasst

die gleiche Orientierung der Seitenkette, jedoch konnte die Ausrichtung der Ribose nicht
beurteilt werden, da sie aufgrund ihrer hohen Flexibilfgtllgeordnetvorlag und die
Seitenkettébis zum Ende deBerinSeitenkette in der Elektronendichte defihiwar. Es kann

jedoch davon ausgegangen werden, dass die Ribose analog zum Asparagin in Richtung der
ATP-Bindetasche ausgerichtet ist und somit auch als Ort zur EinfUhrung leimesrs

geeignet erscheint
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6.3.5Vergleich der Strukturen von PKI>?2und PKI(RBT 16)>22

Fir den Komplex aus PKA urfKI(RBT%)>22 konnte nur ein schlechter Datensatz mit einer
Auflésung von 2,0 erhalten werdenln der darausestimmbarerStruktur waren groRRe
Teile des GlycirreichenLoopsfehlgeordneund das eingefiihrte Ribothreonin war bis zu
den Atomen deJhreonirs in der Dichtesichtbar; die Elektronendichte fur die Ribose war

nicht eindeutig zuweisbar. Diese Elektronendichte ist in AbbildiEngezeigt.

Abbildung 45: In Coot erhaltene Elekironendichte fiir die Ribose inPKI(RBT 16522 In griin ist die mFo-Fc-
Elektronendichte bei3 0 gezeigt, wahrenddie 2mF.-Fc-Elektronendichte bei 10 in blau gezeigt ist.

In denerkennbaren Dichtefseichensowohl desProteirs und desPeptid konnte hinsichtlich
der Orientierungder Seitenkettekeinerlei Anderung im Vergleich mit der PKRKI>22-
Komplex-Struktur beobachtet werden. ReinerleiAnderung wahrnehmbar war udér tber
die Mutation eingefiihrte Riboseringnsichtbar blieb bis zum Teder schon wiam nativen
Peptid als Threonierkennbamwar, wurde die Struktunicht in der RSCPDB deponieiie
einzige Aussage, die aus der Struktur gezogen werden Wan dass bei Variation des
Threonins zu Ribothreonin keine Anderung der Pepiisitierung auftrittund somit die
Position nicht zur Verknipfung mit der ATBIindetasche geeignet ist; die Entfernung zu

dieser Bindetasche ist zu grol3.
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6.3.6 Beurteilung der Eignung von PKI(RBS$%>??, PKI(RBS')>?2 und PKI(RBS?})>2?
zur Verkntpfung von ATP - und Peptid-Bindetasche

Fir die Varianten PKI(RBS'9)>?2, PKI(RBS")>?? und PKI(RBSY)>?? konnten keine
Kristallstrukturen erhalten werden, weshalb ihre Eignung zur Bildung SelfAssembly
Komplexen nicht im Vorfeld beurteilt @den konnte. FiPKI(RBS!®)>?? konnten auch in
Komplex mit weiteren Liganden keinerlei Kristalle herhalten werden. Ndicroseeding
Screenam MarXtal, die Variation von Methanol und die Anderung desVpéites, sowie
Versuche mitResoakingfihrten zu keinerlei Erfolgen. Vermutlicinduziert dieses Peptid
eine Anderung des Bindungsmodus, die nicht mehr mit der Kristallpackung vereinbar ist. Die
extrem niedrige Affinitdt in den Bindungsassays bekraftigte diese Vermutung. Fur
PKI(RBS")>?2 und PKI(RBS%)>?2 konnten zwar keine Strukturen ohne Zugabe von weiteren
Liganden erhalten werden, unter Zugabe von Fafdeliivaten konnten jedoch Strukturen
erhalten werden. D@KI(RBS')>?? und PKI(RBSY)>?? RiboserinVarianten aufweisen
deren Ort de Variation sehr nahe an den in Richtung der AdiRdetasche zeigenden
Aminosauren Aréf und Asrt® lagen wurde erwartet, dass sie potentiell zur Verkniipfung

beider Bindetaschen geeignet waren.
6.37 Vergleich der Strukturen von PKI>?2und PKI(BAR 8)>22

