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1 Allgemeine Einleitung und Problemstellung 

Im Rahmen des strukturbasierten Designs von Wirkstoffen ermöglicht es die Struktur-

aufklärung mittels Röntgenkristallographie, die Wechselwirkungen von Liganden zum 

Protein zu studieren. Die erhaltenen Informationen über den Bindungsmodus des Li-

ganden können für das Design neuer Moleküle und die Optimierung der Bindungsei-

genschaften, zum Beispiel der Affinität zum Protein, genutzt werden. [1] 

Bis zur Aufklärung der dreidimensionalen Struktur eines Protein-Ligand-Komplexes ist 

jedoch oftmals ein langer Weg mit vielen Herausforderungen zu beschreiten. Zunächst 

muss das Zielprotein rekombinant hergestellt werden, und zwar möglichst rein und in 

einer für die Kristallisation ausreichenden Menge. Sind noch keine Kristallisationsbe-

dingungen für das Protein beschrieben worden, werden eine Vielzahl von Bedingungen 

unter Variation verschiedener Parameter getestet, wie zum Beispiel der Temperatur, der 

Proteinkonzentration und der Anwesenheit von Ionen, Redoxagentien und Liganden. 

Kristallisationsroboter machen es heutzutage möglich, in kürzester Zeit einen hohen 

Durchsatz an Kristallisationsbedingungen zu testen. Dennoch kann ein solches Scree-

ning sehr zeit- und arbeitsintensiv sein, wie auch in dieser Arbeit beschrieben wird.  

Auch wenn bereits Kristallisationsbedingungen für das Zielprotein beschrieben wurden, 

sind diese nicht zwangsläufig auf den gewünschten Protein-Ligand-Komplex übertrag-

bar. Ändert das Protein zum Beispiel durch Bindung des Liganden seine Konformation, 

können aufgrund veränderter Oberflächeneigenschaften andere Kristallisationsbedin-

gungen erforderlich sein.  

Hauptsächlich werden heute zwei verschiedene Methoden zur Kristallisation von Prote-

inen im Komplex mit Liganden verwendet: Die Co-Kristallisation und das so genannte 

Soaking. Bei der Co-Kristallisation werden Protein und Ligand vor dem Ansetzen mit-

einander vermischt, so dass eine Bindung im gelösten Zustand erfolgen kann, und beide 

werden gemeinsam zur Kristallisation angesetzt. Beim so genannten Soaking wird das 

Protein zunächst in Abwesenheit des Liganden kristallisiert. Der Ligand wird anschlie-

ßend im Überschuss zu den Kristallen gegegeben und kann durch die Lösungsmittelka-

näle im Protein in die Bindetasche gelangen. Welche Methode im Einzelfall zum Erfolg 

führt, hängt von verschiedenen Faktoren ab. Kristalle eines Komplexes der HIV-1 Pro-

tease mit einem Liganden in der Bindetasche konnten bisher ausschließlich mittels Co-

Kristallisation erhalten werden. Durch die Bindung des Liganden werden nämlich fle-
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xible Bereiche der Bindetasche, die so genannten Flaps, stabilisiert. In dieser stabilen 

Konformation ist dann eine erfolgreiche Kristallisation möglich. Geht das Protein unter 

Bindung von Liganden keine signifikante Konformationsänderung ein, kann bei hinrei-

chender Affinität des Liganden auch das Soaking erfolgreich funktionieren. Je kleiner 

dabei das Molekül, desto besser kann es durch die Lösungsmittelkanäle im Protein dif-

fundieren. [2] In dieser Arbeit wird nachfolgend beschrieben, wie ein Fragment mittels 

Soaking in die Bindetasche gelangen und sein Bindungsmodus mittels Röntgenstruktur-

analyse aufgeklärt werden konnte. 

Wenn schließlich Proteinkristalle vorhanden sind, müssen diese meist im Hinblick auf 

ihre Form und Größe optimiert werden, bevor sie zur Röntgenstrukturanalyse eingesetzt 

werden können. Dort werden die Röntgenstrahlen durch die Elektronen der Atome im 

Kristall gebeugt und anschließend detektiert. Das resultierende Beugungsmuster wird 

verwendet, um eine Elektronendichtekarte der Moleküle im Kristall zu berechnen. In 

diese werden die Aminosäuren des kristallisierten Proteins, Wassermoleküle und gege-

benenfalls Liganden eingepasst. Das erhaltene Modell der Proteinstruktur wird mittels 

Energieminimierung verfeinert und im Anschluss erfolgt wiederum eine manuelle An-

passung des Modells. Diese Prozesse werden wiederholt, bis keine weitere Verbesse-

rung des Modells erfolgt.   

Je besser das Diffraktionsvermögen eines Kristalls, desto höher ist die Auflösung der 

resultierenden Kristallstruktur. Die Mehrzahl der bisher aufgeklärten Kristallstrukturen 

ist von mittlerer bis hoher Auflösung ( ~ 2.8 – 1.5Å). Doch auch die Anzahl an Struktu-

ren in der Proteindatenbank mit atomarer Auflösung (> 1.0Å) wächst stetig an. Mit stei-

gender Auflösung sinkt der Fehler der Atomkoordinaten, die Präzision der Kristallstruk-

tur steigt und auch der Bindungsmodus eines Liganden kann genauer und detaillierter 

beschrieben werden. Heutzutage steht intensive Synchrotronstrahlung zur Verfügung, 

um Daten mit der höchstmöglichen Auflösung zu sammeln.  

Verschiedene Parameter dienen letztendlich zur Beurteilung der Qualität einer Kristall-

struktur. Diese müssen von dem Kristallographen bei der Arbeit an einer Kristallstruk-

tur aufmerksam beobachtet werden. Zum Beispiel beschreibt der R-Faktor, wie gut das 

erhaltene Modell des Proteins mit den experimentellen Daten aus der Röntgenbeugung 

übereinstimmt und ist somit ein wichtiges Qualitätskriterium für die Aussagekraft einer 

Kristallstruktur. [3, 4] 
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Drei verschiedene Proteine wurden im Rahmen dieser Arbeit als Zielstrukturen für das 

strukturbasierte Wirkstoffdesign verwendet: Die HIV-1 Protease und die humanen Pro-

teine Transglutaminase 2 und der Blutgerinnungsfaktor XIII. Die Unterschiede zwi-

schen den Eigenschaften dieser Proteine, zum Beispiel in ihrer Funktionalität, ihrer 

Kristallisierbarkeit oder ihrer Etablierung als Zielprotein im Wirkstoffdesign, stellten 

eine große Herausforderung dar, ermöglichten aber auch die Vielseitigkeit in der An-

wendung von Methoden und dieser Arbeit allgemein. 

Die HIV-1 Protease ist ein etabliertes Zielprotein im strukturbasierten Wirkstoffdesign. 

Zahlreiche Kristallstrukturen von Komplexen des Proteins mit verschiedensten Ligan-

den sind bereits in der Proteindatenbank hinterlegt und in Journalen veröffentlicht wor-

den, so dass umfangreiche Informationen über die Wechselwirkungen zwischen Protein 

und Ligand zur Verfügung stehen. Dennoch bleibt es schwierig, den Bindungsmodus 

eines bestimmten Liganden vorherzusagen, da die Bindetasche eine hohe Flexibilität 

besitzt. Der symmetrische Charakter des homodimeren Proteins stellt weiterhin eine 

besondere Herausforderung für das Design von Liganden dar, wie auch in dieser Arbeit 

                                  

         

Abbildung 1: Der Weg vom Proteinkristall zur fertigen Kristallstruktur                                                 
Röntgenstrahlen werden an einem Proteinkristall gebeugt und anschließend detektiert. Aus dem resultie-

renden Beugungsmuster, welches oben rechts beispielhaft an einem Diffraktionsbild gezeigt ist, kann eine 
Elektronendichtekarte errechnet werden (unten rechts). In diese werden die Aminosäuren des Proteins 
und weitere im Kristall befindliche Moleküle eingepasst. Schlußendlich wird eine dreidimensionale 

Struktur des kristallisierten Proteins erhalten (unten links, Beispiel: HIV-1 Protease). 
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beschrieben wird. Damit die Kristallisation der HIV-1 Protease im Komplex mit einem 

Liganden gelingt, muss dieser einige Voraussetzungen erfüllen, wie zum Beispiel eine 

hinreichende Affinität zum Protein, eine ausreichende Löslichkeit und eine Möglichkeit 

zur Wechselwirkung mit der Flap-Region.  

Die Transglutaminase 2 und der Faktor XIII haben bisher nur selten Verwendung als 

Zielproteine für das strukturbasierte Wirkstoffdesign gefunden. Beide Proteine bestehen 

aus mehreren Domänen, die ihre relative Lage zueinander verändern müssen, um ein 

Substrat oder einen Inhibitor zu binden. Um Informationen über die Bindetasche der 

Proteine in der so genannten aktiven Konformation zu erhalten, müssen diese im Kom-

plex mit einem Inhibitor kristallisiert werden. Die Kristallisation der Proteine in dieser 

Konformation stellt eine große Herausforderung dar, vermutlich muss der Inhibitor ei-

nen hohen stabilisierenden Effekt aufweisen. Im Falle der Transglutaminase 2 scheiter-

ten daran bereits verschiedene Forschergruppen [5], bis im Jahr 2007 schließlich die 

erste Kristallstruktur eines Komplexes veröffentlicht wurde [6]. Der Faktor XIII konnte 

bisher nicht im Komplex mit einem Inhibitor in der aktiven Konformation kristallisiert 

werden, so dass keine experimentellen Daten über die Ausgestaltung der Bindetasche 

vorliegen. 

Ziel dieser Arbeit sollte es sein, die beschriebenen Proteine im Komplex mit ihren je-

weiligen Liganden zu kristallisieren und deren Bindungsmodus mittels Röntgenkristal-

lographie zu bestimmen. Die in den Kristallstrukturen der Komplexe beobachteten 

Wechselwirkungen zwischen den Proteinen und den Liganden sollten helfen, neue Mo-

leküle mit optimierten Bindungseigenschaften zu entwickeln und damit einen Beitrag 

zur Entwicklung neuer Arzneistoffe zu leisten. 

So unterschiedlich wie der Charakter der Zielproteine sind auch die Indikationen, bei 

denen die in dieser Arbeit vorgestellten Inhibitoren als potentielle Arzneistoffe einge-

setzt werden können.  Inhibitoren der HIV-1 Protease werden weltweit zur Therapie von 

HIV-infizierten Menschen eingesetzt und helfen, die Zeit bis zum Ausbruch der Im-

munschwäche-Krankheit AIDS zu verlängern sowie deren Symptomatik zu lindern. 

Patienten, die an Zöliakie erkrankt sind und keine Nahrungsmittel mit Gluten zu sich 

nehmen können, hilft heutzutage nur eine strikte Diät. Ein Medikament mit einem Inhi-

bitor der Transglutaminase 2 als Wirkstoff könnte ihnen zumindest zeitweise eine nor-

male Ernährung ermöglichen und damit ihre Lebensqualität signifikant erhöhen. Der 

Blutgerinnungsfaktor XIII wird im Rahmen der antikoagulativen Therapie von den zur 
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Zeit zugelassenen Arzneistoffen bisher nicht adressiert. Inhibitoren des Proteins stellen 

eine neue Option in der Therapie von Herz-Kreislauf-Erkrankungen dar.         
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2 HIV-1 Protease 

2.1 Einleitung  

Die ersten Fälle der erworbenen Immunschwäche-Krankheit AIDS wurden im Jahr 

1981 beschrieben. In einer Gruppe homosexueller Männer in den USA wurde eine er-

höhte Inzidenz schwerer opportunistischer Infektionen, unter anderem dem Kaposi-

Sarkom, beobachtet. Im Jahr 1983 konnte dann erstmals aus dem Lymphknoten eines an 

AIDS Erkrankten ein bis dahin unbekannter Retrovirus isoliert werden. Dieser wurde 

als Erreger von AIDS identifiziert und bekam später den Namen humanes Immundefi-

zienz-Virus (HIV). [7, 8]  

In den vergangenen drei Jahrzehnten hat sich AIDS zu einer weltweiten Pandemie ent-

wickelt. Nach Schätzungen von UNAIDS lebten im Jahr 2009 33,3 Millionen Menschen 

weltweit mit HIV, 2,6 Millionen Menschen infizierten sich in diesem Jahr neu mit dem 

Virus. Insbesondere betroffen sind dabei, wie Abbildung 2 zeigt, die Menschen im sub-

saharischen Afrika. [9] 

Zahlreiche Medikamente, deren Wirkstoffe die verschiedensten Mechanismen nutzen, 

wurden im Kampf gegen AIDS entwickelt. Der Ausbruch der Krankheit kann heute 

verzögert, ihr tödlicher Verlauf aber nicht verhindert werden. Um so mehr wird weiter 

intensiv geforscht, um die Therapie gerade im Hinblick auf die zunehmende Resistenz-

 

Abbildung 2: Geschätzte Anzahl der HIV-Infektionen weltweit im Jahr 2009 [9] 
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bildung des Virus zu verbessern.  Ehrgeizige Ziele, wie eine Impfung gegen HIV oder 

eine vollständige Eliminierung der Viren im Körper, sind jedoch bis heute unerreicht.  

2.1.1 Das humane Immundefizienz-Virus 

Das humane Immundefizienz-Virus ist ein Vertreter der Retroviren und wird der Gat-

tung der Lentiviren zugeordnet. Die genetische Information von Retroviren wie HIV 

liegt charakterischerweise in Form von einzelsträngiger RNA vor, die mittels eines En-

zyms, der Reversen Transkriptase, in doppelsträngige DNA umgeschrieben werden 

kann.  

Zwei verschiedene Typen des HIV sind heute bekannt, die wiederum in zahlreiche Sub-

typen eingeteilt werden: HIV-1 ist weltweit verbreitet und für den Großteil der Infektio-

nen verantwortlich, während HIV-2 hauptsächlich in Westafrika vorkommt. 

Abbildung 3 zeigt den Aufbau eines HIV-Partikels. Das konische Kapsid im Inneren 

des Partikels enthält zwei identische RNA-Moleküle als Virusgenom sowie die drei 

viralen Enzyme Reverse Transkriptase, Protease und Integrase. Die äußere Hüllmemb-

ran ist mit den externen und transmembranen Glycoproteinen gp120 und gp41assoziiert.  

Der erste Schritt in der Replikation des HIV ist die Adsorption der Viruspartikel an hu-

mane Zielzellen, meist  T-Lymphozyten, die einen CD4-Rezeptor auf ihrer Oberfläche 

tragen. Diese werden auch T-Helferzellen genannt und spielen eine wichtige Rolle in 

der Immunabwehr. Der Virus bindet über das externe Glykoprotein gp120 an den CD4-

 

Abbildung 3: Aufbau eines HIV-Partikels 

Äußere Hüllmembran 

gp120 

gp41 

Nukleokapsid 

HIV Protease 

HIV Integrase 

RNA 

HIV Reverse Transkriptase 
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Rezeptor der Wirtszelle, unterstützt wird die Bindung durch verschiedene, als Co-

Rezeptoren fungierende Chemokinrezeptoren. Die Virushülle verschmilzt mit der Cy-

toplasmamembran der Wirtszelle, so dass das Kapsid freigesetzt wird. Im Cytoplasma 

schreibt die Reverse Transkriptase die einzelsträngige virale RNA in doppelsträngige 

DNA um. Diese DNA wird im Zellkern, vermittelt durch die virale Integrase, in das 

Wirtszellgenom eingebaut und fortan transkribiert. Die gebildete mRNA wird ins Cy-

toplasma exportiert und dort translatiert. Regulatorische Proteine, die die Transkription 

im Zellkern verstärken, sowie Vorläuferproteine der viralen Strukturproteine und En-

zyme werden synthetisiert. Diese Vorläuferproteine lagern sich an der Cytoplasma-

membran mit mRNA, die als neues Virusgenom dient, zusammen. Unreife Viruspartikel 

werden freigesetzt. Die Proteasedomänen der Vorläuferproteine können bei dem vorlie-

genden, leicht sauren pH-Wert von 6,0 bis 6,2 dimerisieren und sich autokatalytisch 

abspalten. Die Reifung zu infektiösen Viren erfolgt nun durch die Spaltung der Vorläu-

ferproteine durch die HIV-Protease. [8, 10-13]  

 

Die hohe Variabilität des Genoms von Retroviren wie HIV ist insbesondere auf die Un-

genauigkeit der humanen RNA-Polymerase II zurückzuführen. Diese arbeitet bei der 

Transkription mit einer verhältnismäßig hohe Fehlerrate beim Einbau der Nukleotide in 

 

Abbildung 4: Replikationszyklus des HIV  [11] 
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die mRNA. Auch die Ungenauigkeit der Reversen Transkriptase trägt zur hohen Muta-

tionsrate der Retroviren bei, wenn auch in geringerem Ausmass. [8] 

Charakteristisch für eine Infektion mit Lentiviren ist das relativ langsame Fortschreiten 

der Erkrankung. Die erste Phase verläuft häufig inapparent oder mit grippeähnlichen 

Symptomen, die meist nicht einer Infektion mit HIV zugeordnet werden. Anschließend 

erfolgt ein symptomfreies Latenzstadium, das mehrere Jahre andauern kann. In der drit-

ten Phase der Infektion sinkt die Anzahl von CD4-Helferzellen ab und das Immunsys-

tem ist stark geschwächt. Es treten vermehrt opportunistische Infektionen, Krebserkran-

kungen und neurologische Erkrankungen auf, die schließlich meist zum Tod der Er-

krankten führen. [8, 14, 15] 

2.1.2 Therapie der HIV-Infektion 

Seit der Identifizierung des HIV als Erreger von AIDS sind enorme Anstrengungen zur 

Entwicklung geeigneter Therapieoptionen unternommen worden. Im Jahr 1987 wurde 

in den USA das erste Medikament mit dem Wirkstoff Zidovudin zur Behandlung der 

HIV-Infektion zugelassen. Zidovudin ist ein nukleosidischer Inhibitor der Reversen 

Transkriptase. Weitere Arzneimittel mit dem gleichen Wirkmechanismus kamen in den 

folgenden Jahren auf den Markt. Ein Durchbruch in der Therapie erfolgte nach Zulas-

sung der Proteaseinhibitoren Saquinavir und Indinavir im Jahr 1995 und Nevirapin als 

nicht-nukleosidischer Inhibitor der Reversen Transkriptase im Jahr 1996. Die Kombina-

tion von Arzneimitteln dieser drei Substanzklassen ist bis heute die Basis der so genann-

ten Highly Active Antiretroviral Therapy (HAART). [15, 16] 

Die Therapie der HIV-Infektion bedarf kontinuierlicher Weiterentwicklung, insbesonde-

re aufgrund der hohen Mutationsrate des Virus und darauffolgender Resistenzbildung. 

Kombinationstherapeutika, neue Arzneimittel der beschriebenen Substanzklassen, aber 

auch Medikamente mit neuen Wirkmechanismen sind das Resultat der vergangenen 

Jahre. Der Fusionsinhibitor Enfuvirtide, die Antagonisten des Co-Rezeptors CCR5, Ma-

raviroc und Vicriviroc, und die Inhibitoren der Integrase, Raltegravir und Elvitegravir, 

stellen neue Therapieoptionen dar. In Deutschland sind heute 22 Arzneimittel aus sechs 

verschiedenen Substanzklassen zur Therapie der HIV-Infektion zugelassen.[15-17]    

Die Diagnose und der Beginn der Therapie der HIV-Infektion sollten möglichst frühzei-

tig erfolgen. Die Effizienz der Therapie und damit die Lebensdauer des Erkrankten sind 

umso höher, je früher eine Behandlung der HIV-Infektion erfolgt. Die Lebenserwartung 
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eines an AIDS Erkrankten ist dann im Vergleich zu nicht infizierten Menschen heute 

nur geringfügig reduziert. [14] 

Mit Hilfe der beschriebenen Therapieansätze kann die Viruslast im Körper reduziert 

und der Ausbruch von AIDS verzögert werden. Eine Heilung der HIV-Infektion durch 

vollständiges Entfernen der Viren im Körper ist jedoch heute noch nicht möglich. [18] 

Ein vielversprechender Ansatz  wurde im Jahr 2007 veröffentlicht: Mit Hilfe eines En-

zyms, der Rekombinase Tre, gelang es, das HIV-Genom aus infizierten Wirtszellen dau-

erhaft herauzuschneiden. [19] Bis ein solches Prinzip kurative Anwendung finden kann, 

sind jedoch noch einige Hürden zu überwinden. Auch intensive Bemühungen, einen 

Impfstoff gegen HIV zu entwickeln, sind bisher erfolglos geblieben. Insbesondere die 

Berücksichtigung der hohen genetischen Diversität der Viren stellt dabei eine große 

Herausforderung dar [20-22].  

Von großer Bedeutung ist die Prävention der HIV-Infektion, insbesondere in Entwick-

lungsländern: Die Aufklärung über Übertragungswege und Schutzmöglichkeiten, die 

Verteilung von Kondomen, die medikamentöse Prävention der Übertragung von Mutter 

zu Kind bei der Geburt und das Verteilen von sauberen Nadeln und Spritzen an Drogen-

süchtige sind wichtige Maßnahmen im Kampf gegen AIDS.[23] 

2.1.3 Die HIV-1 Protease 

Die HIV-1 Protease – eine Aspartylprotease 

Die HIV-1 Protease ist ein Enzym aus der Familie der Aspartylproteasen, deren kataly-

tische Funktion durch zwei Aspartate im aktiven Zentrum ausgeübt wird. Aspartylpro-

teasen spielen eine wichtige Rolle in einer Vielzahl von physiologischen und pathophy-

siologischen Prozessen in den verschiedensten Organismen. Strukturelle Unterschiede 

bedingen die jeweilige Substratspezifität und damit die Funktion des jeweiligen En-

zyms. Aspartylproteasen sind auch häufig Zielproteine in einer Arzneimitteltherapie: 

Beispielsweise werden Inhibitoren der humanen Aspartylproteasen Renin und               

� -Sekretase zur Therapie von Bluthochdruck und Morbus Alzheimer eingesetzt. Neben 

dem Menschen nutzen auch Pflanzen, Bakterien, Pilze und Viren wie HIV die proteoly-

tische Funktion der Aspartylproteasen. [24, 25] 
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Die Struktur der HIV-1 Protease 

Die HIV-1 Protease war das erste Protein des HIV, dessen dreidimensionale Struktur 

mittels Röntgenkristallographie bestimmt werden konnte. Im Jahr 1989 wurde die erste 

Kristallstruktur veröffentlicht [26], dies erleichterte fortan die Erforschung der Pa-

thophysiologie des Virus und das Design von Inhibitoren der HIV-1 Protease.  