In Abbildung46 ist ein Vergleich der Kristallstrukturen mit PP und PKIBAR®)>?2 der

einzigen Variation mit Boronsaw&minosauregezeigt.
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Abbildung 46: Vergleich der Komplexstrukturen in Cartoon-Darstellung von PKA-PKI5?2 (links, PKA hellblau,
Peptid blau, PDB-Code 6ERV) und PKA-PKI(BAR 8>22 (rechts, PKA goldbraun, Peptid violett PDB-Code: 50US).
In der Mitte ist die Uberlagerung beider Kristallstrukturen gezeigt.
Es zeigtesich, dass wie bereits b&KI(RBS®)>?? keine signifikante Veranderung der
Konformation weder bei der PKA noch bei demPeptid auftritt. Somit musste bei
PKI(BAR®)>22 bei dem eine Boronsaufeminosaure an Position 18 eingefilhrt wurde
ebenfalls eine genauere Analyse des Peptides und des dertegariation durchgefihrt

werden. Dese Analyse ist in Abbildung7 gezeigt.

Abbildung 47: Links gezeigt ist der Vergleich der PeptidOrientierung von PKA-PKI522 (PKA hellblau, Peptid-
Kohlenstoffe blau, PDB-Code: 6ERV) und PKA-PKI(BAR®)>22 (PKA als Cartoongoldbraun, Peptidals Stick
violett, PDB-Code: 50US). Rechts gezeigt ist die Umgebung des Ortes der Variation in PKBAR®)>22 (PKA als
Cartoon goldbraun, Peptid als Stickmagenta). Die 2mR-Fc-Elektronendichte bei 10 ist als blaues Netz gezeigt.
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Es zeigte sich, dass in der Orientierung der Seitenketten des Peptides kéingeleing
ausser dem Auftreten eines unterschiedlichen Rotamer€-tlrsninalen Isoleucins auftritt.

Dies liegt jedoch vermutlich weniger an déariation an Position 1&ind eher an der hohen
Flexibilitdt des terminalen Isoleucins. Der Ort der Variation, #sg'® respektiveBARE,
zeigteine ahnlicheOrientierung der Seitenkeftiedoch scheint BAR eher eine Ausrichtung

wie Arg!® in PKI(RBS®)>?2 als von Ardg® in PKI®?2 einzunehmen. B Ausrichtung der
sterisch anspruchsvolldthenylboronsaure konnte jedaticht beurteilt werden, da sie der
Kristallstruktur fehlgeordnetvorlag und die Seitenkette nur alysin sichtbar war.Im
Bindungsassy konnte fiir dieses Peptid eine schlechte Affinitat nachgewiesen werden. Dies
kénnte daraus resultieren, dass die Wasserstoffbriicken, dt& mmgnalerweise ausbildet,
verloren gehen. Zwar ist es moglichdass innerhalb der Bindetaschgeordnete
Wassermtekile verdrangt werden, sodasmoglicherweise ein entropischer Gewinn
stattfindet, jedoch scheint der Verlust von polaren Interaktionen und somit enthalpischen
Beitrdgen der Affinitat deutlich starker zu sein. Aufgrund der schlechten Auflésung der
Struktu  von 2,21A und der fehlgeordnet vorliegenden Phenylboronséure konnten
hinsichtlich der (ufvorteilhaften Beitrdge der Bindung jedoch keine Aussageroffen
werden. Eine Bestimmung der enthalpischen und entropischen Beitrdge der Bindung in einer
ITC-Messung ware flir eine solche Argumentation vorteilhaft gewesen, jedoch konnte eine
solche Messung aufgrund der schlechten Affinitat und der sbembtigtenextrem hohen

Mengen an Substanz fur die Messung nicht durchgefihrt werden.

Da die Ausrichtung von BR!® zumindestengartiell bis zu Anfangdes fehlgeordnegn
Bereichs mit der mdglichen Ausrichtung von ZXrgin anderen PRI?%-Variationen
ubereinstimmt, wurd®KI(BAR®)>22 als potentiell geeignet zur Verkniipfung der ATRd
PeptidBindetasche beurteilt. Dabei wurde jedoch eine Verknipfung miid#ringRibose
der in der ATRBindetasche gebundenen Adenosinphosph@®tP/ADP/ATP) und nicht

von Fasud#Derivatenangestreb
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6.4 Versuche zur Verknupfung von RibeAminosauren mit Boronsaure Fasudilen
6.4.1 Uberblick

Durch die Strukturaufklarung der Komplexe zwischen PKA BRd®>22-Variationen konnten

vier Positionen identifiziert werden, die durch Einfiihrung einer Ribose zur Verknipfung mit
einem BoronsaurEasudil geeignet schienen. Somit wurden die Variafmigi{RBS!®)>22,
PKI(RBS9)>22, PKI(RBS)>??2 und PKI(RBSY)>?? in Komplex mit der PKA und den
BoronsaureFasudien BFS und BFF, sowie mit dem literaturbekannten Fasudil kristallisiert.
Die Komplexe mit Fasudil sollten hierbei zum Vergleich des Bindungsmodus dienen, um
etwaige vorteilhafte ligandeninduzierte Effekte zu idemeren, die das Design weiterer,
besser geeigneter Borons&i@sudile ermoglichenBis auf die Kombination von PKA
PKI(RBSY)>22-Fasudilkonnten fir alle Komplexe Strukturen erhalten werden. Die Kristalle
von PKA-PKI(RBSY)>22-Fasudil konnten zwar zur Sammlung von Datensatzen verwendet
werden, diese wiesen jedoch suboptimale QualitatlauZeitrahmen dieser Arbeit konnten
keine Optimierungen mehr durchgefiihrt werden, die fehlende Struktur wurde allerdings als

nicht essentiekingestuft
6.4.2 Versuche zur Verknupfungvon PKI(RBS!®)>22mit Boronsaure-Fasudilen

Zur Beurteilung von ligandenindweriten Effekten wurden zuerst die Strukturen des
PKA-PKI(RBS®)>?-Komplexes und des PKRKI(RBS?®)>?2-FasuditKomplexes
miteinander verglichen. Dies Vergleich ist in Abbildung8 gezeigt.
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Abbildung 48: Vergleich der Komplexstrukturen in Cartoon-Darstellung von PKA-PKI(RBS*)>22 (links, PKA
blaugriin, Peptid griin, PDB-Code: 5NTJ) und PKA-PKI(RBS®%22 (rechts, PKA orange, Peptidviolett, PDB-Code:
5NW8). In der Mitte ist die Uberlagerung beider Kristallstrukturen gezeigt.

Die Uberlagerung der Strukturen zeigte, dass bei Einfiihrung des Fasudils eine Verschiebung
des GlycinreichenLoopsin Richtungdes Peptideandeine sehschwache/erschiebung des
Peptides fort von deningeBindetaschestattfindet Eine genauere Betrachtudgs Peptides

ist in Abbildung49 gezeigt.

Abbil dung 49: Vergleich der Orientierung von PKI(RBS®)>22in den Komplexstrukturen PKA -PKI( RBS'%)%22 (PKA
als Cartoon blaugriin, Peptid als Stick griin, PDB-Code: 5NTJ) und PKA-PKI(RBS*®)>22-Fasudil (PKA als Cartoon
orange, Peptidals Stick violett, PDB-Code: 5NW8). Rechts gezeigt ist emAusschnittsvergréRerungdesOrt s der
Variation R18RBS. Die Ribose in der PKI(RBS$%%?2-Fasudil-Komplexstruktur ist gréRtenteils fehlgeordnet
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Bis auf die schwache Verschiebungg von derhingeRegion tritt keine Anderung in der
Orientierung der Seitenken des Peptid auf. Die Orientierung der Ribose konnte nicht
aussagekraftigerglichen werden, da sie in der Struktur des PRWI(RBS'®)>22-Fasudit
Komplexesgrof3tenteilsfehlgeordnetvorliegt. Es schien jedoch so, als wirde die Ribose in

diesem Komplex in einem anderen Rotamer vorliegen als in der Struktur ohne Fasudil.