Die HIV-1 Protease ist ein C2-symmetrisches Homodimer, bestehend aus zwei identi-

schen Proteinuntereinheiten mit jeweils 99 Aminosäuren. Die beiden katalytisch aktiven 

Aspartate, Asp25A und Asp25B, befinden sich am Grund des ausgedehnten aktiven 

Zentrums an der Kontaktfläche der beiden Monomere. Jede Untereinheit steuert eines 

der beiden Aspartate bei, die in einer identischen, für Aspartylproteasen typischen, Tri-

peptidsequenz Asp-Thr-Gly lokalisiert sind. [27, 28] Zwei flexible � -Faltblattregionen, 

die sogenannten Flaps, befinden sich oberhalb des aktiven Zentrums und steuern durch 

Konformationsänderungen den Zugang von Substraten und Inhibitoren zur Bindetasche 

des Proteins. Im nativen Zustand befindet sich die Flap-Region in einer halb geöffneten 

Konformation ("semi-open conformation"). Um ein Molekül in die Bindetasche aufzu-

nehmen, werden die Flaps weiter geöffnet ("open conformation") und anschließend 

durch die Bindung an Substrat oder Inhibitor geschlossen ("closed conformation"). [29]  

Abbildung 5 zeigt die HIV-1 Protease einmal mit einer offenen Flap-Konformation, die 

jedoch durch Kristallkontakte stabilisiert wurde, und im Komplex mit einem Inhibitor 

und somit geschlossener Flap. Die Stabilität der HIV-1 Protease steigt durch die Bin-

dung eines Inhibitors, dessen Einfluss im Bereich der Bindetasche am größten ist, ins-

besondere durch die Stabilisierung der Flap-Region. [30] 

    

Abbildung 5: Kristallstrukturen der HIV-1 Protease mit geöffneter Flap (links, PDB-Code 1HHP [31]) 
und geschlossener Flap, stabilisiert durch einen Inhibitor (rechts, PDB-Code 3CKT [32]). Die Flap-

Region ist jeweils in pink hervorgehoben. 
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Der katalytische Mechanismus der HIV-1 Protease 

Die HIV-1 Protease katalysiert die Hydrolyse von Peptidbindungen; der am häufigsten 

propagierte Mechanismus dafür ist in Abbildung 6 gezeigt. Voraussetzung dafür ist, 

dass eines der katalytischen Aspartate protoniert und das andere nicht protoniert vor-

liegt. Das nicht protonierte, negativ geladene Aspartat polarisiert ein Wassermolekül, 

während das protonierte Aspartat eine Wasserstoffbrückenbindung zur Carbonylgruppe 

des Peptidrückgrats des Substrats eingeht. Das nukleophile Wassermolekül greift die 

polarisierte Carbonylgruppe des Peptids an, ein tetraedrischer Übergangszustand wird 

gebildet. Die Protonierung des Amidstickstoffs des Peptids resultiert schließlich im Zer-

fall des Intermediats zu den Produkten der Hydrolyse. [27] 

Die Bindung der Substrate an die HIV-1 Protease 

Für die Reifung der Viruspartikel katalysiert die HIV-1 Protease die hydrolytische Spal-

tung der viralen Vorläuferproteine an neun nicht homologen Stellen. Dabei wird ein 

Peptidstrang von mindestens acht Aminosäuren des Substrats von der HIV-1 Protease 

gebunden. Im Gegensatz zur internen Symmetrie des Proteins sind die viralen Substrate 

asymmetrisch. [33] Die Nomenklatur der Wechselwirkung zwischen Substrat und Pro-
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Abbildung 6: Katalytischer Mechanismus der Aspartylproteasen [27] 
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tein wurde von Schechter und Berger beschrieben. Die Bindetasche des Proteins wird 

dabei in "subsites", abgekürzt mit S, unterteilt; die korrespondierenden Aminosäuresei-

tenketten des Substrats werden mit P bezeichnet. Die Nummerierung geht von der 

Spaltstelle des Peptids aus. In Richtung des N-Terminus werden die Seitenketten mit 

P1, P2, P3, ... und in Richtung des C-Terminus mit P1', P2', P3', ... bezeichnet. [34] Die 

beiden S1-Taschen weisen eine ausgeprägte Hydrophobizität auf, wie auch die benach-

barten S3-Taschen. Die S2-Taschen sind ebenfalls vornehmlich hydrophob, mit Aus-

nahme der Aminosäuren Asp29 und Asp30. [27] 

 

Eine Kristallstruktur der inaktiven Mutante D25N der HIV-1 Protease im Komplex mit 

einem Dekapeptid zeigt beispielhaft die Bindung eines Substrats zum Enzym in Abbil-

dung 8. Das von einem der natürlichen Substrate abgeleitete Peptid mit der Sequenz 

Lys-Ala-Arg-Val-Leu-Ala-Glu-Ala-Met-Ser ist weder in Bezug auf die Größe der Ami-

nosäuren noch in den elektrostatischen Eigenschaften symmetrisch. Um der Asymmet-

rie des Substrats gerecht zu werden, wird die Symmetrie der HIV-1 Protease durch die 

Bindung aufgehoben, wie auch das Interaktionsmuster zeigt. Die Spaltstelle befindet 

sich zwischen Leucin in Position P1 und Alanin in Position P1'. Die Carbonylgruppe 

des Rückgrats des Leucins geht eine Wasserstoffbrückenbindung zu der Seitenkette der 

Aminosäure Asn25B ein, die eines der katalytischen Aspartate ersetzt. Im Zentrum des 

Komplexes verknüpft ein Wassermolekül die Aminosäuren Ile50A und Ile50B mit den 

Carbonylgruppen des Rückgrats der Aminosäuren in Position P2 und P1', ein Muster, 

welches häufig in Komplexstrukturen der HIV-1 Protease beobachtet werden kann. Das 

Substrat bildet zahlreiche Wasserstoffbrückenbindungen zum Protein aus, wie Abbil-

dung 8 zeigt. Diese sind vorwiegend direkter Art, werden aber auch durch Wassermole-
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Abbildung 7: Nomenklatur der Seitenketten eines Substrats und der               
entsprechenden Bindetaschen des Proteins [34] 
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küle vermittelt. Ein Großteil der Wasserstoffbrückenbindungen wird dabei vom Rück-

grat des Substrats aus geknüpft und trägt somit nicht zur Spezifität bei. Die einzige di-

rekte Interaktion zwischen einer Seitenkette des Substrats zum Protein wird von einem 

Glutamat in P2'-Position gebildet und leistet somit alleinig einen Beitrag zur Spezifität 

der Substraterkennung. Daraus lässt sich schließen, dass die Komplementarität in der 

Ausformung von Substrat und Bindetasche eine wichtige Rolle in der Substraterken-

nung spielt. [33]  

Inhibitoren der HIV-1 Protease 

Die Kenntnis der dreidimensionalen Struktur der HIV-1 Protease machte das gezielte 

Design von Inhibitoren des Proteins möglich. Im Jahr 1995 wurde der Wirkstoff Saqui-

navir als erster Inhibitor der HIV-1 Protease zugelassen. Heute sind neun verschiedene 

Proteaseinhibitoren zur Therapie der HIV-Infektion verfügbar. Der Wirkstoff Ritonavir 

wird meist in Kombination mit anderen Proteaseinhibitoren verschrieben, da er durch 

die Inhibition des Cytochrom-P450-Enzyms CYP3A4 deren Abbau zu unwirksamen 

Metaboliten verlangsamt.  

 

Abbildung 8: Kristallstruktur der HIV-1 Protease Mutante D25N im Komplex mit einem Substrat    
(PDB-Code 1F7A [33]). Das Substrat ist in türkis, die HIV-1 Protease in beige und mögliche                      

Wasserstoffbrückenbindungen sind durch gestrichelte Linien in blau dargestellt. 
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Alle Arzneistoffe, mit Ausnahme von Tipranavir, sind peptidomimetische Inhibitoren 

mit einer Hydroxylfunktion, die ein Netzwerk von Wasserstoffbrückenbindungen mit 

den katalytischen Aspartaten bildet. Tipranavir besitzt einen Hydroxypyron-Ring als 

zentrales Gerüst und interagiert über die Hydroxygruppe mit dem katalytischen Zent-

rum. Der nicht-peptidomimetische Inhibitor Tipranavir ist im Vergleich zu den anderen 

Proteaseinhibitoren weniger affin. [35] 

Die Entwicklung der Inhibitoren orientierte sich zu Beginn an den Sequenzen der natür-

lichen Substrate des Proteins und an der Entdeckung, dass der Pepsin-Inhibitor Pepsta-

tin A ebenfalls die HIV-1 Protease inhibiert. Kristallographische und NMR-basierte 

Strukturaufklärung von Komplexen der HIV-1 Protease mit Inhibitoren stellte damals 

wie heute einen wichtigen Bestandteil im Designprozess dar und machte es möglich, die 

initialen Leitstrukturen zu hochaffinen Inhibitoren weiterzuentwickeln. [36, 37] Nach-

folgend werden die Strukturen der HIV-1 Protease im Komplex mit den Inhibitoren 

Saquinavir und Tipranavir im Detail beschrieben. Die Entwicklung von Inhibitoren der   

HIV-1 Protease soll anhand dieser Meilensteine beispielhaft vorgestellt werden. 

Der Ausgangspunkt in der Entwicklung des Inhibitors Saquinavir war die Beobachtung, 

dass die Spaltung der Substrate der HIV-1 Protease häufig zwischen den Aminosäuren 

Phenylalanin und Prolin erfolgt. Eine sekundäre Hydroxylfunktion im Inhibitor zwi-

schen den beiden Aminosäuren imitiert hier den Übergangszustand, der bei der Sub-

stratspaltung auftritt. Prolin wurde durch einen Dekahydroisochinolin-Ring ersetzt, um 

die Bindungsaffinität zu steigern. Dieser adressiert die S1'-Tasche des Proteins. In der 

S1-Tasche werden ebenfalls hydrophobe Wechselwirkungen zu dem Phenylalaninrest 

und einem Quinolinring ausgebildet, letzterer reicht bis in die S3-Tasche hinein. Trotz 

des hydrophoben Charakters der S2-Taschen besitzt Saquinavir wie auch viele andere 

Inhibitoren der HIV-1 Protease in Position P2 einen hydrophilen Substituenten. Der 

O O

OH

HN
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O
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FF  
Tipranavir 

               Abbildung 9: Übersicht über die zugelassenen Inhibitoren der HIV-1 Protease 
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Asparaginrest des Inhibitors adressiert die S2-Tasche und geht Wasserstoffbrückenbin-

dungen zu den Aminosäuren Asp29A und Asp30A ein. Ein Wassermolekül vermittelt 

die Interaktionen zweier Carbonylgruppen des Inhibitors mit der Flap-Region, wie 

schon im vorher beschriebenen Komplex der HIV-1 Protease mit einem Substrat ver-

gleichbar beobachtet werden konnte. [36-39] 

Der Inhibitor Tipranavir wurde ausgehend vom Arzneistoff Phenprocoumon entwickelt, 

der in einem Hochdurchsatzscreening eine Aktivität gegenüber der HIV-1 Protease 

zeigte. Durch Optimierung der Seitenketten  konnte die Affinität der Ausgangssubstanz 

erhöht werden. Der Grundbaustein, ein Hydroxypyron-Ring, bindet über eine Hydro-

xygruppe an die katalytischen Aspartate. Die Carbonylfunktion interagiert hier direkt 

mit den Amidstickstoffen des Rückgrats der Aminosäuren Ile50A und Ile50B und ver-

drängt somit das in dieser Position häufig beobachtetete Wassermolekül. Die S1- und 

S2-Tasche werden von hydrophoben Substituenten des Hydroxypyronrings adressiert. 

Eine Ethylgruppe interagiert mit den Aminosäuren der S1'-Tasche, während in der S2'-

Tasche sowohl hydrophobe Interaktionen wie auch Wasserstoffbrückenbindungen von 

der Sulfonamidgruppe zu den Aminosäuren Asp29A und Asp30A ausgebildet werden. 

Eine Trifluormethylgruppe ragt bis in die S3'-Tasche hinein. [40] 
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Abbildung 10: Bindungsmodus des Inhibitors Saquinavir           
(PDB-Code 1HXB [39]). Der Inhibitor ist in türkis, die HIV-1 
Protease in beige und mögliche Wasserstoffbrückenbindungen 
sind durch gestrichelte Linien in blau dargestellt. 

 

Abbildung 11: Besetzung der Subtaschen der HIV-1 Protea-
se durch den Inhibitor Saquinavir (PDB-Code 1HXB [39]). 
Der Inhibitor ist in türkis und die HIV-1 Protease in beige 
dargestellt. 
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Abbildung 12: Bindungsmodus des Inhibitors Tipranavir (PDB-Code 
1D4S [40]). Der Inhibitor ist in grün, die HIV-1 Protease in beige und 
mögliche Wasserstoffbrückenbindungen sind durch gestrichelte Li-
nien in blau dargestellt. 

 

Abbildung 13: Besetzung der Subtaschen der HIV-1 Protease 
durch den Inhibitor Tipranavir (PDB-Code 1D4S [40]). Der 
Inhibitor ist in grün, die HIV-1 Protease in beige dargestellt. 
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Resistenzentwicklung 

Durch die hohe Replikationsrate des Virus und der Ungenauigkeit der humanen RNA-

Polymerase II sowie der viralen Reversen Transkriptase kommt es zur Entwicklung 

vieler verschiedener genetischer Varianten des Virus. Die Selektion von resistenten 

Mutanten führt zur Verringerung der Wirksamkeit der eingesetzten Arzneistoffe. [8, 41]  

Die Entwicklung einer Resistenz gegenüber Proteaseinhibitoren verläuft schrittweise. 

Gewöhnlich findet zunächst eine primäre Substitution in der Bindetasche der HIV-1 

Protease statt, so dass deren Ausformung verändert wird. [35] Die peptidischen Substra-

te des Enzyms weisen eine vergleichbar hohe Flexibilität auf und können sich besser an 

solche Konformationsänderungen durch Mutationen in der Bindetasche anpassen. Inhi-

bitoren mit geringerer Flexibilität, die wiederum ihre hohe Spezifität bedingt, können 

jedoch schon durch geringe Veränderungen in der Bindetasche einen starken Affinitäts-

verlust erleiden. [42] Später kommen häufig sekundäre Mutationen und auch Insertio-

nen von bis zu sechs Aminosäuren hinzu, die die Resistenz gegenüber den Proteaseinhi-

bitoren weiter verstärken, die Replikation jedoch positiv beeinflussen. Auch in den Sub-

straten der HIV-1 Protease, den viralen Vorläuferproteinen, wurden Mutationen beo-

bachtet, vermutlich zur Adaption an die veränderte Bindetasche. [35] 

Mittlerweile sind Resistenzen gegenüber allen zur Zeit zugelassenen Wirkstoffen aufge-

treten. Die Entwicklung neuer Proteaseinhibitoren unter Berücksichtigung der aufgetre-

tenen Mutationen und die Adressierung neuer Zielstrukturen wie der Flap-Regionen und 

der Dimer-Kontaktfläche sind somit von großer Bedeutung für die Therapie in den 

nächsten Jahrzehnten. Die Strategie einer Verhinderung der Dimerisierung durch Inter-

aktion von Inhibitoren mit der Kontaktfläche scheint sehr vielversprechend. [25] Detail-

lierte Studien über den energetischen Beitrag der einzelnen Aminosäuren der Kontakt-

fläche zur Dimerisierung können das Design von Inhibitoren ermöglichen, die an den 

identifizierten Hot Spots angreifen. [43]  

Eine Mutante der HIV-1 Protease mit erhöhter Stabilität gegenüber Autoproteolyse 

Die HIV-1 Protease ist  - als eher unspezische Protease – gut bekannt dafür, sich au-

toproteolytisch zu spalten. Dies ist ein häufiges Problem bei experimentellen Arbeiten 

mit dem Protein, da die Konzentration an aktiv vorliegender HIV-1 Protease in Lösun-

gen über die Zeit duch die autoproteolytische Spaltung abnimmt. Auch im Rahmen die-

ser Arbeit trat die Schwierigkeit auf, ausreichend Proteinmaterial durch die Expression 

in E. coli und die anschließende Aufreinigung zu gewinnen. 
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Die Spaltstellen im Protein, an denen die HIV-1 Protease die Autoproteolyse katalysiert, 

konnten durch die Analyse der Sequenzen der verdauten Proteinbestandteile identifiziert 

werden. Die primäre Spaltstelle, an der die erste Spaltung erfolgt, befindet sich zwi-

schen den Aminosäuren Leu5 und Trp6 auf einer Schleife, die im dimerisierten Protein 

intermolekulare Interaktionen zu einer a-Helix des anderen Monomers eingeht. Es ist 

unklar, ob diese Stelle im korrekt gefalteten Protein für ein anderes Proteasemolekül 

zugänglich ist. Im monomeren Zustand sind die beschriebenen Interaktionen jedoch 

nicht vorhanden und die Schleife ist zugänglich für die Proteolyse. Zwei sekundäre 

Spaltstellen, an denen es erst im Anschluss an die primäre zu einer sekundären autopro-

teolytischen Spaltung kommt, befinden sich zwischen den Aminosäuren Leu33 und 

Glu34 sowie Leu63 und Ile64. Diese sekundären Spaltstellen befinden sich auf � -

Strängen, die zahlreiche Interaktionen zu weiteren, benachbarten � -Strängen eingehen. 

Im korrekt gefalteten Protein sind diese Stellen nicht zugänglich, so dass eine zumindest 

teilweise Entfaltung der Struktur für die Autoproteolyse erforderlich ist. Die physiologi-

sche Bedeutung der Autoproteolyse mag eine Inaktivierung nach erfolgter Maturation 

des Viruspartikels sein, um weitere, ungewollte proteolytische Spaltungen zu verhin-

dern. 

Um die Stabilität der HIV-1 Protease durch Reduzierung der Autoproteolyse zu erhö-

hen, wurde das Protein an den Spaltstellen verschiedenen Mutationen unterzogen. Eine 

Untersuchung der natürlichen Substrate der HIV-1 Protease ergab, dass in Position P1 

 

Abbildung 14: Primäre Spaltstelle (blau) und sekundäre Spaltstellen (pink)                 
der Autoproteolyse der HIV-1 Protease 
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weder Isoleucin noch Valin und in den Positionen P2 bis P2' niemals Lysin vorhanden 

ist. Verschiedene Mutanten wurden hergestellt, in denen die erwähnten Aminosäuren in 

ihrer jeweiligen Position an den Spaltstellen eingeführt wurden, und auf ihre Resistenz 

gegenüber der Autoproteolyse untersucht. Die Mutante Q7K L33I L63I erwies sich da-

bei als die Mutante mit der höchsten Stabilität gegenüber der Autoproteolyse, die vor 

allem gegenüber dem Wildtyp signifikant erhöht ist. Sie zeigt aber weiterhin vergleich-

bare kinetische Eigenschaften und eine vergleichbare Spezifität wie das Wildtyp-

Protein. [44, 45]  

Im Rahmen dieser Arbeit wurden zahlreiche Versuche durchgeführt, das Wildtyp-

Protein herzustellen. Doch erst nach der Umstellung auf die Verwendung der Mutante 

Q7K L33I L63I liess sich das Protein problemlos aufreinigen und konnte erfolgreich für 

die Kinetik und die Kristallisation eingesetzt werden. Im Text wird jeweils beschrieben, 

ob das Proteinmaterial des Wildtyps oder der Mutante eingesetzt wurde. 

Die HIV-1 Protease als Zielstruktur im Wirkstoffdesign  

Viruspartikel, die eine katalytisch inaktive Form der HIV-1 Protease enthalten, sind 

nicht in der Lage, Wirtszellen zu infizieren. Diese Beobachtung macht die HIV-1 Pro-

tease als essentielles Protein des Virus zu einem attraktiven Target für das Wirkstoffde-

sign. [46] Auch wenn heutzutage bereits viele Wirkstoffe als Proteaseinhibitoren zur 

Therapie von AIDS und der HIV-Infektion zugelassen sind, ist es insbesondere im Hin-

blick auf die zunehmende Anzahl von Resistenzen wichtig, immer wieder neue Inhibito-

ren zu entwickeln. Die Strukturaufklärung von Komplexen der HIV-1 Protease durch 

Röntgenkristallographie und NMR war und ist eine wichtige Methode für das Design 

neuer Wirkstoffe. Auch das Wissen über Inhibitoren anderer Aspartylproteasen konnte 

immer wieder für die Entwicklung neuer HIV-1 Protease - Inhibitoren genutzt werden. 

So wurden sekundäre Amine als die die katalytischen Aspartate adressierende Funktion 

initial in Renininhibitoren mit einem Piperidin-Grundgerüst beschrieben. [47-49] Als 

Grundstruktur von sekundären Aminen als Inhibitoren der HIV-1 Protease wurden in 

vorangegangenen Studien zunächst fünfgliedrige Pyrrolidinringe und offenkettige Ami-

ne beschrieben. [50] Diese werden auch in dieser Arbeit in Kristallstrukturen im Kom-

plex mit der HIV-1 Protease gezeigt. Eine Weiterentwicklung stellen die bizyklischen 

Pyrrolidininhibitoren dar, die auch als Grundlage für ein fragment-basiertes Design die-

nen konnten. Verschiedene Moleküle mit einem Piperidin-Grundgerüst und drei Fulle-

ren-Derivate konnten ebenfalls als Inhibitoren der HIV-1 Protease identifiziert werden. 
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2.2 Material und Methoden 

2.2.1 Verwendete Materialien 

Die in dieser Arbeit verwendeten Chemikalien wurden, wenn nicht anders angegeben, 

von den Firmen Roth, Sigma-Aldrich, Fluka und Merck erworben. Die Expressi-

onsplasmide pET-11a und pET-24a(+), die originalen Zellen des kompetenten E. coli-

Stamms BL21(DE3) und das Enzym Benzonase® Nuclease wurden von der Firma No-

vagen hergestellt. Das Expressionsplasmid pET-24a(+) mit der Sequenz für die Mutante 

Q7K L33I L63I wurde von Herrn Prof. Ernesto Freire, Universität Baltimore, USA, zur 

Verfügung gestellt. Das Säulenmaterial Sulfopropyl-(SP-)Sepharose wurde von GE 

Healthcare erworben. Das Substrat für den Enyzmassay wurde bei der Firma Bachem 

bestellt (Nr. H-2992).  

Ein Großteil der für den Enzymassay und die Co-Kristallisation verwendeten HIV-1 

Protease Inhibitoren wurden von Nina Klee, Kerstin Linde und Stefanie Dörr aus der 

Arbeitsgruppe von Frau Prof. Diederich am Institut für Pharmazeutische Chemie an der 

Philipps-Universität Marburg synthetisiert. Die Fulleren-Inhibitoren wurden von Frau 

Dr. Tatiana Da Ros, Universität Trieste, Italien, zur Verfügung gestellt. 

2.2.2 Verwendete Medien und Puffer 

Im folgenden werden die für diese Arbeit verwendeten Medien und Puffer beschrieben. 

Als Lösungsmittel wurde, sofern nicht anders beschrieben, mittels Ionenaustausch de-

mineralisiertes Wasser verwendet. 

Medien 

Die zur Kultivierung von E. coli verwendeten Medien setzten sich wie in Tabelle 1 be-

schrieben zusammen. Vor ihrer Verwendung wurden die Medien in einem Autoklaven 

der Firma Fedegari Autoclavi sterilisiert. Zur selektiven Kultivierung der gewünschten 

E. coli-Zellen wurde den Medien je nach Art des verwendeten Expressionsplasmids ein 

entsprechendes Antibiotikum hinzugefügt. Das Plasmid pET-11a trägt ein Gen zur Aus-

bildung einer Ampicillinresistenz; zur Selektion mit diesem Plasmid transformierter 

Zellen wurde den Medien Ampicillin zu einer finalen Konzentration von 100 � g/ml 
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hinzugefügt. Im Fall einer Verwendung von pET-24a(+), welches eine Kanamycinre-

sistenz ausbildet, wurde Kanamycin zu einer Endkonzentration von 30 � g/ml hinzuge-

fügt. 

Bezeichnung Zusammensetzung 
LB-Medium 1% (w/v) Pepton aus Casein  

1% (w/v) Natriumchlorid  
0,5% (w/v) Hefe-Extrakt  

LB-Agar 1% (w/v) Pepton aus Casein  
1% (w/v) Natriumchlorid  
0,5% (w/v) Hefe-Extrakt  
1,5% (w/v) Agar-Agar  

TYM-Medium 2% (w/v) Pepton aus Casein 
100 mM Natriumchlorid 
0,5% Hefeextrakt (w/v) 
10 mM Magnesiumchlorid 

Tabelle 1: Zusammensetzung der Medien 

Puffer und Lösungen 

Die Zusammensetzung der Puffer und Lösungen, die für die Herstellung des Proteins, 

den Enzymassay und die Kristallisation verwendet wurden, wird in Tabelle 2 beschrie-

ben. Die DTT enthaltenden Puffer wurden erst am Tag des Gebrauchs hergestellt und 

vor ihrer Verwendung bei 8°C gelagert. Die Säulenpuffer wurden vor Gebrauch mit 

einem Filter mit einem Ausschlussvolumen von 0,22 � m steril filtriert. 

Bezeichnung Zusammensetzung 
Tfb I-Lösung 2,9% (w/v) Essigsäure 

50 mM Manganchlorid 
100 mM Kaliumchlorid 
10 mM Calciumchlorid 
15% (v/v) Glycerol 
pH 5,8 

Tfb II-Lösung 10 mM Kaliumchlorid 
10 mM NatriumMOPS 
75 mM Calciumchlorid 
15% (v/v) Glycerol 
pH 7,0 

Inclusionbody-Puffer 1 100 mM Tris  
1 mM Titriplex III 
pH 7,0 
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Inclusionbody-Puffer 2 60 mM Titriplex III  
4% (v/v) Triton  
1,5 M Natriumchlorid  
pH 7,0 

Inclusionbody-Puffer 3 100 mM Tris  
20 mM Titriplex III 
pH 7,0 

Solubilisierungspuffer 10 mM Tris 
10 mM Natriumchlorid 
50 mM DTT 
6 M Guanidiniumchlorid 
pH 8,0 

Renaturierungspuffer 1M Harnstoff 
10 mM MES 
10 mM DTT 
pH 6,5  

Säulenpuffer 1 = Niedrigsalzpuffer 50 mM MES 
1 mM Titriplex III 
1 mM DTT 
pH 6,5 

Säulenpuffer 2 = Hochsalzpuffer 50 mM MES 
1 mM Titriplex III 
1 mM DTT 
1 M Natriumchlorid 
pH 6,5 

Assaypuffer 100 mM MES 
300 mM Kaliumchlorid 
5 mM Titriplex III 
pH 5,5 

Kristallisationspuffer (Wildtyp) 50 mM Natriumacetat 
1 mM Titriplex III 
1 mM DTT 
pH 5,8 

Kristallisationspuffer (Mutante Q7K L33I 
L63I) 

1 mM Natriumacetat 
2 mM Natriumchlorid 
pH 5,0 

Tabelle 2: Zusammensetzung der Puffer 

2.2.2 Expression und Aufreinigung der HIV-1 Protease 

Vermehrung von kompetenten  E. coli-Zellen 

In dieser Arbeit wurden kompetente E. coli-Zellen des Stamms BL21(DE3) verwendet. 

Um diese zum weiteren Gebrauch zu vermehren, wurden 50 � l der originalen kompe-

tenten Zellen in 5 ml TYM-Medium überführt und über eine Zeitspanne von 2 h bei 

37°C und 200 rpm im Schüttelinkubator kultiviert. Anschließend wurde der Ansatz zu 
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100 ml LB-Medium hinzugegeben und bei gleichen Parametern weiterhin kultiviert, bis 

eine optische Dichte von mindestens 0,6 erreicht wurde. Die Zellen wurden durch 

Zentrifugation bei 4°C und 2500 rpm für 5 min geerntet und anschließend in 20 ml 

Tfb I-Lösung resuspendiert. Anschließend erfolgte eine Inkubation auf Eis für 1 h. Nach 

erneuter Zentrifugation bei gleichen Parametern wurde das erhaltene Pellet in 4 ml 

Tfb II-Lösung resuspendiert. Beide Lösungen enthalten Calciumchlorid, durch das die 

Zellen ihre Kompetenz zur Aufnahme der Plasmid-DNA erhielten. Der Ansatz wurde à 

50 � l aliquotiert und zunächst über Nacht bei -20°C, ab dem darauf folgenden Tag dann 

bei -80°C gelagert.[51]  

Plasmid-Mini-Präparation 

Zur Gewinnung von Plasmid-DNA aus Glycerol-Stocks wurde eine Plasmid-Mini-

Präparation mit Hilfe des Kits PeqGOLD Plasmid Miniprep Kit II der PEQLAB Bio-

technologie GmbH analog zum Protokoll durchgeführt. Die Zellen wurden zunächst 

alkalisch lysiert. Das Lysat wurde anschließend neutralisiert und die DNA durch Zentri-

fugation von den präzipitierten Zellbestandteilen abgetrennt. Mit dem erhaltenen Über-

stand wurde eine DNA-bindende Säule beladen. Nach mehreren Waschschritten wurde 

die DNA mit demineralisiertem Wasser eluiert. Die Konzentration der erhaltenen Lö-

sung wurde durch Messung der UV-Absorption bei einer Wellenlänge von 260 nm be-

stimmt. Die Plasmid-Lösung wurde anschließend bei -20°C gelagert. 

Transformation 

Als Expressionsvektoren wurden das Plasmid pET-11a mit einer für den HIV-1 Protea-

se-Wildtyp codierenden DNA-Sequenz sowie das Plasmid pET-24a(+)  mit der Sequenz 

für die Mutante Q7K L33I L63I verwendet. Zur Transformation wurden 50 � l kompe-

tente E. coli-Zellen des Stamms BL21(DE3) mit 5� l Plasmid-Lösung versetzt. Durch 

einen kurzen Hitzeschock für 50 s bei 42°C wurde die Durchlässigkeit der Zellmembran 

für die DNA erhöht. Nach Lagerung auf Eis für 10 min wurde 1 ml LB-Medium zu dem 

Ansatz hinzugegeben. Anschließend wurde der Ansatz  für 45 min bei 37°C inkubiert. 

Nach Zentrifugation für 1 min bei 13000 rpm wurden 900 � l des Überstands entfernt. 

Der Rückstand wurde im verbleibenden LB-Medium resuspendiert und auf einer LB-

Agarplatte ausplattiert. Dem LB-Agar wurde zuvor das entsprechende Antibiotikum zur 

Selektion der gewünschten Zellen hinzugefügt. Die Agarplatte wurde nach dem Aus-

plattieren bei 37°C im Brutschrank für ca. 16 h aufbewahrt. Anschließend wurde die 
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Platte bis zu ihrem Gebrauch im Kühlschrank bei 8°C gelagert. Für das Animpfen der 

Vorkultur für die Proteinexpression wurden jeweils frisch transformierte Zellen ver-

wendet. 

Proteinexpression  

Zur Kultivierung der E. coli-Zellen in einer Vorkultur wurde 100 ml LB-Medium mit 

einer einzelnen Kolonie frisch transformierter Zellen angeimpft. Das Zellwachstum in 

der Vorkultur verlief über Nacht für ca. 14 h bei 37°C und 220 rpm im Schüttelinkuba-

tor. Für die Hauptkultur wurden vier mal 1 l LB-Medium mit jeweils 25 ml der Vorkul-

tur versetzt. Die für Vor- und Hauptkultur verwendeten LB-Medien enthielten das je-

weils zur Selektion notwendige Antibiotikum. Das Zellwachstum in der Hauptkultur 

wurde unter den gleichen Bedingungen wie bei der Vorkultur fortgesetzt, bis eine opti-

sche Dichte von 0,8 bis 1 erreicht wurde. Anschließend wurde der Hauptkultur IPTG zu 

einer finalen Konzentration von 1 mM hinzugefügt, um die Überexpression der HIV-1 

Protease zu starten. Nach 2 h wurden dann die Zellen durch Zentrifugation bei 4°C und 

6500 rpm für 15 min geerntet. Die Zellpellets wurden über Nacht bei -80°C gelagert. 

Aufreinigung der Inclusion bodies 

Nach dem Auftauen wurden die Zellen in 80 ml Inclusionbody-Puffer 1 mit einer Pipet-

te resuspendiert. Der Ansatz wurde danach und auch bei den folgenden Arbeitsschritten 

immer auf Eis gelagert. Anschließend wurden 1,5 mg Lysozym pro 1 g Zellen hinzuge-

fügt, um die Bakterienzellwände enzymatisch abzubauen, und der Ansatz für 30 min 

unter gelegentlichem Schwenken inkubiert. Der Ansatz wurde in zwei Teile geteilt und 

die verbliebenen Zellbetandteile im Wechsel jeweils fünf mal für 1,5 min mittels Ultra-

schallwellen aufgeschlossen. Zum Abbau der bakteriellen DNA und zur Reduzierung 

der Viskosität des Zelllysats wurden 12 � l des Enzyms Benzonase® Nuclease 25000 

Units  und 25 mg Magnesiumchlorid zu dem vereinigten Ansatz hinzugegeben und für 

1 h inkubiert. Nach Zugabe von 80 ml Inclusionbody-Puffer 2 wurde der Ansatz für 

30 min geschwenkt, anschließend in zwei Teile geteilt und bei 4°C und 20000 rpm für 

30 min zentrifugiert. Für die weiteren Schritte wurde der erhaltene Rückstand verwen-

det, da die HIV-1 Protease nach Überexpression überwiegend nicht korrekt gefaltet 

werden kann und in unlöslichen Aggregaten, den sog. Inclusion bodies, vorliegt. 

Die erhaltenen Pellets wurden in vier aufeinander folgenden Schritten gewaschen und 

jeweils im Anschluß unter Verwendung der zuvor beschriebenen Parameter zentrifu-
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giert. Im ersten Schritt wurden die Pellets mit jeweils 30 ml einer Mischung aus 50% 

Inclusionbody-Puffer 2 und 50% Inclusionbody-Puffer 3 resuspendiert. Im zweiten 

Schritt wurden gleiche Volumina eines Gemisch aus 25% Inclusionbody-Puffer 2 und 

75% Inclusionbody-Puffer 3 verwendet. Es erwies sich als wichtig, die Puffer vor der 

Zugabe zum Pellet miteinander zu mischen. Im dritten Schritt wurde jedes Pellet in 

30 ml Inclusionbody-Puffer 3 resuspendiert. Nach erneuter Zentrifugation wurden die 

beiden Pellets vereinigt und noch einmal mit 30 ml Inclusionbody-Puffer 3 gewaschen. 

Das nun erhaltene Pellet aus Inclusion bodies wurde in 80 ml Solubilisierungspuffer 

resuspendiert, der hohe Gehalt an Guanidiniumchlorid sollte hierbei zur Entfaltung der 

HIV-1 Protease führen. Der Ansatz wurde bei 5°C im Kühlraum über Nacht langsam 

gerührt. 

Renaturierung des Proteins 

Im Anschluss wurde die Probe bei 4°C und 20000 rpm für 30 min zentrifugiert, um die 

nicht gelösten Bestandteile abzutrennen. Der erhaltene Überstand wurde in vier Teile 

geteilt. Für die weiteren Schritte wurde ein Teil der Probe verwendet, die weiteren drei 

Teile wurden bis zu ihrer Verwendung bei -20°C gelagert. Die Probe wurde mit Hilfe 

einer peristaltischen Pumpe mit einer Flussrate von 0,1 ml/min in 2 l Renaturierungs-

puffer getropft. Dabei mussten entweder Probe und Renaturierungspuffer auf Eis gela-

gert oder der Prozess im Kühlraum bei einer Temperatur von 5°C durchgeführt werden. 

Der Renaturierungspuffer, in den die Probe hineingetropft wurde, wurde währenddessen 

gerührt. Die Entfernung des Denaturierungsmittels von der Proteinoberfläche bei der 

Verdünnung sollte eine korrekte Faltung des Proteins ermöglichen. War die erhaltene 

Probe nicht vollständig klar, wurde sie bei 4°C und 6500 rpm für 1 h zentrifugiert und 

der Rückstand verworfen.  

Säulenchromatographische Aufreinigung 

Anschließend wurde die Probe mittels einer Kationenaustauschchromatographie weiter 

aufgereinigt. Der theoretische isoelektrische Punkt der HIV-1 Protease konnte mit Hilfe 

des Programms protparam [52] zu 8,83 für das Wildtypprotein und zu 9,14 für die Mut-

ante Q7K L33I L63I berechnet werden. Somit lag das Protein bei einem pH-Wert von 

6,5, auf den die Säulenpuffer eingestellt wurden, als Kation vor. Es wurde eine Sul-

fopropyl-Sepharose-Säule mit einem Volumen von 20 ml verwendet. Diese wurde zu 

Beginn mit Säulenpuffer 1 äquilibriert. Die Probe wurde mit Hilfe einer mechanischen 
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Pumpe über Nacht im Kühlraum mit einer Flussrate von 1 bis 2 ml/min aufgetragen. 

Anschließend wurde die Säule an eine FPLC-Anlage mit einem UV-Detektor ange-

schlossen und mit Säulenpuffer 1 gespült, bis die UV-Absorption auf einen konstanten 

Wert gesunken war. Um das Protein zu eluieren, wurde ein linearer Gradient für das 

Konzentrationsverhältnis von Säulenpuffer 1 zu Säulenpuffer 2 verwendet. Innerhalb 

von 70 min wurde dabei die Konzentration von Säulenpuffer 2 von 0% auf 70% erhöht 

und das an die Säule gebundene Protein durch die Erhöhung der Salzkonzentration ver-

drängt. Das Eluat wurde fraktioniert aufgefangen. Die durch UV-Detektion ermittelten, 

das Protein enthaltenden Fraktionen wurden vereinigt und bei -80°C gelagert. 

 

Abbildung 15: Chromatogramm einer Kationenaustauschchromatographie  

Die Identität des Proteins wurde mittels SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese über-

prüft. Abbildung 16 zeigt für die rechte Probe eine deutliche Bande im Bereich der 

Masse der HIV-1 Protease von nahezu 11 kDa. Links ist ein Größenmarker aufgetragen; 

die zwei unteren Banden zu 6,5 kDa und 14 kDa gehen ineinander über. 

 



2 HIV-1 Protease  

 
 

30

Abbildung 16: Gelelektrophoretische Bestimmung der Identität der HIV-1 Protease 

Die Expression und Aufreinigung der HIV-1 Protease wurde in großen Teilen durchge-

führt wie in der Literatur [53] beschrieben, jedoch anhand eigener Erfahrungen variiert 

und optimiert. 

2.2.2 Enzymassay 

Zur Bestimmung der enzymatischen Aktivität der HIV-1 Protease und der Bindungsaf-

finität verschiedener Inhibitoren wurde ein kompetitiver Fluoreszenzassay durchgeführt. 

Dabei katalysierte die HIV-1 Protease die Spaltung des von den Schnittstellen des vira-

len gag-pol-Polyprotein abgeleiteten fluorogenen Substrats Abz-Thr-Ile-Nle-p-nitro-

Phe-Gln-Arg-NH2. Durch die Spaltung zwischen Norleucin und dem Fluoreszenzakzep-

tor para-Nitrophenylalanin wurde die im intakten Substrat vorhandene Fluoreszenzlö-

schung unterbrochen. Die Fluoreszenz des 2-Aminobenzoyl-Fluorophors wurde mit 

Hilfe des Microplate-Readers Safire II der Firma Tecan bei einer Wellenlänge von 

337 nm angeregt. Bei einer Wellenlänge von 410 nm wurde die Fluoreszenzstrahlung 

emittiert und über die Zeit detektiert [54]. 

Experimentelle Durchführung 

Das Substrat wurde zu einer Konzentration von 1 mM in DMSO gelöst. Ein Substrat-

Puffer-Gemisch wurde aus 2% der Substratlösung, 97,09 % Assaypuffer und 0,01% 

Triton X-100 hergestellt, aliquotiert und bis zur Verwendung bei -20°C gelagert. Die 

Inhibitoren wurden je nach Löslichkeit zu 100 mM oder 50 mM in DMSO gelöst und 

ebenfalls bei -20°C aufbewahrt. Bei Verwendung der Inhibitorstammlösung im Assay 

ergab sich eine finale Konzentration von 1 mM oder 500 � M als höchster Wert der Ver-
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dünnungsreihe. Die Inhibitorlösung wurde für die weiteren Lösungen der Verdünnungs-

reihe jeweils im Verhältnis 1:1 mit DMSO verdünnt. Zumeist wurden 16 verschiedene 

Konzentrationen vermessen. Die von der Kationenaustauschersäule eluierte HIV-1 Pro-

tease wurde mit dem Assaypuffer im Verhältnis 1:20 verdünnt. Eine genaue Konzentra-

tionsbestimmung war hier nicht möglich, da das Protein nicht vollständig aktiv zu sein 

schien bzw. in der Lösung ein Gleichgewicht zwischen aktivem Dimer und inaktivem 

Monomer bestand. Mit fortgeschrittener Lagerungsdauer nahm die Aktivität des Prote-

ins weiter ab, so dass mit der Zeit eine geringere Verdünnung mittels Assaypuffer, zum 

Beispiel im Verhältnis 1:10, eingesetzt wurde. 

Für die Messung wurden jeweils 178 � l Substrat-Puffer-Gemisch, 2 � l Inhibitorlösung 

und 20 � l Proteinlösung verwendet. Zunächst wurden Substrat-Puffer-Gemisch und 

Inhibitorlösung in der Assayplatte miteinander vermischt. Die Proteinlösung wurde un-

mittelbar vor der Messung zum Starten der Reaktion hinzugegeben und zwischen den 

einzelnen Messungen auf Eis gelagert. Die emittierte Fluoreszenz wurde pro Ansatz für 

60 Messzeitpunkte in Zeitabschnitten von jeweils 20 s ermittelt. Pro Messreihe wurden 

jeweils 2 Messungen ohne Inhibitorlösung durchgeführt. 

Bei niedrig affinen oder schlecht löslichen Inhibitoren war es auch möglich, ein größe-

res Volumen der Inhibitorlösung zu verwenden. Bis zu einer DMSO-Konzentration von 

maximal 10% konnte kein Einfluss auf die Resultate der Messung festgestellt werden. 

Die in der Dissertation von Jark Böttcher [50] beschriebene Verwendung von BSA als 

Trägerprotein in einer Konzentration von 1 mg/ml in diesem Assay wurde in der vorlie-

genden Arbeit in Frage gestellt und folglich vermieden. Inhibitormoleküle können in 

hohem Maß von BSA gebunden werden und würden dann nicht mehr in freier Form für 

die Inhibition der HIV-1 Protease zur Verfügung stehen. Um aber dennoch eine unspe-

zifische oder vorgetäuschte Inhibition durch Aggregation zu vermeiden, sollte immer 

ein Detergens dem Assay hinzugefügt werden. In dieser Arbeit wurde hauptsächlich 

Triton X-100 in einer Konzentration von 0,01 % eingesetzt, aber auch Tween 20 erwies 

sich als geeignet. Die Verwendung dieser Detergentien in diesem Konzentrationsbereich 

wird in der Literatur zur Verhinderung einer unspezifischen Aggregation empfoh-

len.[55-57] In an diese Arbeit anschließenden Untersuchungen konnte beobachtet wer-

den, dass bei Verwendung von Triton X-100 und Tween 20 in einer höheren als der hier 

verwendeten Konzentration die Inhibition der HIV-1 Protease durch manche Inhibitoren 

signifikant reduziert werden kann. Daraus ist zu schließen, dass detaillierte Studien zur 

Auswahl des am besten geeigneten Detergens und dessen Konzentration erfolgen soll-
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ten, um sicher zu gehen, dass solche Effekte keinen Einfluss auf die Hemmwirkung der 

Inhibitoren nehmen.  Jedoch sollten auch bei Beobachtung einer Enzyminhibition bei 

fehlendem Einsatz eines Detergens die erhaltenen Werte kritisch betrachtet werden, da 

unspezifische Aggregationsphänomene eine Verfälschung der Ergebnisse verursachen 

können. Die detaillierten Erkenntnisse zu den beschriebenen Abhängigkeiten von den 

eingesetzten Detergentien kamen erst in Untersuchungen im Anschluss an diese Disser-

tation zu Tage (Klee, N., Linde, K., persönliche Mitteilung), so dass sie in der vorlie-

genden Arbeit keine weitergehende Berücksichtigung finden können.  

Der Assay wurde für den HIV-1 Protease Wildtyp und die Mutante Q7K L33I L63I 

äquivalent durchgeführt. 

Auswertung 

Die Enzymaktivität bei den verschiedenen Inhibitorkonzentrationen wurde durch Be-

stimmung der Anfangsgeschwindigkeit der Enzymreaktion ermittelt. Dazu wurde eine 

Ausgleichsgerade durch den linearen Bereich der erhaltenen Zeit-Umsatz-Kurve gelegt 

und deren Steigung ermittelt. Durch das Auftragen der Anfangsgeschwindigkeit gegen 

die jeweilige Inhibitorkonzentration liess sich mit Hilfe des Programms GraFit 4.09 [58] 

der IC50-Wert mittels folgender Formel bestimmen: 
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Der IC50-Wert gibt die Inhibitorkonzentration an, bei der 50% der Proteinmoleküle in-

hibitiert vorliegen. Mit Hilfe der Cheng-Prusoff-Gleichung [59] lässt sich aus dem IC50-

Wert unter Einbeziehung der Affinität des Proteins zum Substrat der Ki-Wert berechnen. 
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Bei Verwendung der oben beschriebenen Volumina betrug die Substratkonzentration 

17,8 � M. Der die Affinität zum Substrat beschreibende Km-Wert für den HIV-1 Protea-

se-Wildtyp wurde von Jark Böttcher zu 14,6 � M [60] berechnet. Der Km-Wert für die 

Mutante Q7K L33I L63I wurde in dieser Arbeit nach Lineweaver und Burk zu 8,4 � M 

bestimmt. 

2.2.3 Kristallisation der HIV-1 Protease 

Dialyse des Proteins 

Zur Verwendung für die Kristallisation musste das Protein mittels Dialyse in den Kris-

tallisationspuffer überführt werden. Für den HIV-1 Protease Wildtyp und die Mutante 

Q7K L33I L63I wurden unterschiedliche Kristallisationspuffer verwendet, siehe Tabel-

le 2. Für den Pufferaustausch wurde ein Schlauch aus einer Dialysemembran mit einem 

Ausschlussvolumen von 3500 Da verwendet. Dieser wurde zuvor mit Wasser gespült, 
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Wertes des Inhibitors NK 101 
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um etwaige Verunreinigungen zu entfernen. Anschließend wurde der Schlauch mit der 

Proteinlösung befüllt und diese gegen 2 l Kristallisationspuffer im Kühlraum bei 5°C 

dialysiert. Der Puffer wurde jeweils nach 1 h  und nach 3 h gewechselt und die Dialyse 

anschließend über Nacht fortgesetzt. 

Konzentrierung und Konzentrationsbestimmung 

Nach dem Pufferaustausch wurde das Protein zur Verwendung für die Kristallisation 

auf eine Konzentration von 3 bis 5 mg/ml ankonzentriert. Dabei wurde ein Zentrifugal-

konzentrator mit einem Ausschlussvolumen von 5000 Da verwendet. Etwaige Präzipita-

tionen während der Konzentrierung wurden abzentrifugiert und verworfen. Die Kon-

zentration des Proteins wurde photometrisch durch Messung der UV-Absorption der 

Proteinlösung bei einer Wellenlänge von 280 nm bestimmt.  

Berechnet wurde die Konzentration  nach dem Lambert-Beer-Gesetz [61]: 

dcA ××= e  

A = gemessene Absorption 

c = Konzentration der Proteinlösung [mg/ml] 

�  = spezifischer  Absorptionskoeffizient der HIV-1 Protease (Wildtyp und Mutante Q7K 

L33I L63I) = 1,157 [ml/mg·cm]; berechnet mit dem Programm protparam[52] 

d = Schichtdicke der Küvette [cm] 

Im Anschluss wurde die Proteinlösung bei -80°C gelagert.  

Kristallisation von HIV-1 Protease – Inhibitor – Komplexen  

Zur Kristallisation der HIV-1 Protease im Komplex mit verschiedenen Inhibitoren wur-

de, wie zuvor beschrieben, eine Proteinkonzentration von 3 bis 5 mg/ml eingesetzt. Die 

Proteinlösung wurde zunächst mit dem jeweiligen Inhibitor, der in einer finalen Kon-

zentration von 1 bis 2 mM eingesetzt wurde, für 2 h auf Eis inkubiert. Die Inhibitoren 

wurden in DMSO vorwiegend zu einer Konzentration von 100 mM gelöst. Bei reduzier-

ter Löslichkeit der Inhibitoren wurde eine Lösung mit einer Konzentration von 50 mM 

eingesetzt. Nach der Inkubation wurde der Ansatz für 3 min und 13000 rpm bei 4°C 

zentrifugiert und der Überstand für die Kristallisationsansätze verwendet. Die Kristalli-

sation erfolgte mittels der Methode der Dampfdiffusion am sitzenden Tropfen (Sitting 

Drop). Für den HIV-1 Protease-Wildtyp und die Mutante Q7K L33I L63I wurden un-

terschiedliche Kristallisationslösungen im Reservoir verwendet: 
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Reservoirlösung Wildtyp: 2,5 – 3,5 M Natriumchlorid, 0,1 M Bis-Tris pH 6,5 

Reservoirlösung Mutante Q7K L33I L63I: 0,3 – 1 M Natriumchlorid, 0,1 M Natriumcit-

rat pH 5,5, 0,1 M DTT, 0,003 M Natriumazid 

Es wurde jeweils ein Volumen von 1 ml Reservoirlösung eingesetzt. Ein Tropfen setzte 

sich aus jeweils 1 � l der Protein-Inhibitor-Lösung und 1 � l der Reservoirlösung zusam-

men. Der Ansatz äquilibrierte bei 16 bis 18°C für 24 h. Konnte dann kein Kristall-

wachstum beobachtet werden, wurden mit Hilfe eines Pferdehaares Mikrokristalle in 

den Ansatz eingebracht; diese Methode wird als Streak-Seeding bezeichnet. Die größten 

Kristalle ohne sichtbare Fehler wurden für die Datensammlung ausgewählt.  

Soaking von Fragmenten 

Kristalle des Komplexes der HIV-1 Protease mit dem Inhibitor NK 101 wurden für So-

aking-Experimente mit acht verschiedenen Fragmenten verwendet. Die Fragmente wur-

den in einer Ausgangskonzentration von 1 M in DMSO eingesetzt. Die Kristalle wurden 

in Tropfen mit einem Volumen von 10 � l überführt, die zusätzlich zur Reservoirlösung 

jeweils ein Fragment in einer finalen Konzentration von 10 bis 40 mM enthielten. Das 

Soaking wurde bei der höchstmöglichen Fragmentkonzentration und über eine Zeit-

spanne von 30 bis 90 min durchgeführt, bis die Kristalle sichtbare Schäden, wie z.B. 