Nachdem die durch Einfuhrung von Fasudil auftretenden Effekte bestimmt wurden, konnte
die Einfuhrung der Boronsaufeasudile B-S und BFF bachtet werden. In Abbildungp ist
ein Vergleich der Strukturen von PKRKI(RBS"®)>2?2 mit Fasudil, BFS und BFF gezeigt.

Abbildung 50: Links gezeigt ist die Uberlagerung der CartoorDarstellung der Komplexstrukturen von PKA-
PKI(RBS*®)>?2Fasudil (PKA orange, Peptid rosa, PDBCode: 5SNW8), PKA-PKI(RBS*)>?2BFS (PKA griin, Peptid
lila, nicht in der RSCPDB deponiert) und PKA-PKI(RBS®>22-BFF (PKA blau, Peptid tiirkis, nicht in der RSCPDB
deponiert) Fasudil, BFS und BFF sind in der StickDarstellung gezeigtin der Mitte ist eine Ausschnittsvergréf3erung

der liberlagerten Peptide in StickDarstellung gezeigt. Rechts ist eine Uberlagerung von Fasud#FS und BFF in

Stick-Darstellung gezeigt.

Es zeigte sich, dass weder in der Konformation deA,Poch in der des Peptides ein
Unterschied bei Einfuhrung der Phenylboronséure oder der Aufspaltung 1des

HomopiperazirRinges von Fasudibuftritt. Ebenfalls lagen die Ribosen weiterhin sehr
fehlgeordnevor, sodass keine Aussage Uber die ger@uentierung gemacht werden konnte.
In der Orientierung der Fasudierivate tritt bei Einfuhrung der Phenylboronsaure eine
schwache Verschiebung dds4-HomopiperazirRinges auf. Uber Effekte, die durch die
Offnung des Ringes auftreten und die neu eirygdin Interaktionen konnte keine Aussage

gemacht werden, da die Boronsaeesudile zum grol3en Tdéhlgeordnetvorlagen.
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Hinsichtlich der Verknupfung deBoronsaure mit der Ribose scheint die Kombination aus
PKA-PKI(RBS®)>22 und BFS oder BFF nicht efigsversprechend zu sein. Obwohl die
Ribose an einer beinahe idealen Position zur Interaktion mit derBNdretasche liegt, wie

in der PKAPKI(RBS®)>22-Komplexstruktur ersichtlich war (siehe Kapitel 6.3.3), scheint die
Verknupfung mit der Boronsaureu unvorteilhaft zu seindass sie sich in dem Protein
ausbildet Beide Komponenten liegestark fehlgeordnetvor, scheinen sich somit eher
augzuweichen zu wollen, als eine Verknipfung einzugehen. Wird versucht die Ribose und die
Boronsaure in die nicht sidikante Elektronendthte in der Kristallstrukturvon PKA-
PKI(RBS®)>22.BFS zu modellieren, so werden Interaktionen wie in AbbildGfiggezeigt

erhalten.

Abbildung 51: In Coot durchgefiihrte Modellierung der Boronsaure und der Ribose in der PKAPKI(RB S')>22.BFS-
Komplexstruktur. Rechts ist eine AusschnittsvergrofRerung deRibose gezeigt. In griin ist die mkFc-
Elektronendichte bei 30 gezeigt, wahrend die 2nFo-Fc-Elektronendichte bei 10 in blau konturiert ist.

Bei der Modellierung wurde ersichtlich, st beide Interaktionspartner grundsatzlich in
Kontakt miteinander treten kdnnteBei einer Platzierung in di€lektronendthte, die
allerdings als nicht signifikant gelten musgrd eine kurze Wasserstoffbriickenbindung von
2,3A Langeals denkbareKontakt vorgeschlagemiese fiir eine Wasserstoffbriicke kurze
Distanz resultiertals Ergebnis einerModellierung in die nur rudimentéar definierte
Elektronendichte. ri dieser Ausrichtungviirden zuséatzlictsterische Konflikte mit GRf’
auftreten. Denkbar ware ebenfallsdass eine kovalente Verknipfung zwischemer
Boronsauregruppe und Ghiausgebildet wurde, die Elektronendichte war jedoch zu schlecht

definiert um eine solche Verknupfung unzweifelhaft zu bestétigen oder zu widerlegen.
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