Risse, zeigten. 

2.2.4 Röntgenstrukturanalyse und Strukturverfeinerung 

Datensammlung und Prozessierung 

Zur Vorbereitung auf die Datensammlung wurden die Proteinkristalle in eine Lösung 

aus 75% Reservoirlösung und 25 % eines Kryoprotektivums, entweder Glycerol oder 

PEG 400, überführt. Anschließend wurden die Kristalle in flüssigem Stickstoff gefro-

ren. Die Datensammlung erfolgte bei 100 K. Ein Großteil der Datensätze wurde mit 

Hilfe von Synchrotronstrahlung an der Beamline 14.2 des Synchrotron BESSY II, Ber-

lin, und am Synchrotron SLS, Villigen, Schweiz, gesammelt. Einige Messungen erfolg-

ten am inhouse Röntgendiffraktometer mit der Röntgenröhre I� S der Firma Incoatec 

und einem mar345-Detektor. Die gesammelten Daten wurden mit dem Programmpaket 

HKL 2000 [62] prozessiert und skaliert. 
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Strukturbestimmung und Verfeinerung 

Die Phasen wurden mittels der Methode des Molekularen Ersatzes mit Hilfe des Pro-

gramms Phaser [63] bestimmt. Als Modell wurden für Daten in der Raumgruppe P6122 

die Koordinaten der Struktur mit dem PDB-Code 2ZGA [32] und für Daten in der 

Raumgruppe P21212 die Struktur mit dem PDB-Code 2PQZ [64] verwendet. 5 % bis 

maximal 10,9 % der Daten wurden für die Berechnung des freien R-Wertes verwendet, 

mindestens allerdings 500 Reflexe. 

Zu Beginn der Strukturverfeinerung mit dem Programm Phenix [65] wurden ein Rigid  

Body Refinement und eine Optimierung durch Simulated Annealing bei einer Starttem-

peratur von 5000°C durchgeführt. In den weiteren Schritten wurden in jeweils fünf Zyk-

len die individuellen Koordinaten und B-Faktoren und gegebenenfalls die Besetzung bei 

Vorliegen verschiedener Konformationen von Aminosäureseitenketten verfeinert. Zwi-

schen den einzelnen Schritten der Verfeinerung wurden die Koordinaten der Struktur in 

2Fo-Fc- sowie Fo-Fc Elektronendichtekarten mit dem Programm COOT [66] eingepasst. 

Nach der ersten Verfeinerung wurden die mit Hilfe des Programms SYBYL [67] er-

zeugten Koordinaten der an das Protein bindenden Liganden eingebaut. Geometrische 

Restraints für die Verfeinerung der Liganden wurden mit dem Monomer Library Sket-

cher des Programmpakets ccp4 [68] erzeugt und in den weiteren Verfeinerungsschritten 

verwendet. Wassermoleküle wurden sowohl manuell als auch automatisiert während der 

Verfeinerung in die Elektronendichte eingepasst. Eine anisotrope Verfeinerung der B-

Werte wurde bei den Strukturen mit den PDB-Codes 3QN8, 3QP0 und 3QIH durchge-

führt. Ramachandran-Plots wurden mit dem Programm PROCHECK [69] erstellt. 

RMSD-Berechnungen wurden mit dem Programm ProFit [70] durchgeführt, nach dem 

die Strukturen unter Verwendung des im Programm implementierten McLachlan-

Algorithmus' [71] überlagert wurden. Der Matthews-Koeffizient und der Lösungsmit-

telgehalt wurden mit Hilfe des Servers unter www.ruppweb.org/Mattprob berechnet. 

[72] [73] 

Die Wechselwirkungen, die Liganden zum Protein in den Kristallstrukutren der Kom-

plexe eingehen können, wurden mit dem Programm CONTACSYM [74] bestimmt. Die 

in dieser Arbeit gezeigten Abbildungen der Strukturen wurden mit dem Programm Py-

MOL [75] erstellt.  
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2.3 Ergebnisse und Diskussion 

2.3.1 Multiple Bindungmodi Pyrrolidin-basierter Inhibitoren der HIV-1 Protease 

Einleitung 

Im strukturbasierten Wirkstoffdesign werden meist ganze Serien strukturell ähnlicher 

Liganden als Inhibitoren für ein Protein synthetisiert und in einem Assay auf ihre Bin-

dungsaffinität überprüft. Für die Strukturbestimmung von Protein-Ligand-Komplexen 

mittels Röntgenkristallographie werden aber häufig nur ausgewählte Verbindungen ei-

ner Serie verwendet, da der Zeitaufwand relativ hoch ist. Außerdem ist die Hypothese 

weit verbreitet, dass strukturell ähnliche Liganden auch eine ähnliche Bindung zum Pro-

tein eingehen [76]. Dass dies aber nicht immer der Fall sein muss, wurde bereits in der 

Literatur beschrieben [77] und zeigt ebenfalls die nachfolgende Studie mit einer Serie 

symmetrisch-disubstituierter Pyrrolidine als Inhibitoren der HIV-1 Protease. 

Die nachfolgende Abbildung zeigt das Grundgerüst dieser Inhibitorserie. Die Sulfona-

mid-Benzyl-Gruppen des Inhibitor-Grundgerüsts wurden mit Substituenten in para-

Position verschiedener physikalischer Eigenschaften variiert. Anhand der Affinitätswer-

te ist jedoch keine klare Präferenz für einen bestimmten Typ der Substituenten erkenn-

bar. [32] Die Bindungsaffinitäten der Inhibitoren AB 108 und ST 151 sind jedoch deut-

lich höher als die der Inhibitoren ST 152 und ST 154. 
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Abbildung 18: Grundgerüst der       
Inhibitorserie 



2 HIV-1 Protease  

 
 

38

 

Bezeichnung des 
Inhibitors 

R K i [� M] 

AB 108 
O

NH2

 
0,48 

ST 151 Br  0,69 

ST 152 C N  2,3 

ST 154 
O

OH

 
3,3 

Tabelle 3: Ki-Werte der Inhibitorserie [32] 

Der Inhibitor AB 108 (siehe Tabelle 3) wurde im Komplex mit dem HIV-1 Protease – 

Wildtyp kristallisiert. Überraschenderweise wuchsen Kristalle in zwei unterschiedlichen 

Kristallformen bei sehr ähnlichen Kristallisationsbedingungen, die sich nur geringfügig 

in der Konzentration des Präzipitanten Natriumchlorid unterschieden. Bei der Verwen-

dung einer Konzentration von 3,0 M Natriumchlorid kam es zur Ausbildung von nadel-

förmigen Kristallen, die nach der Datensammlung der hexagonalen Raumgruppe P6122 

zugordnet werden konnten. Wurde die Konzentration des Natriumchlorids auf 3,5 M 

erhöht, wuchsen rechteckige Kristalle, korrespondierend mit der orthorhombischen 

Raumgruppe P212121. [32] 

Nachdem von beiden Kristallformen Datensätze gesammelt und die Strukturen verfei-

nert worden waren, wurde festgestellt, dass der Bindungsmodus des Inhibitors in den 

beiden Strukturen unterschiedlich ist. Der asymmetrische Bindungsmodus des Inhibitors 

in der Struktur der orthorhombischen Raumgruppe (PDB-Code 3CKT) gleicht den zu-

vor erhaltenen Strukturen von Komplexen der HIV-1 Protease mit ähnlichen Inhibitoren 

[64]. In der Kristallstruktur der hexagonalen Raumgruppe (PDB-Code 2ZGA) bindet 

der Inhibitor C2-symmetrisch an das Protein. Die Wechselwirkung zwischen dem Pyr-

rolidinring und den katalytischen Aspartaten ist erhalten geblieben, jedoch ist die Beset-

zung der einzelnen Taschen durch die Seitenarme des Inhibitors in den beiden Struktu-

ren genau entgegengesetzt. Dies zeigt die folgende Abbildung, in der die Koordinaten 

der Inhibitoren überlagert wurden. Der in türkis dargestellte Inhibitor zeigt den symmet-

rischen Bindungsmodus in der hexagonalen Raumgruppe, der in orange dargestellte die 

asymmetrische Bindung zum Protein in der orthorhombischen Raumgruppe.  
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Im folgenden Teil werden nun die Ergebnisse der Arbeiten mit weiteren Inhibitoren 

dieser Serie vorgestellt. Neue Kristallisationsansätze wurden durchgeführt, um heraus-

zufinden, welche Komplexe in der jeweiligen Kristallform kristallisieren. Von den er-

haltenen Kristallen wurden, soweit möglich, Datensätze aufgenommen und die Struktur 

der Komplexe bestimmt. 

 

Abbildung 19: Bindungsmodi von AB 108 in der hexagonalen (türkis) und der             
orthorhombischen Raumgruppe (orange) [32] 

S2 S1‘ 
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Ergebnisse 

Co-Kristallisation der Inhibitoren mit der HIV-1 Protease 

Die Inhibitoren ST 151, ST 152 und ST 154 wurden mit der HIV-1 Protease zur Co-

Kristallisation angesetzt. Es konnte jedoch kein spontanes Kristallwachstum beobachtet 

werden. Nach Streak-Seeding mit Mikrokristallen der hexagonalen Raumgruppe wuch-

sen nadelförmige Kristalle in den Ansätzen mit den Inhibitoren ST 151 und ST 152, 

jedoch nicht im Fall von ST 154. Diese Ansätze wurden mit dem HIV-1 Protease Wild-

typ durchgeführt. Im Anschluss daran wurde in Ansätzen der gleichen Inhibitoren mit 

der HIV-1 Protease Mutante Q7K L33I L63I ein Streak-Seeding mit Mikrokristallen der 

orthorhombischen Raumgruppe durchgeführt. Es konnte ein Wachstum plättchenförmi-

ger Kristalle in allen Ansätzen beobachtet werden. Jedoch blieben die Kristalle klein 

und waren miteinander verwachsen. Überwiegend bildeten sie keine schöne Form aus. 

Von den Komplexen der HIV-1 Protease mit ST 151 und  ST152 gelang es nicht, für 

eine Datensammlung ausreichend große und formschöne Kristalle zu gewinnen. Die 

Qualität der Kristalle des Komplexes mit ST 154 war ausreichend, um einen dieser 

Kristalle für eine Datensammlung zu verwenden. 

Datensammlung und Strukturverfeinerung 

Mit Hilfe von Synchrotronstrahlung konnte am Synchrotron SLS ein Datensatz von 

einem Kristall in der hexagonalen Raumgruppe des HIV-1 Protease-Komplexes mit 

ST 151 gesammelt werden. Die kristallographischen Parameter, die die Struktur des 

Komplexes mit ST 151 beschreiben, sind in Tabelle 4 aufgeführt. Den Daten konnte, 

wie bei der Struktur des Komplexes mit dem PDB-Code 2ZGA, durch die Methode des 

Molekularen Ersatzes die Raumgruppe P6122 zugeordnet werden. In dieser Raumgrup-

pe besteht die asymmetrische Einheit aus einem Monomer der HIV-1 Protease. Durch 

eine C2-Symmetrie ergibt sich das funktionale Dimer. Der C2-symmetrische Inhibitor 

bindet somit ebenfalls symmetrisch. Aufgrund programmtechnischer Einschränkungen 

konnte die Struktur jedoch nicht in der Raumgruppe P6122 verfeinert werden. Bei der 

Verwendung des Programms PHENIX [65] war es nicht möglich, geometrische 

Restraints für die Bindungslängen und Bindungswinkel des Liganden, die die Symmet-

rieachse miteinbeziehen, zu erzeugen und zu verwenden. Diese Option beinhaltet zwar 

das Strukturverfeinerungsprogramm SHELXL [78], welches aber bei der vorliegenden 

Auflösung der Struktur von 2.45Å nicht geeignet war. Somit wurde die Struktur in der 
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Raumgruppe P61 verfeinert, in der die asymmetrische Einheit aus einem HIV-1 Protease 

Dimer besteht. Dies verdoppelte die Zahl der zu verfeinernden Parameter. Aufgrund der 

niedrigen Auflösung ist die Gesamtanzahl der Reflexe niedrig und das Parameter-zu-

Beobachtungen-Verhältnis relativ klein. Für die Berechnung des freien R-Faktors konn-

te somit auch nur eine geringe Anzahl von Reflexen verwendet werden, so dass dieser 

verhältnismäßig hoch ausfällt und eine große Abweichung zum R-Faktor aufweist. Die 

Elektronendichte in der Bindetasche definiert insgesamt gut die Struktur des Liganden. 

Jedoch wurden die Bromatome an den Phenylringen vermutlich während der Daten-

sammlung am Synchrotron aufgrund eines signifikanten Strahlenschadens abgespalten, 

da diese durch die Elektronendichtekarte nicht definiert werden. 

Von einem Komplex mit dem Inhibitor ST 152 in der hexagonalen Raumgruppe konn-

ten mit Hilfe von Synchrotronstrahlung an der Beamline 14.2 des Synchrotrons BESSY 

II lediglich Daten bis zu einer Auflösung von 2.85Å gesammelt werden. Es wurden ei-

nige Verfeinerungszyklen durchgeführt. Jedoch definierte die Elektronendichte in der 

Bindetasche nicht ausreichend die Position des Liganden, um diesen in die Struktur ein-

zubauen. Somit wurde diese Struktur nicht weiter verfeinert und soll hier im folgenden 

nicht weiter beschrieben werden. 

Ein weiterer Datensatz wurde von dem Komplex mit ST 154 in der orthorhombischen 

Raumgruppe P21212 an der Beamline 14.2 des Synchrotron BESSY II gesammelt. Die 

kristallographischen Parameter, die die Struktur des Komplexes mit ST 154 beschrei-

ben, sind ebenfalls in Tabelle 4 aufgeführt. Durch Vereisungen am Kristall kam es zum 

Auftreten von Eisringen, die die Auswertung der Reflexe in den betreffenden Auflö-

sungsbereichen störte. Im Bereich von 1.98Å bis 1.87Å ist somit die Vollständigkeit der 

Daten auf 80,0% reduziert. Die R-Faktoren der Verfeinerung sind in dieser Auflösungs-

schale und damit auch in gesamten Struktur daher verhältnismäßig hoch. Die Elektro-

nendichte in der Bindetasche des Proteins definiert den Liganden nicht vollständig, je-

doch soweit, dass der generelle Bindungsmodus erkennbar ist. Die Besetzung des Li-

ganden wurde auf 73% verfeinert. 
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Bezeichnung der Struktur HIV-1 PR – ST 151 HIV-1 PR – ST 154 

Datensammlung und Prozessierung 

Wellenlänge [Å] 1.00 0.91841 

Raumgruppe P61 P21212 

Einheitszellparameter [Å; °]            
a, b = 62.9, c = 82.4;                 

a, �  = 90.0, �  = 120.0  

a = 57.4, b = 85.9, c = 46.5;                         

a, �  , �  = 90.0  

Auflösungsbereich [Å] 30.00-2.45 (2.51-2.45) 50.00-1.63 (1.67-1.63) 

Anzahl einzigartiger Reflexe 6876 (454) 28987 (1936) 

Rsym [%] 10.5 (47.9) 8.0 (46.4) 

Vollständigkeit [%]  99.9 (100.0) 98.5 (99.9) 

Redundanz 6.0 (6.1) 4.4 (4.5) 

I / �  18.8 (3.6) 15.8 (3.0) 

Matthews-Koeffizient [Å3/Da] 2.2 2.7 

Lösungsmittelgehalt [%] 43.5 53.6 

Strukturverfeinerung 

Auflösungsbereich [Å] 29.38-2.45 36.13-1.63 

Anzahl der Reflexe für die Ver-

feinerung 
6106 27558 

Anzahl der Reflexe im Testda-

tensatz 
747 1412 

R-Faktor [%]  18.1 22.1 

Freier R-Faktor [%]  29.2 26.3 

RMSD-Werte 

Bindungslängen [Å]  0.008 0.006 

Bindungswinkel [°] 1.150 1.157 

Durchschnittliche B-Werte 

Protein 32.1 17.2 
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Inhibitor 48.0 25.5 

Wasser 28.8 27.6 

Weitere Liganden 32.6 23.9 

Ramachandran Plot 

Aminosäuren in bevorzugten 

Regionen [%] 
93.0 96.2 

Aminosäuren in zusätzlich er-

laubten Regionen [%] 
7.0 3.8 

Sonstiges 

Anzahl der Aminosäuren 198 198 

Anzahl der Atome des Inhibitors 35 33 

Anzahl der Wassermoleküle 62 226 

Anzahl der Atome weiterer Li-

ganden 
2 3 

Tabelle 4: Kristallographische Tabelle zu den Strukturen HIV-1 PR-ST151 und HIV-1 PR-ST154 

Die oben beschriebenen Einschränkungen in der Qualität der beiden Strukturen reduzie-

ren nicht ihre Aussagekraft in Bezug auf die Bindungsmodi der Inhibitoren. Dennoch 

wurde beschlossen, die Koordinaten der Strukturen nicht in der Proteindatenbank zu 

hinterlegen. 
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Bindungsmodus des Inhibitors ST 151 in der Struktur der hexagonalen Raumgruppe 

Der Inhibitor ST 151 bindet symmetrisch an die HIV-1 Protease, vergleichbar mit dem 

Inhibitor AB 108 in der oben beschriebenen Struktur mit dem PDB-Code 2ZGA. Der 

zentrale Pyrrolidinring bildet ein Wasserstoffbrückennetzwerk zu den katalytischen 

Aspartaten im Abstand von jeweils 2.8Å und 2.9Å aus.  

Abbildung 20: Bindungsmodus des Inhibitors ST 151. Der Inhibitor ist in hellblau, die HIV-1 Protease in 
beige und mögliche Wasserstoffbrückenbindungen sind in blau mittels gestrichelter Linien dargestellt. 

Die Interaktion mit den Aminosäuren Ile50A und Ile50B der Flapregion wird von je-

weils einem Sauerstoff der Sulfonamidgruppe ausgebildet. Die Sulfonamidreste des 

Inhibitors adressieren die S1- und S1'-Tasche des Proteins. Der Bromsubstituent der 

Phenylringe wurde zwar während der Datensammlung abgespalten, jedoch wurde seine 

Position in para-Stellung analytisch mittels NMR-Messungen bestätigt, so dass er für 

die obenstehende Abbildung modellhaft ergänzt wurde. Der Abstand des Bromsubsti-

tuenten zu Arg8A bzw. Arg8B beträgt 2.6Å, so dass jeweils eine Wasserstoffbrücke 

ausgebildet werden kann. Diese ist jedoch mit Brom als Akzeptor wohl eher schwach. 

Der Abstand des Broms zum Stickstoff des Arginins scheint verhältnismäßig klein, eine 

solche Distanz liegt üblicherweise im Bereich 3.1 bis 3.8Å [79]. Die das HIV-1 Protea-

se Dimer stabilisierende ionische Wechselwirkung zwischen Arg8 und Asp29 wird 

durch die Wasserstoffbrücke zum Inhibitor nicht gestört und kann weiterhin ausgebildet 

werden. Die Dimethylallylreste des Inhibitors besetzen die S2- und S2'-Tasche des Pro-

teins, wobei van-der-Waals-Wechselwirkungen zu den Aminosäuren Ala28, Val32, 

Ile47 und Ile50 bestehen. 

 
 

Asp25A Asp25B 

Arg8B Arg8A 

Ile50B 

Ile50A 
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Strahlungsinduzierte Abspaltung des Broms während der Datensammlung 

Die Elektronendichte in der Bindetasche der HIV-1 Protease definiert gut die Struktur 

des Inhibitors ST 151, mit Ausnahme der Bromsubstituenten an den Phenylringen, wie 

die folgende Abbildung zeigt. Die Vollständigkeit des zur Kristallisation eingesetzten 

Inhibitors wurde mittels massenspektrometrischer Untersuchungen der verwendeten 

Lösung bestätigt. 

Somit muss die kovalente Bindung zwischen dem anomalen Streuelement Brom und 

dem Phenylring während der Datensammlung gespalten worden sein. Der Datensatz 

wurde am Synchrotron SLS bei einer Wellenlänge von 1.00Å, die nah an der Absorpti-

onskante der Brom-Kohlenstoff-Bindung von 0.9204Å liegt, gesammelt. Die abgespal-

teten Bromatome verteilten sich vermutlich über den gesamten Kristall, da kein Elekt-

ronendichtemaximum dem Brom zugeordnet werden konnte, weder in der Bindetasche 

noch an einer anderen Position im Protein. 

Ein weiterer Datensatz des gleichen Komplexes wurde am Synchrotron BESSY II bei 

einer Wellenlänge von 0.91841Å gesammelt. Auch hier konnte keine die Bromsubsti-

tuenten definierende Elektronendichte beobachtet werden. Aufgrund des eher geringen 

Streuvermögens der nadelförmigen Kristalle war es nicht möglich, einen Datensatz am 

inhouse-Röntgendiffraktometer bei einer Wellenlänge von 1.5418Å, die stärker von der 

Absorptionskante abweicht, zu sammeln. 

Das Phänomen der strahlungsinduzierten Spaltung einer kovalenten Br-C-Bindung 

wurde bereits in der Literatur beschrieben [80]. Es konnte in weiteren Studien der Ar-

 

Abbildung 21: Fo-Fc-Elektronendichtekarte (grün) für ST 151 (hellblau); 
� -Level: 1.5 
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beitsgruppe ebenfalls beobachtet und seine Abhängigkeit von der verwendeten Strah-

lendosis und der Wellenlänge der Röntgenquelle weiter erforscht werden [79].  

Bindungsmodus des Inhibitors ST 154 in der Struktur der orthorhombischen Raum-
gruppe 

Der Inhibitor ST 154 bindet asymmetrisch an die HIV-1 Protease. Wie schon bei den 

zwei Bindungsmodi des Inhibitors AB 108 in den unterschiedlichen Raumgruppen beo-

bachtet, bleibt die Wechselwirkung des Pyrrolidinrings mit Asp25A (2.9Å/3.0Å) und 

Asp25B (2.9Å/3.2Å) im Vergleich zur Bindung von ST 151 als einziges Motiv erhalten.  

Abbildung 22: Bindungsmodus des Inhibitors ST 154. Der Inhibitor ist in orange, die HIV-1 Protease in 
beige und mögliche Wasserstoffbrückenbindungen sind in blau mittels gestrichelter Linien dargestellt. 

Die Sulfonamidreste des Inhibitors adressieren, vergleichbar mit AB 108 in der or-

thorhombischen Raumgruppe, die S2- und S2'-Tasche der HIV-1 Protease. Dabei kön-

nen die Carboxylgruppen Wasserstoffbrückenbindungen sowohl zur Seitenkette als 

auch zum Proteinrückgrat von Asp30A bzw. Asp30B ausbilden. Nur eine Sulfonamid-

gruppe interagiert hier  über die Sauerstoffe mit den Aminosäuren Ile50A (2.80Å) und 

Ile50B (3.3Å) der Flap-Region. Die andere verbleibt uninvolviert. Die Dimethylallyl-

reste des Inhibitors wurden nicht durch die Elektronendichte der Struktur definiert, wie 

Abbildung 23 zeigt, vermutlich aufgrund ihrer hohen Beweglichkeit.  
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Jedoch konnten die Sulfonamidgruppen eindeutig platziert werden, so dass sich aus  

geometrischen Gründen als Möglichkeit nur ergibt, dass die beiden Dimethylallylreste 

die S1'-Tasche des Proteins besetzen. In Abbildung 23 wird eine mögliche Position der 

Reste gezeigt. Die Dimethylallylreste können in der S1'-Tasche van-der-Waals-

Wechselwirkungen zu den Aminosäuren Gly49A, Pro81B und Ile84B ausbilden. Die 

S1-Tasche der HIV-1 Protease bleibt in dieser Komplexstruktur unbesetzt, im Gegen-

satz zur Struktur des Komplexes mit dem Inhibitor AB108, wie Abbildung 24 noch 

einmal verdeutlichen soll. In orange ist der Inhibitor ST 154 dargestellt, dessen beide 

Dimethylallylreste in die S1'-Tasche des Proteins ragen. Der Inhibitor AB 108, darge-

stellt in grau, besetzt dagegen mit jeweils einem Dimethylallrest die S1- und die S1'-

Tasche. Hierdurch ergibt sich auch eine veränderte Position der betreffenden Sulfona-

midgruppe. 

 

Abbildung 23: Fo-Fc-Elektronendichtekarte (grün) für ST 154 (orange)                                      
� -Level: 1.5 
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Zusammenfassung und Diskussion 

In dieser Studie wurde der Bindungsmodus einer kleinen Serie von Inhibitoren der  

HIV-1 Protease überprüft. Ausgangspunkt waren zwei Komplexstrukturen mit dem In-

hibitor AB 108, der in verschiedenen Raumgruppen einen unterschiedlichen Bindungs-

modus einnahm, bei dem die Besetzung der Taschen des Proteins invertiert durch die 

Seitenketten des Inhibitors vorgenommen wurde. Es gelang, zwei weitere Komplex-

strukturen zu bestimmen. Der Bindungsmodus von ST 151 in der hexagonalen Raum-

gruppe ist vergleichbar zu dem von AB 108. Auch ST 152 kristallisierte mit der HIV-1 

Protease in der der hexagonalen Raumgruppe zugeordneten Kristallform, während in 

Ansätzen mit dem Inhibitor ST 154 kein erfolgreiches Kristallwachstum gelang. Dass 

eine Kristallisation von ST 154 in der hexagonalen Form nicht erfolgte, mag vielleicht 

daran liegen, dass eine Interaktion der Carboxylgruppen mit der Aminosäure Arg8 in 

der S1- und S1'-Tasche die das Dimer stabilisierende ionische Wechselwirkung zu 

Asp29 gestört hätte. Der Einfluss der apolaren Brom- und Cyanosubstituenten von 

ST 151 und ST 152 ist vermutlich vergleichsweise schwach. Alle Inhibitoren kristalli-

sierten mit der HIV-1 Protease in der der orthorhombischen Raumgruppe zugeordneten 

Kristallform, wobei der Inhibitor ST 154 im Komplex mit der HIV-1 Protease die ver-

hältnismäßig stabilsten Kristalle ausbildete. Der Bindungsmodus von ST 154 gleicht 

 

Abbildung 24: Überlagerung der Koordinaten von AB 108 (grau) und ST 154 
(orange). Die Oberfläche der HIV-1 Protease ist in grün dargestellt. 
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weitgehend dem von AB 108 in dieser Raumgruppe, mit Ausnahme der Position der 

Dimethylallylreste. Diese Abweichung könnte zufällig in diesem Kristall vorliegen oder 

aber auch verantwortlich für die geringe Qualität der erhaltenen Kristalle sein. Die be-

vorzugte Co-Kristallisation mit Inhibitoren, die polare Substituenten tragen, lässt sich 

vermutlich über die stabile Wechselwirkung mit Asp30 in der S2- und S2'-Tasche erklä-

ren. Warum die Besetzung der Taschen in den zwei Raumgruppen unterschiedlich er-

folgt, lässt sich nicht abschließend deuten, könnte aber gegebenenfalls auf unterschied-

liche konformative Eigenschaften der individuellen Inhibitoren hindeuten.  

Es verbleibt die Frage, ob die Packung der Moleküle im Kristall den Bindungsmodus 

des Inhibitors beeinflusst oder ob umgekehrt der Inhibitor zunächst in einer bestimmten 

Konformation bindet und sein Einfluss auf das Protein eine bestimmte Kristallform vor-

gibt. Inwieweit die Packung in den unterschiedlichen Raumgruppen mit der Symmetrie 

des Proteins und damit dem Bindungsmodus des Inhibitors zusammenhängt, soll im 

nachfolgenden Kapitel noch eingehender beleuchtet werden. 

Da die beschriebenen Strukturen natürlich immer den Bindungsmodus eines Inhibitors 

in der kristallinen Form des Proteins zeigen, liegt die Frage nach der Konformation in 

der Lösung nahe. Wie könnte man also herausfinden, ob die Inhibitoren, deren Komple-

xe mit der HIV-1 Protease beide Kristallformen ausbilden, also AB 108, ST 151 und 

ST 152, auch in Lösung mehrere verschiedene Bindungsmodi eingehen? Mittels Me-

thoden zur Bestimmung der Bindungsaffinität, zum Beispiel der Isothermen Titrati-

onskalorimetrie oder der Oberflächenplasmonenresonanzspektroskopie, ließe sich ver-

mutlich nur eine Aussage treffen, wenn die Affinität des jeweiligen Inhibitors in den 

verschiedenen Bindungsmodi ausreichend voneinander abweicht. Eine Strukturbestim-

mung mittels NMR-Spektroskopie, die bei einem verhältnismäßig kleinen Protein wie 

der HIV-1 Protease möglich ist, würde dagegen die Konformation der Komplexstruktu-

ren in der Lösung zeigen können.  

Würde sich das Vorliegen mehrerer Bindungsmodi der Inhibitoren in Lösung bestäti-

gen, wäre dies interessant im Hinblick auf den zeitlichen Verlauf der Ausbildung von 

Resistenzen der HIV-1 Protease gegenüber ihren Inhibitoren. Solch "flexible" Inhibito-

ren könnten die Resistenzbildung verlangsamen, da sie in der Lage sind, durch alterna-

tive Bindungsmodi Mutationen des Virus aus dem Weg zu gehen.  

Zusammenfassend lässt sich sagen, dass die Bedeutung der Strukturaufklärung im De-

sign von Wirkstoffen nicht unterschätzt werden sollte. Wie man sehen konnte, lässt sich 

die These, dass ähnliche Liganden auch einen ähnlichen Bindungsmodus zum Protein 
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eingehen, nicht immer halten. Deshalb sollten innerhalb solcher Serien von Liganden 

immer mehrere Komplexe mit dem jeweiligen Zielprotein strukturell aufgeklärt werden.  
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2.3.2 Symmetrieaspekte der Bindung eines Oligoamin-Inhibitors an die HIV-1 
Protease 

Einleitung 

Lineare Oligoamine wurden in vorausgehenden Studien als neue Grundstrukturen für 

das Design von Inhibitoren verschiedener Aspartylproteasen ausgewählt [60]. Ein se-

kundäres Amin sollte die katalytischen Aspartate adressieren, wie schon zuvor bei Pyr-

rolidin-basierten Inhibitoren der HIV-1 Protease [64] und Piperidin-basierten Inhibito-

ren der humanen Aspartylprotease Renin [48] erfolgreich gezeigt werden konnte. Eine 

Serie von Inhibitoren mit variierenden Kettenlängen, verschiedenen, die Flap der Pro-

teasen adressierenden, Akzeptorgruppen und unterschiedlichen Substituenten zur Opti-

mierung der Taschenbesetzung wurde synthetisiert und kinetisch charakterisiert. Zwei 

C2-symmetrische Inhibitoren wurden im Komplex mit dem HIV-1 Protease Wildtyp in 

der orthorhombischen Raumgruppe P21212 kristallisiert. Die Strukturaufklärung ergab 

einen asymmetrischen Bindungsmodus, wie auch im vorhergehenden Kapitel in dieser 

Raumgruppe beobachtet. [60] 

Einer der Inhibitoren, KeLi033, wurde erneut synthetisiert und im Rahmen dieser Arbeit 

noch einmal zur Kristallisation im Komplex mit der HIV-1 Protease verwendet. Der Ki-

Wert dieses Inhibitors wurde zu 0.9 � M bestimmt. [60] Es konnte ein spontanes Wachs-

tum nadelförmiger Kristalle beobachtet werden, die, wie zuvor beschrieben, der hexa-

gonalen Raumgruppe P6122 zuordnet werden konnten. Die Erkenntnisse aus der darauf 

folgenden Strukturaufklärung sollen in diesem Kapitel vorgestellt werden. 
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Abbildung 25: Strukturformel des Inhibitors KeLi 033 
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Ergebnisse 

Co-Kristallisation des Inhibitors mit der HIV-1 Protease 

Der Inhibitor KeLi 033 wurde mit dem HIV-1 Protease Wildtyp zur Kristallisation an-

gesetzt. Spontan wuchsen nadelförmige Kristalle, die ohne Optimierung für eine Daten-

sammlung verwendet werden konnten. 

Datensammlung und Strukturverfeinerung 

Mit Hilfe von Synchrotronstrahlung konnte von einem Komplex der HIV-1 Protease mit 

dem Inhibitor KeLi 033 am Synchrotron SLS ein Datensatz mit einer Auflösung von 

2.07Å gesammelt werden. Nach ihrer Prozessierung konnte den Daten durch die Me-

thode des Molekularen Ersatzes die hexagonale Raumgruppe P6122 zugeordnet werden, 

die auch schon zuvor bei Kristallen dieser Ausformung vorlag. In dieser Raumgruppe 

enthält die asymmetrische Einheit des Kristalls ein Monomer der HIV-1 Protease. Im 

Gegensatz zur Struktur des Komplexes HIV-1 PR-ST 151 war es bei dieser Struktur 

möglich, die Raumgruppe P6122 auch während der Verfeinerung mit dem Programm 

PHENIX zu verwenden. Denn in diesem Fall mussten keine über die Symmetrieachse 

hinausgehenden geometrischen Restraints für Bindungslängen und -winkel des Inhibi-

tors, wie beim Pyrrolidinring von ST 151 erforderlich, verwendet werden. Während der 

Strukturverfeinerung wurde der sekundäre Stickstoff des Inhibitors, wie auch zwei 

Wassermoleküle, auf der Symmetrieachse fixiert. Die Elektronendichte in der Bindeta-

sche der HIV-1 Protease definiert gut die Struktur und Anordnung des Liganden, wie 

Abbildung 26 zeigt. 

 

Abbildung 26: Fo-Fc-Elektronendichtekarte des Inhibitors KeLi 033                                                             
� -Level: 2.0 
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Die weiteren, die Struktur beschreibenden kristallograhischen Parameter sind in Tabel-

le 5 aufgeführt. Die Koordinaten der Struktur wurden in der Proteindatenbank unter 

dem Code 3PSU deponiert. 

 

Bezeichnung der Struktur HIV-1 PR – KeLi033  

Datensammlung und Prozessierung 

Wellenlänge [Å] 1.00 

Raumgruppe P6122 

Einheitszellparameter [Å; °]            
a, b = 62.7, c = 82.4                  

a, �  = 90.0, �  = 120.0  

Auflösungsbereich [Å] 40.00-2.07 (2.13-2.07) 

Anzahl einzigartiger Reflexe 6294 (506) 

Rsym [%] 9.6 (51.4) 

Vollständigkeit [%]  99.8 (99.8) 

Redundanz 8.0 (7.4) 

I / �  22.2 (3.6) 

Matthews-Koeffizient [Å3/Da] 2.2 

Lösungsmittelgehalt [%] 43.2 

Strukturverfeinerung 

Auflösungsbereich [Å] 32.82-2.07 

Anzahl der Reflexe für die Ver-

feinerung 
5701 

Anzahl der Reflexe im Testda-

tensatz 
550 

R-Faktor [%]  18.4 

Freier R-Faktor [%]  24.4 

RMSD-Werte 

Bindungslängen [Å]  0.007 

Bindungswinkel [°] 1.112 
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Durchschnittliche B-Werte 

Protein 28.4 

Inhibitor 30.0 

Wasser 34.6 

Weitere Liganden 32.2 

Ramachandran-Plot 

Aminosäuren in bevorzugten 

Regionen [%] 
94.9 

Aminosäuren in zusätzlich er-

laubten Regionen [%] 
5.1 

Sonstiges 

Anzahl der Aminosäuren 99 

Anzahl der Atome des Inhibitors 18 

Anzahl der Wassermoleküle 69 

Anzahl der Atome weiterer Li-

ganden 
1 

PDB-Code 3PSU 

Tabelle 5: Kristallographische Tabelle zu der Struktur HIV-1 PR-KeLi033 

Bindungsmodus des Inhibitors KeLi 033 in der Struktur der hexagonalen Raumgruppe 
im Vergleich zu der Struktur der orthorhombischen Raumgruppe 

In der hexagonalen Raumgruppe P6122 bindet der symmetrische Inhibitor KeLi 033 C2-

symmetrisch an die HIV-1 Protease. Das sekundäre Amin adressiert die katalytischen 

Aspartate. In der Struktur der orthorhombischen Raumgruppe (PDB-Code 3BGB) bin-

det der Inhibitor asymmetrisch an das Protein. Hier besteht eine Wechselwirkung nur zu 

einem der katalytischen Aspartate, wie Abbildung 28 zeigt. [60] 
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Abbildung 28: Bindungsmodus von KeLi033 in der Struktur der orthorhombischen Raumgruppe [60] 

Die Besetzung der Taschen der HIV-1 Protease erfolgte in beiden Kristallformen gleich, 

im Gegensatz zu dem in Kapitel 2.3.1 beschriebenen Phänomen. Die Isobutylreste ad-

ressieren in beiden Fällen die S1- und S1'-Tasche der HIV-1 Protease. Die p-Amino-

benzylsulfonamidgruppen besetzen die S2- und S2'-Tasche des Proteins, wobei sich das 

Interaktionsmuster in den beiden Strukturen hier unterscheidet. In der Struktur der he-

xagonalen Raumgruppe interagiert die Aminofunktion über ein Wassermolekül mit der 

 

Abbildung 27: Bindungsmodus von KeLi 033 in der Struktur der hexagonalen Raumgruppe 

Asp25 Asp25 
Asp30 Asp30 

 

Ile50 
Ile50 

Asp25A Asp25B 

Asp30B 

Asp30A 

Ile50A 
Ile50B 

2.8Å 

3.5Å 

2.8Å 

2.7Å 

2.8Å 

2.7Å 

2.8Å 

2.4Å 

3.1Å 

3.1Å 

3.2Å 
3.5Å 3.1Å 

3.0Å 

3.0Å 

2.8Å 

2.6Å 



2 HIV-1 Protease  

 
 

56

Seitenkette der Aminosäure Asp30. Diese Interaktion kann man auch in der Struktur der 

orthorhombischen Raumgruppe beobachten, jedoch ist hier zusätzlich die Ausbildung 

einer Wasserstoffbrücke zum Carbonylsauerstoff des Proteinrückgrats von Asp30A und 

Asp30B möglich. In der Struktur der hexagonalen Raumgruppe ist der vergleichbare 

Abstand mit 3.6Å so weit, dass man die Wechselwirkung nicht mehr als Wasserstoff-

brückenbindung beschreiben würde. 

In beiden Strukturen besteht eine Wechselwirkung der Sauerstoffe der Sulfonamidgrup-

pen mit den Aminosäuren der Flap-Region der HIV-1 Protease. In der Struktur der he-

xagonalen Raumgruppe verläuft diese Interaktion symmetrisch über ein Wassermolekül, 

welches sich direkt auf der Symmetrieachse befindet und Wasserstoffbrückenbindungen 

zum Rückgrat der beiden Ile50-Aminosäuren ausbilden kann. In Abbildung 27 sind alle 

dem Abstandslimit entsprechenden Wasserstoffbrückenbindungen gezeigt. In der Struk-

tur der orthorhombischen Raumgruppe gibt es ebenfalls Interaktionen der beiden Sulfo-

namidgruppen, die über ein Wassermolekül vermittelt werden. Diese sind hier jedoch 

asymmetrisch, so dass sich auch das Wassermolekül an einer anderen Position befindet 

als in der zuvor beschriebenen Struktur. Weiterhin befindet sich ein Sauerstoff einer 

Sulfonamidgruppe in Wasserstoffbrückenbindungsdistanz zu Ile50B, so dass hier eine 

zusätzliche direkte Interaktion ausgebildet werden kann.  

Die Unterschiede in der Symmetrie der Interaktionen der Sulfonamidgruppen mit der 

Flap-Region ergeben sich auch durch die unterschiedliche Konformation der Aminosäu-

ren Ile50 und Gly51 in den beiden Strukturen. Abbildung 29 zeigt, dass die Flap-

Aminosäuren in der Struktur der hexagonalen Raumgruppe symmetrisch vorliegen, 

während sie, wie Abbildung 30 zeigt, in der Struktur der orthorhombischen Raumgrup-

pe durch einen Flip des Ile50-Gly51-Dipeptids eine asymmetrische Anordnung einneh-

men.  

 

Abbildung 29: Flap-Aminosäuren in der Struktur der hexagonalen Raumgruppe 
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Gly51 Gly51 
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Abbildung 30: Flap-Aminosäuren in der Struktur der orthorhombischen Raumgruppe 

Zusammenfassung und Diskussion 

Der Inhibitor KeLi 033 mit einem sekundären Amin als Grundstruktur konnte im Kom-

plex mit der HIV-1 Protease in zwei verschiedenen Raumgruppen kristallisiert werden. 

Wie schon vergleichsweise in Kapitel 2.3.1 beschrieben, ist der Bindungsmodus in den 

jeweiligen Strukturen verschieden. Im Unterschied zu dem zuvor beschriebenen Bei-

spiel ergeben sich hier jedoch im Bindungsmodus verhältnismäßig kleine Unterschiede, 

die insbesondere die Symmetrie betreffen. Die Interaktion der Sulfonamidgruppen mit 

den Aminosäuren der Flap-Region und die Wechselwirkung mit den katalytischen 

Aspartaten erfolgen in der Struktur der hexagonalen Raumgruppe symmetrisch, in der 

orthorhombischen Raumgruppe dagegen asymmetrisch. Daraus folgt auch eine unter-

schiedliche Position des zentralen Wassermoleküls, das die Interaktionen mit der Flap 

vermittelt. 

In der Proteindatenbank finden sich Hunderte von Strukturen der HIV-1 Protease, als 

Apoprotein oder im Komplex mit peptidischen und nicht-peptidischen Inhibitoren und 

Substraten. Eine Suche nach diesen Strukturen in der PDB im April 2011 anhand der 

E.C.-Nummer 3.4.23.16, die der HIV-1 Protease zugeordnet wird, ergab nach manueller 

Ergänzung bzw. Entfernung von Strukturen 331 Treffer. Davon konnten allein 227 

Strukturen den orthorhombischen Raumgruppen P21212 und P212121 zugeordnet wer-

den. 76 Strukturen wiesen eine hexagonale Raumgruppe auf, in neun dieser Strukturen 

wurde das Protein als Monomer in der Raumgruppe P6122 verfeinert. In den Strukturen 

des Apoproteins, die sich meist durch die geöffnete Flap von den Komplexstrukturen 

unterscheiden, besteht die asymmetrische Einheit zumeist aus einem Monomer der 

HIV-1 Protease. Ohne Ligand kristallisierte das Protein also zumeist in einer symmetri-

Gly49A Gly49B 

Ile50A Ile50B 

Gly51A Gly51B 
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schen Anordnung der beiden Moleküle des aktiven Dimers [81]. In den Komplexstruk-

turen dagegen weisen die Monomere zumeist eine Abweichung von der Symmetrie zu-

einander auf, vorwiegend sind auch die – symmetrischen oder asymmetrischen - Ligan-

den asymmetrisch gebunden. Dies passt zu der Erkenntnis, dass die HIV-1 Protease, 

obwohl ein symmetrisches Protein, asymmetrische Substrate bevorzugt [82]. Nicht um-

sonst sind wohl auch alle zugelassenen Inhibitoren der HIV-1 Protease asymmetrisch 

bindende Moleküle. Es stellt sich auch die Frage, ob es im Hinblick auf eine Resistenz-

bildung durch Punktmutationen sinnvoller ist, asymmetrische Inhibitoren den symmetri-

schen vorzuziehen. Beim Vorliegen einer Punktmutation, die ja immer beide Moleküle 

des Dimers betrifft, scheint die Wahrscheinlichkeit, dass ein asymmetrischer Inhibitor 

diese Herausforderung kompensieren kann, größer zu sein [83]. 

Die hier beobachtete, eher geringe Abweichung des Bindungsmodus im Zusammenhang 

mit der Symmetrie ist im biologisch relevanten Zustand in der Lösung vermutlich von 

geringerer Bedeutung als die in Kapitel 2.3.1 beschriebene, aber insbesondere von 

kristallographischem Interesse und soll diesbezüglich hier näher diskutiert werden. 

Wie kommt es zu diesem Zusammenhang zwischen Bindungsmodus des Inhibitors, 

Symmetrie und Raumgruppe? Bindet zunächst der Inhibitor auf eine bestimmte Weise 

an das Protein, beeinflusst damit dessen Konformation und daraus folgend die Anord-

nung der Proteinmoleküle im Kristall? Oder nehmen die zuvor inhibierten Proteinmole-

küle in der Lösung eine bestimmte Anordnung zueinander ein und geben so die Kon-

formation des Proteins und damit den Bindungsmodus des Inhibitors vor? 

Wie zuvor beschrieben, ist die Konformation der Flap-Aminosäuren in den beiden 

Strukturen mit unterschiedlicher Raumgruppe verschieden, was im Zusammenhang mit 

der Bindung des Inhibitors an diese steht. Gibt es eine Wechselwirkung zwischen den 

symmetrieäquivalenten Molekülen im Kristall, die den Unterschied in der Konformati-

on bedingt oder erklärt? Die nachfolgenden Abbildungen sollen zunächst einmal die 

Anordnung der einzelnen HIV-1 Protease Moleküle im Kristall zeigen. In der hexagona-

len Raumgruppe interagiert der Flap-Bereich eines HIV-1 Protease Dimers mit der 

Flap-Region der benachbarten Moleküle. Das zentrale HIV-1 Protease Dimer ist in Ab-

bildung 31 in orange dargestellt, die symmetrieäquivalenten Moleküle, die Interaktionen 

mit der Flap eingehen, in dunkelrot. Die Flap-Region jedes Moleküls ist jeweils in gold 

dargestellt. Wie die Abbildung zeigt, ist der Flap-Bereich eines jeden Monomers in ei-

ner Art Sandwich von der jeweils anderen Flap-Region des Dimer bildenden Moleküls 

sowie einer Flap von einem symmetrieäquivalenten Molekül umgeben.  
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Abbildung 31: Packung der Moleküle im Kristall in der hexagonalen Raumgruppe 

In der orthorhombischen Raumgruppe dagegen besteht keine direkte Interaktion der 

Flap-Bereiche der einzelnen Dimermoleküle im Kristallverbund. Abbildung 32 zeigt ein 

zentrales HIV-1 Protease Molekül in türkis, die die Flap umgebenden Moleküle sind in 

blau dargestellt. Die Flap-Bereiche sind wiederum in gold markiert. 

Abbildung 32: Packung der Moleküle im Kristall in der orthorhombischen Raumgruppe 

Durch die unterschiedliche Anordnung der HIV-1 Protease Moleküle im Kristall zuein-

ander unterscheiden sich natürlich auch die Wechselwirkungen, die das Protein zum 

jeweiligen symmetrieäquivalenten Molekül in den beiden Raumgruppen eingeht. Abbil-

dung 33 zeigt die in der hexagonalen Raumgruppe bestehenden hydrophoben Interakti-
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onen zwischen der Aminosäure Phe53 mit eben dieser des Symmetrieäquivalents. Die 

Flap-Aminosäuren 42 bis 58 der beiden Ketten des zu betrachtenden Dimermoleküls 

sind grau dargestellt, die des jeweiligen Symmetrieäquivalents in dunkelrot. Wie die 

Abbildung zeigt, liegt die Aminosäure jeweils in zwei Konformationen vor, die beide zu 

50% verfeinert wurden und die jeweilige Konformation im symmetrieäquivalenten Mo-

lekül bedingen.  

Abbildung 33: Interaktionen der Flap-Region (grau) mit symmetrieäquivalenten Molekülen                                             
in der hexagonalen Raumgruppe (rot) 

In der orthorhombischen Raumgruppe sind die Wechselwirkungen dieser Flap-

Aminosäuren, dargestellt in grau, mit den symmetrieäquivalenten Molekülen, darge-

stellt in blau, ausgeprägter, wie Abbildung 34 zeigt. Die Aminosäure Gln61B eines 

symmetrieäquivalenten Moleküls geht Wasserstoffbrückenbindungen zum Carbonyl-

sauerstoff des Rückgrats von Pro44A sowie zur Seitenkette von Gln58A ein. Pro44A 

bildet weiterhin hydrophobe Interaktionen zu den Aminosäuren Leu63B und Ile72B des 

Symmetrieäquivalents aus. Der Amidstickstoff des Rückgrats der Aminosäure Met46A 

interagiert über ein Wassermolekül mit dem Carbonylsauerstoff des Rückgrats von  

Ala71B im symmetrieäquivalenten Molekül. In dieser Struktur liegt nur eine Konforma-

tion der Aminosäure Phe53A vor, die van der Waals-Wechselwirkungen mit Trp6A und 

Gln92B des Nachbarmoleküls ausbildet. Die Flap-Region der B-Kette des betrachteten 
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Moleküls bildet hydrophobe Interaktionen zwischen Trp42B und Pro44B zu der Ami-

nosäure Trp6B eines weiteren Symmetrieäquivalents aus. Der Carbonylsauerstoff des 

Trp42B geht außerdem eine Wasserstoffbrückenbindung mit der Seitenkette von 

Gln92A dieses symmetrieäquivalenten Moleküls ein.  

Abbildung 34: Interaktionen der Flap-Region (grau) mit symmetrieäquivalenten Molekülen                                                   
in der orthorhombischen Raumgruppe (blau) 

Die beschriebenen Wechselwirkungen, die die Flap-Regionen der HIV-1 Protease in 

den beiden Raumgruppen eingehen, stehen, so weit ersichtlich, nicht im Zusammenhang 

mit den in den Abbildungen 29 und 30 gezeigten, verschiedenen Konformationen des 

Dipeptids Ile50-Gly51. Auch eine Überlagerung der Flap-Regionen der beiden Struktu-

ren ergab keinen Anhaltspunkt, warum die zwischen den Symmetrieäquivalenten aus-

gebildeten Wechselwirkungen nur in der jeweils vorliegenden Konformation möglich 

sein sollten. Eine Berechnung der RMSD-Werte der Strukturen pro Aminosäure sollte 

Aufschluss darüber geben, ob die Abweichung der Positionen der Ca-Atome in der 

Flap-Region im Verhältnis zum verbleibenden Protein größer ist oder nicht. Die nach-

folgenden Diagramme zeigen die RMSD-Werte zwischen der Struktur der hexagonalen 

Raumgruppe und den beiden Ketten der Struktur der orthorhombischen Raumgruppe. 
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Abbildung 35: RMSD-Werte [Å] zwischen der Struktur der hexagonalen Raumgruppe                                 
und der Kette A der Struktur der orthorhombischen Raumgruppe 
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Abbildung 36: RMSD-Werte [Å] zwischen der Struktur der hexagonalen Raumgruppe                                  
und der Kette B der Struktur der orthorhombischen Raumgruppe 

Der Gesamt-RMSD zwischen der Struktur der hexagonalen Raumgruppe und der Kette 

A der Struktur der orthorhombischen Raumgruppe wurde zu 0.92Å berechnet. Im Be-

reich der Flap-Aminosäuren 42 bis 58 beträgt der RMSD 0.97Å. Die Berechnung des 

Vergleiches mit der Kette B der Struktur der orthorhombischen Raumgruppe ergab ei-

nen RMSD von 1.09Å für das gesamte Protein und 1.21Å für die Aminosäuren der 

Flap. Die RMSD-Werte sind jeweils im Bereich der Flap etwas höher als für das gesam-
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te Protein, wie auch in den oben dargestellten Diagrammen zu erkennen ist. Der Flap-

Bereich ist hier jeweils grau hinterlegt.  

Auch wenn die Untersuchung der Wechselwirkungen im Detail keine Interaktion oder 

Konformation als Ursache oder Folge der Symmetrie und der Kristallpackung erkennen 

lässt, ist doch anhand der hier gezeigten Daten deutlich geworden, dass die Flap-

Bereiche der jeweiligen HIV-1 Protease Moleküle diesbezüglich von großer Bedeutung 

sind. Vermutlich gibt es keine gezielte Interaktion, zum Beispiel in Form einer Wasser-

stoffbrückenbindung, zwischen den Symmetrieäquivalenten, die für die Anordnung der 

Moleküle im Kristall verantwortlich ist. Vielmehr ist es der generelle Shape der Mole-

küle, insbesondere in den Flap-Regionen, der sich in den verschiedenen Raumgruppen 

unterscheidet, wie vor allem die Sandwich-Anordnung in der hexagonalen Raumgruppe 

vermuten lässt. Ein ähnliches Phänomen ist in der Literatur über die Substratspezifität 

der HIV-1 Protease beschrieben [84]: Es lässt sich kein generelles Muster in der Anord-

nung der Aminosäuren in den Substratpeptiden beschreiben, die dreidimensionale (a-

symmetrische) Gestalt, die diese ausbilden, scheint entscheidend zu sein.  

Anhand der vorliegenden Daten lässt sich nicht abschließend klären, welcher Zusam-

menhang hinter dem beobacheteten Phänomen der Kristallisation in zwei Raumgruppen 

und der Symmetrie von Protein und Inhibitor steht. Weitere kristallographische Unter-

suchungen von HIV-1 Protease Komplexen mit verschiedenen symmetrischen und nicht 

symmetrischen Inhibitoren können vielleicht eines Tages Licht ins Dunkel bringen. 
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2.3.3 Kationische C60-Fullerene als Inhibitoren der HIV-1 Protease 

Einleitung 

Fullerene sind sphärische Moleküle aus Kohlenstoffatomen. Das Fulleren mit der Sum-

menformel C60, das auch als Buckminsterfulleren bezeichnet wird, wurde erstmals 1985 

chemisch synthetisiert [85], kommt jedoch auch natürlich vor. Seit seiner Entdeckung 

wird die Verwendung des C60-Fullerens in vielen Gebieten der biologischen Chemie 

und der Materialwissenschaften erforscht. Von medizinischem Interesse ist unter ande-

rem die in der Literatur beschriebene Wirksamkeit von C60-Derivaten als Antioxidan-

tien, Neuroprotektiva und Antiapoptotika. Auch die Inhibition verschiedener Enzyme 

durch C60-Fullerene konnte gezeigt werden [86]. Im Jahr 1993 wurde dann die erste 

Studie veröffentlicht, in der C60-Fullerene auch als Inhibitoren der HIV-1 Protease cha-

rakterisiert wurden [87].  

Die Bindetasche der HIV-1 Protease kann als ein an den Enden geöffneter Zylinder be-

trachtet werden, mit vornehmlich hydrophoben Eigenschaften. Eine gewisse Komple-

mentarität zu dem hydrophoben sphärischen C60-Fulleren mit einem van-der-Waals-

Durchmesser von ca. 10Å, ähnlich dem Durchmesser der Bindetasche der HIV-1 Pro-

tease, wurde postuliert. Seitdem wurden zahlreiche C60-Derivate auf ihre Bindungsaffi-

nität zur HIV-1 Protease überprüft und mögliche Bindungsmodi mittels computerche-

mischer Methoden vorgestellt [88-91]. Bisher gelang es jedoch nicht, eine Kristallstruk-

tur der HIV-1 Protease im Komplex mit einem Fulleren-Derivat zu bestimmen. 

In diesem Kapitel sollen drei neue C60-Fulleren-Derivate als Inhibitoren der HIV-1 Pro-

tease vorgestellt werden. Die drei Verbindungen weisen kationische Eigenschaften 

durch zwei positiv geladene Substituenten auf, deren relative Position zueinander als 

trans-2 bezeichnet wird. Positive Ladungen nah am C60-Molekül und diese relative Po-

sition der Substituenten haben sich als vorteilhaft für die Aktivität gegenüber dem HI 

Virus erwiesen [88]. 

Die kationischen Eigenschaften der Verbindungen verbessern außerdem die Löslichkeit 

in polaren Lösungsmitteln, die bei Fullerenen meist ein Problem darstellt. Die Löslich-

keit der Inhibitoren ist ein wichtiger Aspekt bei der Co-Kristallisation im Komplex mit 

Proteinen und auch bei Überlegungen zum späteren Einsatz als Wirkstoff in der Medi-

zin. 
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Ergebnisse 

Kinetik 

Die nachfolgenden Abbildungen zeigen die Strukturformeln der drei C60-Fulleren-

Derivate. Der C60-Fulleren Grundkörper wurde mit Pyrrolidinringen, die in trans-2 Posi-

tion zueinander stehen, disubstituiert. Die Stickstoffe der Pyrrolidinringe sind positiv 

geladen und teilweise mit weiteren kationischen Substituenten verknüpft. 

Abbildung 37: Strukturformeln der C60-Fulleren-Inhibitoren TR 1 - TR3 

Fullerene aggregieren aufgrund ihrer Hydrophobizität leicht in einer hydrophilen Um-

gebung. Eine unspezifische Inhibition durch Aggregatbildung, eine sogenannte promis-

ke Inhibition, musste daher vor der Bestimmung der K i-Werte im Enzymassay ausge-

schlossen werden. Dies ist möglich durch die Verwendung von Detergentien, die die 

Aggregatbildung verhindern [55]. 

Zwei verschiedene Detergentien, Tween 20 und Triton X-100, wurden zunächst im As-

say getestet, um einen Einfluss auf die Enzymaktivität auszuschließen. Es wurden je-

weils fünf verschiedene Konzentrationen zwischen 0,0001% und 1% eingesetzt: Nach 

Durchführung eines Ausreißertests wurden die Standardabweichungen der Messreihen, 

bei denen Detergentien eingesetzt wurden, mit der Standardabweichung einer Messreihe 

ohne Detergens im statistischen F-Test verglichen. Die Standardabweichungen waren in 
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keinem Fall signifikant verschieden. Dies bedeutet, dass beide Detergentien  im geteste-

ten Konzentrationsbereich im Enzymassay eingesetzt werden können.  

Jedoch war unklar, welche Konzentration des Detergens erforderlich ist, um eine unspe-

zifische Inhibition zu verhindern. Eine Studie zur Identifikation promisker Inhibitoren 

unter bekannten Wirkstoffen hatte ergeben, dass unter anderem der antimykotische 

Wirkstoff Clotrimazol ein solch unspezifischer Inhibitor ist [56]. Würde nun dieser Ef-

fekt des Clotrimazols auch im Assay der HIV-1 Protease auftreten, hätte die erforderli-

che Detergenskonzentration zur Verhinderung der Aggregatbildung getestet werden 

können. Darauffolgend wurde Clotrimazol im Assay in Konzentrationen zwischen 

1 mM und 100 � M eingesetzt. Jedoch konnte keine Inhibition der HIV-1 Protease fest-

gestellt werden. 

Die Messungen zur Bestimmung der Ki-Werte wurden jeweils in Anwesenheit und in 

Abwesenheit eines Detergens durchgeführt. Als Detergens wurde Tween 20 in einer 

Konzentration von 0,1% verwendet, eine höhere Konzentration als in vergleichbaren 

Experimenten [57] und daher vermutlich ausreichend hoch. Die C60-Fullerene konnten 

jeweils in einer Konzentration von 50 mM in DMSO gelöst werden. Die Lösung war 

braun gefärbt, wies aber keine sichtbaren Feststoffpartikel auf. Um eine Präzipitation 

bei dem Vermischen mit dem Substrat-Puffer-Gemisch in der Assayplatte zu verhin-

dern, musste jedoch der Gehalt an DMSO im Gesamtansatz auf 10% erhöht werden. Die 

Ergebnisse der Messungen sind in Tabelle 6 aufgeführt. 

  

Bezeichnung des 
Inhibitors 

K i [� M] mit     
Detergens 

K i [� M] ohne   
Detergens 

TR 1 30,6 34,3 

TR 2 28,8 72,3 

TR 3 11,1 63,2 

Tabelle 6: Ki-Werte der C60-Fulleren-Inhibitoren 

Wie man erkennen kann, ist die Affinität der Inhibitoren zu der HIV-1 Protease in An-

wesenheit eines Detergens jeweils höher als in dessen Abwesenheit, signifikant im Fall 

der Inhibitoren TR 2 und TR 3. Eine unspezifische Inhibition, bei der die Affinität zum 

Protein in Anwesenheit eines Detergens vermindert wäre, kann somit ausgeschlossen 

werden. Vermutlich findet jedoch trotzdem in Lösung eine Aggregatbildung der Inhibi-
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toren statt, die hier nicht zu einer unspezifischen Inhibition führt, aber durch das Deter-

gens vermindert wird und daher die erhöhte Affinität zum Protein in dessen Anwesen-

heit erklärt. 

Co-Kristallisation der Inhibitoren mit der HIV-1 Protease 

Nachdem eine unspezifische Inhibition der HIV-1 Protease durch die Inhibitoren ausge-

schlossen werden konnte, wurden diese zur Co-Kristallisation der HIV-1 Protease ange-

setzt. Aufgrund der eher schwachen Bindungsaffinität der Inhibitoren, insbesondere von 

TR 1 und TR 2, wurden diese in möglichst hohen Konzentrationen eingesetzt. Die ma-

ximale Konzentration, die dabei jeweils verwendet wurde, betrug 2,5 mM, limitiert 

durch eine für erfolgreiches Kristallwachstum der HIV-1 Protease maximal mögliche 

DMSO-Konzentration von 10%. Auch nach einem Streak-Seeding konnte jedoch in 

keinem der Kristallisationsansätze Kristallwachstum beobachtet werden. 

Zusammenfassung und Diskussion 

Die Bindungsaffinität dreier kationischer C60-Fulleren-Derivate zur HIV-1 Protease 

konnte bestimmt werden. Die Ki-Werte liegen im zweistellig mikromolaren Bereich. 

Durch die Verwendung eines Detergens im Assay konnte auch eine unspezifische Inhi-

bition des Enzyms durch Aggregatbildung der C60-Fullerene ausgeschlossen werden. 

Dennoch gelang es im Rahmen dieser Arbeit nicht, die Inhibitoren im Komplex mit der 

HIV-1 Protease zu kristallisieren.  

Für eine erfolreiche Co-Kristallisation müsste entweder die Affinität der Inhibitoren zur 

HIV-1 Protease gesteigert oder die Löslichkeit der Verbindungen erhöht werden. Das 

C60-Fulleren Derivat mit der bisher höchsten bekannten Affinität zur HIV-1 Protease hat 

einen Ki-Wert von 36 nM [89], inhibiert also das Enzym signifikant besser als die vor-

liegenden Verbindungen. Computerchemische Methoden wie Docking oder Molekül-

dynamiksimulationen könnten helfen, die vorliegenden Inhibitoren bezüglich der Sub-

stituenten in Art und Position zu optimieren, so lange keine Co-Kristallstruktur als 

Grundlage für das Design zur Verfügung steht. Dabei sollte eine mögliche Wechselwir-

kung der kationischen Gruppen mit den katalytischen Aspartaten der HIV-1 Protease 

berücksichtigt werden. 

Eine Einführung weiterer hydrophiler Gruppen könnte die Löslichkeit der Inhibitoren 

verbessern, so dass diese für eine Co-Kristallisation geeignet wären. Denn auch Inhibi-

toren mit vergleichbarer Affinität, aber besserer Löslichkeit, wie sie zum Beispiel in 
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Kapitel 2.3.6 beschrieben sind, kristallisierten bereits im Komplex mit der HIV-1 Pro-

tease. 

Eine weitere Möglichkeit für eine erfolgreiche Co-Kristallisation wäre die Verwendung 

von Cyclodextrinen, die hydrophobe Moleküle aufnehmen und ihnen damit Löslichkeit 

vermitteln können. Die erfolgreiche Aufnahme eines C70-Fullerenmoleküls durch Cyc-

lodextrine wurde bereits in der Literatur beschrieben [92]. 

Vielleicht wird eines Tages ein Fullerenderivat als Wirkstoff für ein Medikament in 

Frage kommen. Dann wird es eine technologische Herausforderung sein, herauszufin-

den, wie ein solches Molekül sinnvoll appliziert werden und sich anschließend im Kör-

per verteilen und seine Wirkung entfalten kann. 
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2.3.4 Piperidin-Derivate als Inhibitoren der HIV-1 Protease 

Einleitung 

Im Jahr 1999 wurde eine Studie der Firma Hoffmann-La Roche veröffentlicht, in der 

Piperidin-Derivate als neue, nicht peptidomimetische Inhibitoren der humanen Aspar-

tylprotease Renin vorgestellt wurden. Mittels strukturbasiertem Design konnte die Affi-

nität der Piperidin-basierten Inhibitoren von Werten im mikromolaren auf Werte im 

picomolaren Bereich gesteigert werden. Auch eine Inhibition der Aspartylproteasen 

Plasmepsin I und Plasmepsin II durch Piperidin-Derivate konnte beobachtet werden 

[47-49].  

In dieser Arbeit voraus gegangenen Studien konnten bereits Pyrrolidin- und Oligoamin-

Derivate als Inhibitoren der HIV-1 Protease mit einer die katalytischen Aspartate adres-

sierenden Aminofunktionalität etabliert werden [50]. Aufbauend auf diesen Erfahrungen 

wurden nun Piperidin-Derivate als neues Grundgerüst für das Design von Inhibitoren 

der HIV-1 Protease ausgewählt. Verschiedene 3,4-disubstituierte Piperidine wurden von 

Kerstin Linde mit Hilfe von Docking-Methoden entworfen und synthetisiert. Abbildung 

38 zeigt beispielhaft einen möglichen Bindungsmodus des Inhibitors KeLi 152.  

Abbildung 38: Bindungsmodus des Inhibitors KeLi 152 im Docking [93] 
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Im nachfolgenden Kapitel werden die Ergebnisse der Co-Kristallisationsansätze und der 

kinetischen Messungen und die darauffolgenden Variationen des Substitutionsmusters 

der Inhibitoren vorgestellt. 

Ergebnisse 

Im Enzymassay und in den Kristallisationsansätzen wurde die HIV-1 Protease Mutante 

Q7K L33I L63I eingesetzt. 

Kinetik 

Abbildung 39 zeigt das Grundgerüst der Piperidin-Derivate. Es wurde insbesondere an 

den Positionen R 1 und R 2 variiert. 

Abbildung 39: Grundgerüst der Piperidin-basierten Inhibitoren 

In Tabelle 7 sind die Ergebnisse der Messungen der Piperidin-basierten Inhibitoren im 

Enzymassay aufgeführt. Die fünf Piperidin-Derivate KeLi 152, KeLi 153, KeLi 185, 

KeLi 190 und KeLi 202 zeigten keine Affinität zu der HIV-1 Protease, während es 

möglich war, für die vier Inhibitoren KeLi 184, KeLi 187, KeLi 207 und KeLi 208 ei-

nen Ki-Wert zu bestimmen. Weiterhin konnte für die sechs Inhibitoren KeLi 154, Ke-

Li 155, KeLi 186, KeLi 188, KeLi 201 und KeLi 205 eine Inhibition der HIV-1 Protea-

se bei einer Inhibitorkonzentration von 500 � M festgestellt werden, die in der Tabelle 

als prozentuale Inhibition ausgedrückt wird. Die Bestimmung eines Ki-Wertes war je-

doch aufgrund der geringen Affinität dieser Inhibitoren nicht möglich. 
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Bezeich-
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KeLi 201 
 

O

O  

H   46,3 

KeLi 202 
 

NO2

 

H  k. I.  

KeLi 205 
 

OH

 

H   78,3 

KeLi 207 
 

N

H
N

 

H  8,7  

KeLi 208 
 

NH2

 

H  32,7  

Tabelle 7: Ergebnisse der Messungen der Piperidin-basierten Inhibitoren im Enzymassay 

Co-Kristallisation der Inhibitoren mit der HIV-1 Protease 

Die Inhibitoren KeLi 184, KeLi 187, KeLi 207 und KeLi 208, die die höchste Affinität 

im Assay zeigen konnten, wurden mit der HIV-1 Protease zur Kristallisation angesetzt. 

In dem Ansatz, in dem der Inhibitor KeLi 184 verwendet wurde, wuchs ein kleiner, 

dünner, plättchenförmiger Kristall. Dieser konnte für eine Datensammlung verwendet 

werden. In den weiteren Ansätzen konnte auch nach Streak-Seeding kein Kristallwachs-

tum beobachtet werden. In den Ansätzen mit den Inhibitoren KeLi 207 und KeLi 208 

fiel das Protein als braunes Präzipitat aus. 

Datensammlung und Strukturverfeinerung  

Von dem oben erwähnten Kristall aus den Kristallisationsansätzen mit dem Inhibitor 

KeLi 184 konnte an der Beamline 14.2 des Synchrotrons BESSY II ein Datensatz mit 

einer Auflösung von 1.98Å gesammelt werden. Aufgrund der geringen Streufähigkeit 

des Kristalls, vermutlich bedingt durch seine geringe Größe und mangelnde Dreidimen-

sionalität, musste für die Datensammlung eine verhältnismäßig hohe Belichtungszeit 

von 20 s verwendet werden. Die Kristallstruktur wurde nach Prozessierung der Daten 
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und Molekularem Ersatz für einige Zyklen verfeinert. Jedoch konnte die in der Bindeta-

sche zu beobachtende Differenzelektronendichte weder der Struktur des Inhibitors noch 

anderen Molekülen zugordnet werden. Somit erfolgte keine weitere Bearbeitung dieser 

Kristallstruktur. 

Zusammenfassung und Diskussion 

Nach Studien mit der humanen Aspartylprotease Renin konnte hier gezeigt werden, 

dass Piperidin-Derivate ebenfalls Inhibitoren der HIV-1 Protease sein können. Durch 

Variation der Substituenten der Piperidin-Derivate, unterstützt durch Docking, gelang 

es, die Inhibition auf einen einstellig mikromolaren Wert zu verbessern. Bisher war es 

jedoch nicht möglich, die HIV-1 Protease im Komplex mit einem Piperidin-basierten 

Inhibitor zu kristallisieren und eine Co-Kristallstruktur zu bestimmen. Die beobachtete 

Präzipitation in den Kristallisationsansätzen mit den Inhibitoren KeLi 207 und KeLi 208 

gibt Rätsel auf. Ein ähnliches Phänomen konnte in Kristallisationsansätzen eben dieser 

Inhibitoren mit der Aspartylprotease Endothiapepsin in der Arbeitsgruppe beobachtet 

werden. Eine Möglichkeit wäre, die Kristallisationsbedingungen weiter zu variieren und 

alternative Kristallisationsbedingungen zu testen, die für Komplexe der  HIV-1 Protease 

Mutante Q7K L33I L63I bekannt sind [94]. Vielleicht ist es möglich, eine Proteinpräzi-

pitation durch veränderte Bedingungen zu verhindern oder zu reduzieren. 

Wie die Ergebnisse der kinetischen Messungen zeigen, scheint in Position R 1 der Inhi-

bitoren eine Präferenz für größere hydrophobe Substituenten vorhanden zu sein. Dieser 

Rest soll nach den Docking-Ergebnissen die S1-Tasche der HIV-1 Protease adressieren. 

Die Inhibitoren KeLi 152, KeLi 153, KeLi 154 und KeLi 155, die dort einen Benzylrest 

tragen, zeigten keine oder eine schwache Inhibition der HIV-1 Protease im Assay. Im 

Falle der Inhibitoren KeLi 184 und KeLi 187, die in dieser Position einen Trifluorben-

zyl- bzw. einen Naphthylrest tragen, konnte eine Inhibition im zweistellig mikromola-

ren Bereich gemessen werden. Diese beiden Inhibitoren sind in Position R 2 mit einem 

in meta-Stellung hydroxysubstituierten Benzylrest  besetzt, der, dem Docking nach zu 

urteilen, die S1'-Tasche des Proteins adressieren sollte. Dieser scheint nicht ohne weite-

res austauschbar zu sein, wie am Beispiel der Inhibitoren KeLi 186, KeLi 188, Ke-

Li 190, KeLi 201, KeLi 202 und KeLi 205 zu sehen ist. Schon kleine Variationen, wie 

die Erweiterung zu einer Hydroxymethylgruppe bei KeLi 205, führen hier zu einer ge-

ringeren Affinität. Mit einem Indazolrest in dieser Position zeigt KeLi 208 mit einem 

K i-Wert von 8,7 � M die bisher beste Inhibition der HIV-1 Protease unter den Piperidin-
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Derivaten. Um so unbefriedigender, dass kein Kristallwachstum unter den verwendeten 

Kristallisationsansätzen erfolgte – dies konnte bei einem Einsatz von Inhibitoren mit 

vergleichbarer Affinität in anderen Fällen durchaus beobachtet werden.  

Für eine weitere Optimierung der Piperidin-Derivate wäre eine Co-Kristallstruktur mit 

der HIV-1 Protease dringend erforderlich, um den mittels Docking hypothetisierten 

Bindungsmodus zu überprüfen und um neue Ideen für das Design zu gewinnen.  
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2.3.5  Dreiarmige Pyrrolidine als Inhibitoren der HIV-1 Protease 

Einleitung 

Symmetrische Pyrrolidin-Derivate wurden bereits in vorangegangenen Studien als Inhi-

bitoren der HIV-1 Protease etabliert. Mehrere Zyklen strukturbasierten Designs führten 

zu einer Verbesserung der Ki-Werte der Inhibitoren vom zweistellig mikromolaren zum 

zweistellig nanomolaren Bereich. Das Substitutionsmuster der Pyrrolidine wurde an-

hand von Beobachtungen der Wechselwirkungen in Kristallstrukturen optimiert, so dass 

der Inhibitor AB 111 mit der höchsten Affinität nun einen Ki-Wert von 74 nM aufweist 

[64].  

In den Kristallstrukturen der in der orthorhombischen Raumgruppe P21212 kristallisier-

ten Komplexe konnte beobachtet werden, dass die Inhibitoren einen unsymmetrischen 

Bindungsmodus aufweisen, wie Abbildung 40 zeigt.  

In diesem Kapitel soll gezeigt werden, wie auf der Grundlage dieser Beobachtungen 

unsymmetrische Pyrrolidin-Derivate als Inhibitoren der HIV-1 Protease entwickelt 

wurden. Das Ziel war, die Taschen der HIV-1 Protease durch die Aufhebung der Sym-

metrie gezielter zu adressieren. Weiterhin sollten für die Wechselwirkungen des Inhibi-

tors zum Protein nicht erforderliche Gruppen entfernt und somit das Molekulargewicht 

der Inhibitoren reduziert werden, um den Arzneistoffcharakter der Inhibitoren zu erhö-

hen. Die Inhibitoren wurden von Nina Klee mit Hilfe von Docking-Methoden entwor-
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Abbildung 40: Asymmetrischer Bindungsmodus                               
des Inhibitors AB 111 
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fen und synthetisiert. Nach Affinitätsbestimmung und Co-Kristallisation mit der  HIV-1 

Protease konnten neue Erkenntnisse in den nächsten Designzyklus einbezogen werden. 

Ergebnisse 

Für die Bestimmung der kinetischen Parameter der Inhibitoren sowie für die Co-

Kristallisation wurde die HIV-1 Protease Mutante Q7K L33I L63I verwendet. Abbil-

dung 41 zeigt das Grundgerüst der dreiarmigen Pyrrolidin-basierten Inhibitoren.  
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Abbildung 41: Grundgerüst der Pyrro-
lidin-basierten Inhibitoren 
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Kinetik 

Die Ki-Werte der entsprechend substituierten Verbindungen sind in Tabelle 8 aufge-

führt. 

Bezeichnung 

des Inhibi-

tors 

R 1 R 2 
K i  

[� M]  

NK 81 
F

F
F   

5,6 

NK 82 
F

F
F  

F
F

F  
2,1 

NK 83 

OH

 

F
F

F  
0,32 

NK 88 
O

NH2  

F
F

F  
1,6 

NK 93.1 

OH

OH  

F
F

F  
0,42 

NK 93.2 
 

F
F

F  
20,2 

Tabelle 8: Ki-Werte der Pyrrolidin-basierten Inhibitoren 

Es wurden insbesondere die Substituenten in Position R 1 des Grundgerüstes variiert. In 

Position R 2 ist, mit Ausnahme des Inhibitors NK 81, der einen 3-Phenylpropylrest 

trägt, eine p-Trifluormethylbenzylgruppe vorhanden.  

Co-Kristallisation der Inhibitoren mit der HIV-1 Protease 

Die Inhibitoren NK 81, NK 82, NK 83, NK 88 und NK 93.1, deren Affinität zum Prote-

in im Assay gezeigt werden konnte, wurden mit der HIV-1 Protease zur Kristallisation 
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angesetzt. In den Kristallisationsansätzen mit den Inhibitoren NK 83, NK 88 und 

NK 93.1 wuchsen spontan plättchenförmige Kristalle. Nach Streak-Seeding kam es 

auch in den Ansätzen mit den Inhibitoren NK 81 und NK 82 zu einem Kristallwachs-

tum. Die Kristalle waren häufig sehr klein und stark miteinander verwachsen. Eine Re-

duzierung der Präzipitanskonzentration und die Durchführung der Kristallisationsansät-

ze im Kühlraum bei 5°C führte zum Wachstum von größeren Kristallen, die weniger 

stark verwachsen waren. Diese Kristalle konnten mit Hilfe der zum Montieren verwen-

deten Schleife voneinander getrennt und so für eine Datensammlung verwendet werden.  

Datensammlung und Strukturverfeinerung  

Mit Hilfe von Synchrotronstrahlung konnten am Synchrotron BESSY II Datensätze von 

Komplexen mit allen zuvor erwähnten Inhibitoren gesammelt werden. Die Auflösung 

der Datensätze liegt zwischen 1.45Å und 1.73Å . Tabelle 9 zeigt die kristallographi-

schen Parameter, die die Daten und die Auswertung beschreiben. Jedem Datensatz 

konnte die orthorhombische Raumgruppe P21212 zugeordnet werden, in der die asym-

metrische Einheit ein HIV-1 Protease Dimer enthält.  

Bei der Datensammlung des  Komplexes der HIV-1 Protease mit dem Inhibitor NK 88 

kam es durch Vereisungen am Kristall zum Auftreten eines sogenannten Eisringes. Die-

ser störte die Auswertung der Reflexe in dem betreffenden Auflösungsbereich. Im Be-

reich von 2.00Å bis 1.89Å ist somit die Vollständigkeit der Daten auf 68,0% reduziert 

und die dazugehörigen R-Faktoren verhältnismäßig hoch. Dies erklärt, warum der R-

Faktor sowie der freie R-Faktor der gesamten Struktur im Verhältnis zu den anderen 

Strukturen höher ist. 

Die Koordinaten der fünf Strukturen wurden in der Proteindatenbank unter den Codes 

3QBF, 3QRM, 3QPJ, 3QRS und 3QRO hinterlegt. 

 



Bezeichnung der Struk-

tur 
HIV-1 PR – NK 81 HIV-1 PR – NK 82 HIV-1 PR – NK 83 HIV-1 PR – NK 88 HIV-1 PR – NK 93.1 

Datensammlung und Prozessierung 

Wellenlänge [Å] 0.91841 0.91841 0.91841 0.91841 0.91841 

Raumgruppe P21212 P21212 P21212 P21212 P21212 

Einheitszellparameter 

[Å;°]                          

a = 58.2, b = 86.1 ,            

c = 46.5;                           

a, �  , �  = 90.0 

a = 57.9, b = 86.0, 

c = 46.5;                           

a, �  , �  = 90.0  

a = 57.9, b = 86.0, 

c = 46.3;         

a, � , �  = 90.0 

a = 57.9, b = 86.2, 

c = 46.5;        

a, � , �  = 90.0  

a = 57.4, b = 86.3, 

c = 46.2;         

a, � , �  = 90.0 

Auflösungsbereich [Å] 30.00-1.45 (1.48-1.45) 30.00-1.73 (1.76-1.73) 30.00-1.61 (1.64-1.61) 50.00-1.59 (1.63-1.59) 30.00-1.62 (1.65-1.62) 

Anzahl einzigartiger Re-

flexe 
41616 (1989) 24130 (1150) 30793 (1493)  30476 (2117) 29643 (1251) 

Rsym [%] 6.2 (28.6) 4.4 (19.0) 10.0 (28.6) 5.2 (17.8) 6.1 (35.7) 

Vollständigkeit [%]  98.5 (95.9) 96.8 (93.6) 99.9  (99.3) 94.7 (99.4) 98.5 (83.8) 

Redundanz 4.5 (4.2) 3.6 (3.6) 6.4 (7.0) 3.1 (3.1) 5.1 (2.6) 

I / �  23.2 (4.8) 28.8 (6.0) 18.5 (6.1)  21.0 (6.0) 25.5 (2.9) 

Matthews-Koeffizient 

[Å3/Da] 
2.7 2.7 2.7 2.7 2.7 

Lösungsmittelgehalt [%] 54.4 54.1 53.9 54.2 53.6 
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 HIV-1 PR – NK 81 HIV-1 PR – NK 82 HIV-1 PR – NK 83 HIV-1 PR – NK 88 HIV-1 PR – NK 93.1 

Strukturverfeinerung 

Auflösungsbereich [Å] 27.77-1.45 28.97-1.73 28.95-1.61 40.94-1.59 27.65-1.61 

Anzahl der Reflexe für die 

Verfeinerung 
37396 21742 27502 28823 26661 

Anzahl der Reflexe im 

Testdatensatz 
4163 2372 3060 1497 2942 

R-Faktor [%]  17.7 16.9 16.8 21.2 17.6 

Freier R-Faktor [%]  19.9 20.0 20.3 24.3 19.3 

RMSD-Werte 

Bindungslängen [Å]  0.007 0.007 0.007 0.007 0.008 

Bindungswinkel [°] 1.153 1.121 1.201 1.143 1..330 

Durchschnittliche B-Werte 

Protein 13.8 12.2 18.9 12.9 16.7 

Inhibitor 20.9 18.5 15.9 10.6 11.8 

Wasser 28.0 27.4 32.8 23.6 29.0 

Weitere Liganden 28.6 27.2 23.6 18.3 24.8 
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 HIV-1 PR – NK 81 HIV-1 PR – NK 82 HIV-1 PR – NK 83 HIV-1 PR – NK 88 HIV-1 PR – NK 93.1 

Ramachandran-Plot 

Aminosäuren in bevorzug-

ten Regionen [%] 
96.2 96.2 95.6 96.8 97.5 

Aminosäuren in zusätzlich 

erlaubten Regionen [%] 
3.8 3.8 4.4 3.2 2.5 

Sonstiges 

Anzahl der Aminosäuren 198 198 198 198 198 

Anzahl der Atome des 

Inhibitors 
39 41 38 40 39 

Anzahl der Wassermolekü-

le 
291 250 267 250 206 

Anzahl der Atome weiterer 

Liganden 
21 11 11 3 17 

PDB-Code 3QBF 3QRM 3QPJ 3QRS 3QRO 

Tabelle 9: Kristallographische Tabelle zu den Strukturen der Komplexe der HIV-1 Protease mit den Inhibitoren NK 81, NK 82, NK 83, NK 88 und NK 93.1



Die Differenzelektronendichte in der Bindetasche definiert jeweils gut die Struktur und 

Anordnung der verschiedenen Liganden in der Bindetasche, wie Abbildung 42 zeigt.  

 

 

 

 

 

 

 

 
                                            NK 81                                                           NK 82 

 

 
                                            NK 83                                                           NK 88 

 
NK 93.1 

Abbildung 42: Fo-Fc-Elektronendichtekarten der dreiarmigen Pyrrolidinderivate                                     
� -Level: 2.5  
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HIV-1 PR-

NK 81 

HIV-1 PR-

NK 82 

HIV-1 PR-

NK 83 

HIV-1 PR-

NK 88 

HIV-1 PR-

NK 93.1 

HIV-1 PR-

NK 81 
- 0.25 0.26 0.40 0.45 

HIV-1 PR-

NK 82 
0.25 - 0.26 0.34 0.45 

HIV-1 PR-

NK 83 
0.26 0.26 - 0.40 0.38 

HIV-1 PR-

NK 88 
0.40 0.34 0.40 - 0.48 

HIV-1 PR-

NK 93.1 
0.45 0.45 0.38 0.48 - 

Tabelle 10: RMSD-Werte [Å] der Strukturen der dreiarmigen Pyrrolidinderivate 

Die Ähnlichkeit der fünf Strukturen der HIV-1 Protease zueinander zeigen die berech-

neten RMSD-Werte für die Ca-Atome. Die Abweichungen liegen zwischen 0.25Å und 

0.48Å.  

Vergleich der Bindungsmodi der Inhibitoren 

Ein Vergleich der Bindungsmodi der fünf dreiarmigen Pyrrolidinderivate zeigt, dass 

diese in den jeweiligen Strukturen einen sehr ähnlichen Bindungsmodus eingehen. Ab-

bildung 43 zeigt eine Überlagerung der Koordinaten der Inhibitoren.  Die Besetzung der 

Taschen der HIV-1 Protease erfolgte jeweils analog. Der Teil des Inhibitors, der die 

Sulfonamidgruppe trägt, adressiert jeweils die S2-Tasche des Proteins, während die ver-

schiedenen Substituenten in Position R 1 die S2'-Tasche besetzen. Die Substituenten in 

Position R 2 ragen in die S1'-Tasche der HIV-1 Protease. Die S1-Tasche verbleibt durch 

den Inhibitor stets unbesetzt. 
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Abbildung 43:Überlagerung der Koordinaten der fünf Inhibitoren NK 81, NK 82,                             
NK 83, NK 88 und NK 93.1 in der Bindetasche der HIV-1 Protease (beige)                                                             

Die Flap-Region des Proteins wurde entfernt. 

Gemeinsamkeiten im Bindungsmotiv stellen insbesondere die Wechselwirkungen des 

Pyrrolidinstickstoffs mit den katalytischen Aspartaten und die Interaktionen der Sauer-

stoffe der Sulfonamidgruppe mit den Amidstickstoffen des Rückgrats der Flap-

Aminosäuren Ile50A und Ile50B dar. Auch die Wechselwirkungen des Carboxamids 

mit der Aminosäure Asp30B in der S2-Tasche des Inhibitors können in jeder der fünf 

Strukturen vergleichbar beobachtet werden: Der Stickstoff des Carboxamids interagiert 

mit der Seitenkette, der Sauerstoff mit der Amidgruppe des Rückgrats von Asp30B. 

Van der Waals-Interaktionen dieses Substituenten sind hier darüber hinaus möglich zu 

den Aminosäuren Ala28B, Asp30B, Val32B, Gly48B, , Ile50A, Ile50B und Ile84B. 

Eine weitere Gemeinsamkeit im Bindungsmodus der Inhibitoren ist die Möglichkeit zur 

Ausbildung einer zusätzlichen Wasserstoffbrückenbindung zu Asp25A durch den se-

kundären Stickstoff der Inhibitoren.  

 

S2' 

S2 

S2' 

S1' 
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In Position R 2 der Inhibitoren ist, mit Ausnahme des Inhibitors NK 81, eine Trifluor-

methylbenzylgruppe vorhanden. Die Position der Fluoratome dieser Gruppe wird durch 

die Elektronendichte in den entsprechenden Strukturen gut definiert: Die Trifluor-

methylgruppe ist nicht ungeordnet, wie in der Struktur des Komplexes der HIV-1 Pro-

tease mit dem Inhibitor AB 111 (PDB-Code: 2QNN [64]) beobachtet werden konnte. Es 

bestehen Interaktionen zwischen der Aminosäure Arg8B und zwei Fluoratomen der 

Trifluormethylgruppe, wie Abbildung 45 zeigt.  

Abbildung 45: Interaktionen der Trifluormethylgruppe                                                                               
des Inhibitors NK 82 (orange) in der S1'-Tasche 

Organische Fluorsubstituenten sind aufgrund ihrer geringen Polarisierbarkeit schwache 

Wasserstoffakzeptoren und scheinen kaum starke Wasserstoffbrückenbindungen auszu-
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Abbildung 44: Gemeinsamkeiten im Bindungsmodus der        
dreiarmigen Pyrrolidininhibitoren 
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bilden, wie eine Untersuchung struktureller Daten ergab [95].  Nichtsdestotrotz besitzen 

ungefähr 20% der pharmazeutischen Wirkstoffe heutzutage einen oder mehrere Fluor-

substituenten, die oft benachbart zu Wasserstoffbrückendonoren zu finden sind. C-F 

Interaktionen mit der Guanidiniumgruppe des Arginins werden häufig beobachtet, so 

dass dieser Seitenkette ein fluorophiler Charakter zugeschrieben wird [96]. Van der 

Waals-Interaktionen dieses Substituenten werden zu den Aminosäuren Leu23B, 

Gly27A, Gly48A, Gly49A, Pro81B, Val82B und Ile84B ausgebildet. Der Inhibitor 

NK 81 besitzt als einziger in dieser Position einen p-Phenylpropyl-Substituenten, der 

van der Waals-Interaktionen zu eben diesen Aminosäuren und zusätzlich zu Arg8B ein-

geht.  

Die Inhibitoren NK 81 und NK 82 besitzen in Position R 1 ebenfalls eine Trifluor-

methylbenzylgruppe als Substituenten. Wiederum ist eine geordnete Konformation der 

Trifluormethylgruppe in der Elektronendichte erkennbar. In der S2'-Tasche ist die Aus-

bildung verschiedener Wechselwirkungen möglich, wie in Abbildung 46 gezeigt wird. 

Die Fluoratome können mit der Seitenkette und dem Amidstickstoff des Rückgrats der 

Aminosäure Asp30A und dem Amidstickstoff des Rückgrats von Asp29A interagieren.  

Eine weitere Interaktion des Inhibitors NK 82 zu einem Fluoratom der Trifluor-

methylgruppe in der S1'-Tasche, vermittelt über ein Wassermolekül, ist möglich. Dieses 

Wassermolekül ist auch in der Struktur des Komplexes der HIV-1 PR mit dem Inhibitor 

NK 81 präsent: Es kann außerdem Wasserstoffbrückenbindungen zu der Seitenkette und 

 

Abbildung 46: Interaktionen der Trifluormethylgruppe                
des Inhibitors NK 82 (orange) in der S2'-Tasche 

Asp29A 

Asp30A 
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dem Amidstickstoff der Aminosäure Asp29A, zum Carbonylsauerstoff des Rückgrats 

von Gly27A und zu einem weiteren Wassermolekül ausbilden.  

Van der Waals-Wechselwirkungen der Substituenten in der S2'-Tasche sind zu den  

Aminosäuren Ala28A, Asp29A, Asp30A, Val32A, Ile47A, Gly48A, Ile84A und Ile50B 

möglich. Der Inhibitor NK 83 ist in meta-Position mit einer Hydroxygruppe substituiert, 

die Wechselwirkungen sowohl mit der Seitenkette und dem Amidstickstoff des Protein-

rückgrats der Aminosäure Asp30A als auch mit dem Amidstickstoff des Rückgrats von 

Asp29A ausbilden kann. Der Inhibitor NK 93.1 besitzt zwei Hydroxygruppen in meta-

Position am aromatischen Ringsystem. Eine der Hydroxygruppen befindet sich in der 

gleichen Position wie die des Inhibitors NK 83 und bildet auch vergleichbare Wechsel-

wirkungen aus. Die andere Hydroxygruppe interagiert mit dem Amidstickstoff und dem 

Carbonylsauerstoff der Aminosäure Gly48A.  

Bedingt durch die unterschiedliche Position ihrer Interaktionspartner nimmt die Amino-

säure Asp30A in den Strukturen der Komplexe mit den Inhibitoren NK 83 und NK 93.1 

eine etwas andere Konformation ein als in den Strukturen mit den Inhibitoren NK 81 

und NK 82, die die S2'-Tasche mit der Trifluormethylbenzylgruppe adressieren: Die 

Seitenkette neigt sich in Richtung der Hydroxygruppe, um die Interaktion zu ermögli-

chen.  Betrachtet man nun die Konformation der Aminosäure in der Struktur mit dem 

Inhibitor NK 88, der eine Carboxamidgruppe in para-Position am Ring trägt, fällt auf, 

dass die Seitenkette von Asp30A hier weggedreht ist. Der Sauerstoff des Carboxamids 

interagiert hier vermittelt über ein Wassermolekül mit der Seitenkette. Eine weitere 

Wechselwirkung ist möglich zum Amidstickstoff des Rückgrats von Asp30A.  

 

Abbildung 47: Interaktionen der Hydroxygruppen der Inhibitoren NK 83 (links, blau)                                     
und NK 93.1 (rechts, türkis) in der S2'-Tasche 
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Abbildung 48: Links: Interaktionen der Carboxygruppe des Inhibitors NK88 (grau) in der S2'-Tasche        
Rechts: Konformationen des Aspartats 30A in den fünf Strukturen 

Der Stickstoff des Carboxamids geht keine direkten Interaktionen zum Protein ein. Je-

doch sind Interaktionen zu zwei Wassermolekülen möglich, von denen eines dann mit 

dem Amidstickstoff und dem Carbonylsauerstoff des Rückgrats von Gly48A in Kontakt 

steht. 

Zusätzliche Moleküle in der S1-Tasche der HIV-1 Protease 

In der vom jeweiligen Inhibitor nicht besetzten S1-Tasche der HIV-1 Protease wurde 

ebenfalls Differenzelektronendichte beobachtet, die unterschiedlichen Molekülen zuge-

ordnet werden konnte.  In der Struktur des Komplexes mit dem Inhibitor NK 81 befin-

det sich ein Glycerol-Molekül in der S1-Tasche, welches vermutlich vom Einsatz des 

Glycerols als Kryoprotektivums stammt. Abbildung 49 zeigt den Bindungsmodus des 

Glycerolmoleküls.  Eine der Hydroxygruppen interagiert mit der Carbonylgruppe des 

Rückgrats von Gly48B der HIV-1 Protease. Die verbleibenden Hydroxygruppen gehen 

jedoch keine Wasserstoffbrückenbindungen ein. 

Asp30A 

Gly48A 
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Allein Wassermoleküle besetzen diese Tasche in der Struktur mit dem Inhibitor NK 88. 

Die Differenzelektronendichte in den Strukturen der Komplexe mit NK 82, NK 83 und 

NK 93.1 konnte dem Molekül Dithiandiol zugeordnet werden. In den Kristallisations-

bedingungen ist Dithiothreitol in einer finalen Konzentration von 100 mM enthalten, 

um die Ausbildung unerwünschter, die Kristallisation behindernder Disulfidbrücken 

zwischen Cystein-Aminosäuren in der HIV-1 Protease zu reduzieren. Bei der Reaktion 

mit über Disulfidbrücken verknüpften Cystein-Aminosäuren wird Dithiothreitol selbst 

zu dem cyclischen Disulfid Dithiandiol oxidiert [97], wie Abbildung 50 zeigt. 

 

 

Abbildung 49: Bindungsmodus und Fo-Fc-Elektronendichtekarte (� -Level 3.0) des Glycerolmoleküls 
(grau) in der S1-Tasche der Struktur des Komplexes der HIV-1 PR mit dem Inhibitor NK 81 (violett) 
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Abbildung 50: Reduktion von Disulfiden im Protein                                        
und Oxidation von DTT zu DTD 
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In den drei Kristallstrukturen wird das Molekül Dithiandiol unterschiedlich gut durch 

die Differenzelektronendichte definiert. In der Struktur des Komplexes mit dem Inhibi-

tor NK 83 zeigt die Elektronendichte deutlich die Struktur und Konformation des Mole-

küls, wie Abbildung 51 zeigt. In den Strukturen mit den Inhibitoren NK 82 und 

NK 93.1 ist ebenfalls deutlich zu erkennen, welche Position das Dithiandiol in der S1-

Tasche einnimmt, jedoch wurde die Besetzung auf 61% bzw. 77% verfeinert. Auch 

nach Einbau des Dithiandiol in die Struktur des Komplexes der HIV-1 Protease mit dem 

Inhibitor NK 82 ist eine Restelektronendichte erkennbar: Vermutlich bindet also Dithi-

andiol nicht in der Gesamtheit aller Proteinmoleküle im Kristall, sondern teilweise auch 

weitere Moleküle wie zum Beispiel Wasser oder Glycerol. Die verbleibende Differenz-

elektronendichte, die der Besetzung durch diese Moleküle entsprechen sollte, ließ sich 

jedoch diesbezüglich nicht im Detail interpretieren.  

Die Wechselwirkungen des Dithiandiolmoleküls mit dem Protein sind in den Strukturen 

der Komplexe der HIV-1 Protease mit den Inhibitoren NK 82, NK 83 und NK 93.1 die 

gleichen. Beide Hydroxygruppen können Wasserstoffbrückenbindungen zur Carbo-

nylgrupe des Proteinrückgrats der Aminosäure Gly27B ausbilden. Eine weitere Interak-

Abbildung 51: Bindungsmodus und Fo-Fc-Elektronendichtekarte (� -Level: 3.0) des Dithian-
diolmoleküls (blau) in der S1-Tasche der Struktur des Komplexes der HIV-1 PR mit dem     

Inhibitor NK 83 (dunkelrot) 

Asp25A Asp25B 

Gly27B 
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tion ist zwischen einer der Hydroxygruppen und der Seitenkette eines der katalytischen 

Aspartate, Asp25A, möglich.  

Zusammenfassung und Diskussion 

Auf der Grundlage vorangegangener Arbeiten gelang es erfolgreich, eine Serie dreiar-

miger, nicht symmetrischer Pyrrolidinderivate als Inhibitoren der HIV-1 Protease zu 

entwickeln. Die kinetischen Messungen ergaben Inhibitionswerte bis hin in den dreistel-

lig nanomolaren Bereich. Der Bindungsmodus der Inhibitoren zu der HIV-1 Protease 

konnte durch Co-Kristallisation und anschließender Strukturlösung aufgeklärt werden. 

Die Bindung der Inhibitoren zum Protein erfolgt in den jeweiligen Strukturen ver-

gleichbar. Der Substituent, der die S2-Tasche besetzt, trägt jeweils einen Carboxamid-

substituenten am Ringsystem, der polare Wechselwirkungen ausbildet. Dieser Teil des 

Inhibitors wurde im Rahmen dieser Arbeit noch nicht variiert. Hier bietet die Einfüh-

rung und das Testen verschiedener polarer Substituenten Potential für eine weitere Op-

timierung der Inhibitoren.  

Der Charakter der Interaktionen der Trifluormethylgruppen konnte bisher nicht voll-

ständig geklärt werden. Wie die Ki-Werte der Inhibitoren NK 81 und NK 82 jedoch 

zeigen, ist die Bindung der Trifluormethylbenzylgruppe in der S1'-Tasche im Vergleich 

zum Phenylpropylrest bevorzugt.   

Die Ergebnisse des Enzymassays lassen einen deutlichen Trend zur Bevorzugung der 

polaren Substituenten in der S2-Tasche erkennen. Die Affinität der hydroxybenzyl-

substituierten Inhibitoren NK 83 und NK  93.1 ist deutlich höher im Vergleich zu den 

Inhibitoren mit den trifluormethylsubstituierten Resten in dieser Position. Die Inhibition 

von NK 88 mit der Carboxamidfunktionalität ist dagegen nur geringfügig besser. 

Im Unterschied zu den vorausgehenden Studien blieb die S1-Tasche in den Kristall-

strukturen der HIV-1 Protease im Komplex mit den dreiarmigen Pyrrolidinderivaten 

unbesetzt. Dies führte dazu, dass sich kleine Moleküle, die mit den Kristallen in Kon-

takt kamen, in dem verbleibenden Raum der Bindetasche platzieren konnten. Die Ami-

nosäuren Gly27B und Gly48B werden von Dithiandiol bzw. Glycerol adressiert. Das 

Design für eine potentielle Erweiterung der Inhibitoren um einen vierten Arm könnte 

dieses Interaktionsmuster aufgreifen und es als Ideengeber für einen weiteren Zyklus 

strukturbasierten Designs verwenden.  

Ein Vergleich des vieramigen symmetrischen Inhibitors AB 111 mit dem Inhibitor 

NK 88 zeigt, dass viele Gemeinsamkeiten im Bindungsmodus bestehen. Die Wechsel-
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wirkungen des Pyrrolidinrings mit den katalytischen Aspartaten, die Interaktion der 

Sauerstoffe der Sulfonamidgruppe mit der Flap-Region und die Wasserstoffbrückenbin-

dungen der Carboxamidgruppe mit der Aminosäure Asp30B in der S2-Tasche sind er-

halten geblieben. Die Trifluormethylbenzylgruppe der Inhibitoren NK 82, NK 83, 

NK 88 und NK 93.1 nimmt eine vergleichbare Position in der S1'-Tasche ein wie der 

Inhibitor AB 111. Unterschiedlich ist nur, dass die Trifluormethylgruppe von AB 111 

keine eindeutige Konformation der Fluoratome aufweist.  

Der tertiäre Stickstoff einer der Sulfonamidgruppen von AB 111 wurde bei den dreiar-

migen Pyrrolidinderivaten durch einen sekundären Stickstoff ersetzt: Eine zusätzliche 

Interaktion zu Asp25A ist so möglich. Die entsprechende Sulfongruppe ist in den neuen 

dreiarmigen Inhibitoren nicht mehr vorhanden – da in der Kristallstruktur des Komple-

xes mit AB 111 keine gerichtete Wechselwirkung erkennbar war, wurde es beim Design 

nicht berücksichtigt. Die Carboxamidgruppe in der S2'-Tasche nimmt in den Strukturen 

der Komplexe der HIV-1 Protease mit den Inhibitoren AB 111 und NK 88 eine ver-

gleichbare Position ein und bildet die gleichen Wechselwirkungen aus. Auch die Kon-

formation der Aminosäure Asp30A stimmt überein. Die hydroxysubstituierten Reste 

wurden im Design der vierarmigen Inhibitoren nicht eingesetzt, so dass ein direkter 

Vergleich hier nicht möglich ist. 

Die Reduzierung der Anzahl der "Arme" der Inhibitoren von vier auf drei bringt absolut 

betrachtet scheinbar keinen Gewinn an Affinität. Dies überrascht um so mehr, da für die 

 

Abbildung 52: Überlagerung der Koordinaten der Inhibitoren AB 111 
(türkis)  und NK 88 (grau) in der Bindetasche der HIV-1 Protease 
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zweite Sulfongruppe der vierarmigen Inhibitoren, die im Protein keinen Wechselwir-

kungspartner findet, ein nicht kompensierter Preis für ihre Desolvatation bezahlt werden 

muss. Der vierarmige Inhibitor AB 111 hat einen zweistellig nanomolaren Ki-Wert, an 

den die dreiarmigen Derivate nicht heranreichen. Zusätzliche Interaktionen in der S1-

Tasche würden sicherlich einen deutlichen Affinitätsgewinn erzielen. Jedoch konnte 

durch die Verkleinerung das Molekulargewicht der Inhibitoren reduziert werden und 

somit ihr Arzneistoffcharakter erhöht werden. Die Affinitäten müssen somit auch relativ 

zum Molekulargewicht betrachtet werden. 
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2.3.6 Bizyklische Pyrrolidine als Inhibitoren der HIV-1 Protease 

Einleitung 

Ein Pyrrolidinring als die katalytischen Aspartate adressierender Grundbaustein einer 

Vielzahl von Inhibitoren der HIV-1 Protease wurde in vorangegangenen Studien etab-

liert. [50] Aufbauend auf diesen Ergebnissen wurde von Nina Klee ein neues Grundge-

rüst entwickelt: Durch Kombination des Pyrrolidins mit einem Pyrazindion sollen die 

Flap-Region der HIV-1 Protease adressiert und gleichzeitig weniger flexible und damit 

entropisch begünstigte Inhibitoren geschaffen werden. Passende Substituenten zur Be-

setzung der Taschen der HIV-1 Protease wurden mit Hilfe von Docking ausgewählt. 

[98] Die Ergebnisse aus dem Enzymassay und Co-Kristallisation dieser bizyklischen 

Pyrrolidin-basierten Inhibitoren mit der HIV-1 Protease werden in diesem Kapitel vor-

gestellt. 

Ergebnisse 

Für die Bestimmung der kinetischen Parameter der Inhibitoren sowie für die Co-

Kristallisation wurde die HIV-1 Protease Mutante Q7K L33I L63I verwendet. Abbil-

dung 53 zeigt das Grundgerüst der bizyklischen Pyrrolidin-basierten Inhibitoren der 

HIV-1 Protease.  
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Abbildung 53: Grundgerüst der bizyklischen     
Pyrrolidine 
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Kinetik 

Die Ki-Werte der bizyklischen Pyrrolidine zeigt Tabelle 11. 

Bezeichnung 

des Inhibi-

tors 

R  K i  [� M] 

NK 101 

OH

 

3.8 

NK 102 
 

17.2 

NK 143 

OH

 

21.9 

NK 144 NH
N

 

55.2 

NK 150 

O

 

21.6 

Tabelle 11: Ki-Werte der bizyklischen Pyrrolidin-basierten Inhibitoren 

Co-Kristallisation der Inhibitoren mit der  HIV-1 Protease  

Die Inhibitoren NK 101, NK 102, NK 143 und NK 150 wurden mit der HIV-1 Protease 

zur Kristallisation angesetzt. Innerhalb einiger Tage wuchsen in den Kristallisationsan-

sätzen mit dem Inhibitor NK 101 große, wohlgeformte, quaderförmige Kristalle, die 

sich in der Form von den eher plättchenförmigen Kristallen der Komplexe der HIV-1 

Protease mit den dreiarmigen Pyrrolidin-Inhibitoren unterschieden. Nach Streak-

Seeding erfolgte auch in den Ansätzen mit den anderen Inhibitoren ein Wachstum ver-

gleichbarer Kristalle.  

Datensammlung und Strukturverfeinerung 

An der Beamline 14.2 des Synchrotrons BESSY II konnten Datensätze von Komplexen 

der HIV-1 Protease mit den Inhibitoren NK 101 und NK 143 gesammelt werden. Die 
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Datensammlung von Kristallen der Komplexe mit den Inhibitoren NK 102 und NK 150 

war im Rahmen dieser Arbeit nicht mehr möglich. 

Tabelle 12 zeigt die kristallograhischen Parameter, die die Daten und die Auswertung 

beschreiben. Beiden Datensätzen konnte die orthorhombische Raumgruppe P21212 zu-

geordnet werden, in der die asymmetrische Einheit ein HIV-1 Protease Dimer umfasst. 

Aufgrund der hohen Auflösung der Strukturen von 1.38Å bzw. 1.45Å war eine ani-

sotrope Verfeinerung der B-Werte möglich. 

Bezeichnung der Struktur HIV-1 PR – NK 101 HIV-1 PR – NK 143 

Datensammlung und Prozessierung 

Wellenlänge [Å] 0.91841 0.91841 

Raumgruppe P21212 P21212 

Einheitszellparameter [Å,°]                        
a = 58.4, b = 85.7 , c = 46.9;      

a, �  , �  = 90.0  

a = 57.9, b = 85.6 , c = 46.8;                         

a, �  , �  = 90.0  

Auflösungsbereich [Å] 30.00-1.38 (1.40-1.38) 50.00-1.45 (1.48-1.45) 

Anzahl einzigartiger Reflexe 47925 (2263) 41637 (2067) 

Rsym [%] 3.8 (36.5) 5.7 (47.5) 

Vollständigkeit [%]  98.2 (95.1) 98.5 (98.9) 

Redundanz 5.0 (4.3) 4.2 (4.1) 

I / �  38.6 (3.6) 23.6 (2.8) 

Matthews-Koeffizient [Å3/Da] 2.7 2.7 

Lösungsmittelgehalt [%] 54.7 54.2 

Strukturverfeinerung 

Auflösungsbereich [Å] 29.18-1.38 23.67-1.45 

Anzahl der Reflexe für die Ver-

feinerung 
43085 39386 

Anzahl der Reflexe im Testda-

tensatz 
4815 2071 

R-Faktor [%]  14.9 15.1 

Freier R-Faktor [%]  18.1 18.3 
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RMSD-Werte 

Bindungslängen [Å]  0.006 0.006 

Bindungswinkel [°] 1.228 1.231 

Durchschnittliche B-Werte 

Protein 16.3 16.9 

Inhibitor 20.6 18.9 

Wasser 35.6 34.4 

Weitere Liganden 20.4 19.8 

Ramachandran Plot 

Aminosäuren in bevorzugten 

Regionen [%] 
96.2 96.2 

Aminosäuren in zusätzlich er-

laubten Regionen [%] 
3.8 3.8 

Sonstiges 

Anzahl der Aminosäuren 198 198 

Anzahl Atome des Inhibitors 29 33 

Anzahl der Wassermoleküle 294 243 

Anzahl der Atome weiterer Li-

ganden 
3 3 

PDB-Code 3QN8 3QP0 

Tabelle 12: Kristallographische Tabelle zu den Strukturen der Komplexe der HIV-1 Protease                 
mit den Inhibitoren NK 101 und NK 143 

Die Differenzelektronendichte in der Bindetasche definiert jeweils gut die Struktur und 

Anordnung der Liganden in der Bindetasche, wie die Abbildungen 54 und 55 zeigen.  
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Abbildung 55: Fo-Fc-Elektronendichtekarte für den Inhibitor NK 143 (� -Level: 3.5) 

Die Besetzung des Inhibitors NK 143 wurde zu 83% verfeinert. Eine der Hydroxy-

methylengruppen liegt in zwei Konformationen vor, wie Abbildung 55 zeigt. Diese 

wurden zu 50% und 33% verfeinert. Zusätzliche Differenzelektronendichte wurde ent-

lang des aromatischen Ringsystems dieses Substituenten und nahe der Hydroxymethy-

lengruppe, deren Besetzung zu 50% verfeinert wurde, beobachtet. Die Ursache dafür 

konnte jedoch nicht abschließend geklärt werden. 

Die Qualität der Elektronendichte im Bereich der Flap der HIV-1 Protease war im Ver-

hältnis zu den anderen im Rahmen dieser Arbeit verfeinerten Strukturen reduziert. Ins-

besondere in der Struktur des Komplexes der HIV-1 Protease mit dem Inhibitor NK 101 

konnte nahe den Aminosäuren Ile50A bis Gly52A und Ile47B bis Val56B Differenz-

elektronendichte beobachtet werden. Die Verfeinerung einer alternativen Konfomation 

des Proteins in diesen Bereichen ließ sich jedoch nicht realisieren. Eine verhältnismäßig 

hohe Beweglichkeit in diesem Bereich scheint jedoch wahrscheinlich. In Tabelle 13 

sind die durchschnittlichen B-Werte für diesen Bereich den durchschnittlichen B-

Werten für das gesamte Protein gegenübergestellt. Als Vergleich werden dabei bei-

 

Abbildung 54: Fo-Fc-Elektronendichtekarte für den               
Inhibitor NK 101 (�  -Level: 3.5) 
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spielhaft die Kristallstrukturen der Komplexe der HIV-1 Protease mit den dreiarmigen 

Pyrrolidinderivaten NK 81 und NK 82 herangezogen, bei deren Verfeinerung das beo-

bachtete Phänomen nicht auftrat.  

Bezeichnung der Kristall-

struktur 

Durchschnittliche B-Werte 

im Bereich Ile50A-Gly52A / 

Ile47B-Val56B 

Durchschnittliche B-Werte 

des Gesamtproteins 

HIV-1 PR – NK 101 26.0 16.3 

HIV-1 PR – NK 143 22.2 16.9 

HIV-1 PR – NK 81 21.2 13.8 

HIV-1 PR – NK 82 22.5 12.2 

Tabelle 13: Durchschnittliche B-Werte im Bereich Ile50A-Gly52A / Ile47B-Val56B und des Gesamtpro-
teins der Kristallstrukturen der Komplexe der HIV-1 Protease mit den Inhibitoren NK 101, NK 143, 

NK 81 und  NK 82  

Die B-Werte der Kristallstrukturen der Komplexe der HIV-1 Protease mit den bizykli-

schen Pyrrolidininhibitoren sind im Verhältnis zu den anderen beiden Strukturen weder 

relativ noch absolut signifikant erhöht. Allgemein ist zu beobachten, dass die B-Werte 

im Bereich der Flap-Region höher sind als der Durchschnitt. 

Dies verdeutlicht auch Abbildung 56, in der die Strukturen der Komplexe der HIV-1 

Protease mit den Inhibitoren NK 101 und NK 81 in Abhängigkeit vom B-Wert einge-

färbt sind. 

 

Abbildung 56: Kristallstrukturen der Komplexe der HIV-1 Protease mit den Inhibitoren NK 101 (links) und 
NK 81 (rechts), eingefärbt in Abhängigkeit vom B-Wert (niedriger B-Wert=blau, hoher B-Wert=grün) 
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Vergleich der Bindungsmodi der Inhibitoren 

Eine Überlagerung der Koordinaten der Inhibitoren NK 101 und NK 143 zeigt, dass 

diese einen sehr ähnlichen Bindungsmodus zum Protein einnehmen. Lediglich die Posi-

tion der aromatischen Ringe ist leicht verändert, damit die jeweiligen Interaktionen der 

Hydroxygruppen in der S2- und S2'-Tasche ausgebildet werden können. 

Der Stickstoff des Pyrrolidinrings interagiert, wie erwartet, mit den katalytischen Aspar-

taten 25A und 25B. Die Carbonylsauerstoffe des Pyrazindions gehen Wechselwirkun-

gen mit der Flap-Region der HIV-1 Protease ein. Während ein Carbonylsauerstoff eine 

direkte Interaktion zum Amidstickstoff des Rückgrats von Ile50B eingeht, werden wei-

tere Wechselwirkungen über ein Wassermolekül vermittelt. Dieses kann Wasserstoff-

brückenbindungen zu den Amidstickstoffen des Rückgrats von Ile50B, Gly51A und 

Gly51B sowie zum Carbonylsauerstoff von Gly52A eingehen. In der Struktur des 

Komplexes der HIV-1 Protease mit dem Inhibitor NK 143 beträgt die Distanz zum   

Amidstickstoff des Rückgrats von Gly52A 3.5Å, in der Struktur mit dem Inhibitor 

NK 101 3.6 Å, so dass hier eine weitere, eher schwache, Wasserstoffbrückenbindung 

möglich ist. Die Interaktionen mit der Flap-Region im Detail werden am Beispiel des 

Inhibitors NK 143 in Abbildung 60 gezeigt. Eine Kristallstruktur mit einem im Hinblick 

auf die Flap-Region alternativen Bindungsmodus des Inhibitors NK 101 wird in Kapitel 

2.3.7 vorgestellt.  

Die Substituenten des bizyklischen Grundgerüsts besetzen die S2- und S2'-Tasche der 

HIV-1 Protease. Die Hydroxygruppen des Inhibitors NK 101 interagieren in beiden Ta-

schen mit den Amidstickstoffen der Aminosäuren Asp29 und Asp30. Weiterhin sind 

Wechselwirkungen zu jeweils zwei Wassermolekülen möglich. Van der Waals-

Wechselwirkungen dieser Substituenten, insbesondere der aromatischen Ringe, werden 

zu den Aminosäuren Ala28, Asp29, Asp30, Val 32, Ile47, Ile50 und Ile84 ausgebildet.  

 

Abbildung 57: Überlagerung der Koordinaten der Inhibitoren         
NK 101 (lila) und NK 143 (violett) 
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Abbildung 58: Bindungsmodus des Inhibitors NK 101 (lila) 

Abbildung 59: Bindungsmodus des Inhibitors NK 143 (violett) 
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Die Position der Hydroxymethylengruppen des Inhibitors NK 143 ist durch die zusätzli-

che Methylgruppe leicht verschieden, so dass sich auch Unterschiede in den Wechsel-

wirkungen ergeben. Die Hydroxymethylengruppe des die S2-Tasche adressierenden 

Substituenten wurde in zwei Konformationen verfeinert. Liegt sie in der Konformation 

vor, die mit einer Besetzung von 50% verfeinert wurde, sind Interaktionen zum A-

 

Abbildung 60: Interaktionen des Inhibitors NK 143 
(violett) mit den Aminosäuren der Flap-Region der 

HIV-1 Protease (beige) 

 

Abbildung 61: Interaktionen des Inhibitors NK 143 (violett) in der S2- Tasche (rechts) und                                  
S2'-Tasche (links) der HIV-1 Protease (beige) 
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midstickstoff des Rückgrats der Aminosäure Asp29B und einem Wassermolekül mög-

lich. Die alternative Konformation wurde mit einer Besetzung von 33% verfeinert. Hier 

sind Wechselwirkungen sowohl mit den Amidstickstoffen des Rückgrats von Asp29B 

und Asp30B als auch mit der Seitenkette von Asp29B möglich. Zusätzliche van der 

Waals-Wechselwirkungen dieses Substituenten im Vergleich zum Inhibitor NK 101 

werden zu den Aminosäuren Gly27B und Gly48B ausgebildet. In der S2'-Tasche liegt 

nur eine Konformation der Hydroxymethylengruppe vor, die sich jedoch von den in der 

S2-Tasche beobachteten unterscheidet. In dieser Konformation sind Wechselwirkungen 

zu den Amidstickstoffen des Rückgrats der Aminosäuren Asp29A und Asp30A, der 

Seitenkette von Asp30A und einem Wassermolekül möglich. Van der Waals-

Wechselwirkungen dieses Substituenten werden vergleichbar zu dem Inhibitor NK 101 

ausgebildet, jedoch zusätzlich zu der Aminosäure Gly48A.  Die Interaktionen in der S2- 

und S2'-Tasche werden im Detail in Abbildung 61 dargestellt. Die S1- und S1'-Tasche 

verbleiben durch den Inhibitor unbesetzt und enthalten mehrere Wassermoleküle. 

Zusammenfassung und Diskussion 

Biyzklische Pyrrolidine konnten als Inhibitoren der HIV-1 Protease etabliert werden.  

Die Bindungsaffinität von fünf verschiedenen Derivaten zu der HIV-1 Protease konnte 

im Enzymassay bestätigt werden. Es gelang, vier der Inhibitoren im Komplex mit der 

HIV-1 Protease zu kristallisieren. Zwei Kristallstrukturen von Komplexen der HIV-1 

Protease mit den Inhibitoren NK 101 und NK 143 konnten bestimmt werden. Ein Ver-

gleich der Bindungsmodi der beiden Inhibitoren zeigt, dass beide sehr ähnlich an das 

Protein binden. Abweichungen im Bindungsmodus ergeben sich durch die unterschied-

lichen Substituenten in meta-Position der aromatischen Ringsysteme: NK 143 besitzt im 

Gegensatz zu NK 101 eine zusätzliche Methylengruppe zwischen der Hydroxygruppe 

und dem aromatischen Ring. Zu den auch bei NK 101 beobachteten Interaktionen mit 

den Amidstickstoffen des Rückgrats von Asp29A und Asp30A in der S2'-Tasche 

kommt im Fall von NK 143 eine Wechselwirkung mit der Seitenkette von Asp30A hin-

zu. Jedoch stellt sich die Frage, warum diese nicht auch für den Inhibitor NK 101 mög-

lich ist. Wie schon in Kapitel 2.3.5 beschrieben wurde, ist die Seitenkette von Asp30 in 

ihrer Konformation sehr flexibel und kann sich an den jeweiligen Inhibitor anpassen. 

Betrachtet man außerdem die Ergebnisse des Enzymassays, bei dem der Inhibitor 

NK 143 eine schächere Affinität zu der HIV-1 Protease aufweist als der Inhibitor 

NK 101, scheint es, als ob diese zusätzliche Interaktion keinen Gewinn bedeutet. In der 
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S2-Tasche geht die Hydroxymethylengruppe des Inhibitors NK 143 je nach Konforma-

tion unterschiedliche Wechselwirkungen ein: In der schwächer besetzten Konformation 

können zusätzlich zu der Wechselwirkung mit dem Rückgrat Interaktionen zu der Sei-

tenkette von Asp30B ausgebildet werden. Dennoch ist diese nicht die bevorzugte Kon-

formation.  Es lässt sich an dieser Stelle nicht abschließend klären, welchen Beitrag die 

einzelnen Interaktionen zur Bindungsaffinität der Inhibitoren leisten. Nach der Struktur-

aufklärung der Komplexe der HIV-1 Protease mit den Inhibitoren NK 102 und NK 150 

können weitere Informationen über deren Bindungsmodi helfen, die ersten Kristall-

strukturen und die Ki-Werte weiter zu interpretieren. Der Inhibitor NK 101 zeigt bisher 

im Enzymassay die höchste Affinität zu der HIV-1 Protease und sollte damit als Grund-

lage für das weitere Design verwendet werden. Eine Erweiterung der Moleküle um Sub-

stituenten, die die S1- und S1'-Tasche der HIV-1 Protease adressieren können, wäre zur 

Steigerung der Bindungsaffinität sinnvoll. In Kapitel 2.3.7 wird vorgestellt, wie ein 

Screening nach Fragmenten durchgeführt wurde, die zusätzlich zu dem Inhibitor 

NK 101 in der S1- und S1'-Tasche binden können, um neue Ideen zur Optimierung der 

bizyklischen Pyrrolidin-Inhibitoren zu gewinnen. 
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2.3.7 Verwendung von Fragmenten im strukturbasierten Design von Inhibitoren der 
HIV-1 Protease 

Einleitung 

Bizyklische Pyrrolidinderivate wurden in Kapitel 2.3.6 als neue Inhibitoren der HIV-1 

Protease vorgestellt. Die bisher entwickelten Inhibitoren adressieren die S2- und S2'-

Tasche des Proteins. Dabei liegt die Bindungsaffinität des stärksten Inhibitors NK 101 

im einstellig mikromolaren Bereich. Die Bindetasche der HIV-1 Protease bietet weite-

ren Raum für die Bindung von Molekülen, wie zum Beispiel in der S1- und S1'-Tasche. 

Dies konnte bereits vergleichbar im Fall der dreiarmigen Pyrrolidinderivate gezeigt 

werden: Die von diesen Inhibitoren nicht adressierte S1-Tasche wurde im Rahmen der 

Kristallisation von verfügbaren kleinen Molekülen besetzt. Um die Bindungsaffinität 

der bizyklischen Pyrrolidinderivate zu erhöhen, können die vorliegenden Verbindungen 

synthetisch erweitert und weitere Bereiche der Bindetasche adressiert werden. Für das 

Design dieser neuen Inhibitoren ist es dabei wichtig zu berücksichtigen, welche Interak-

tionen im verbleibenden Teil der Bindetasche relevant sein können. Um dies zu unter-

suchen und um neue Ideen für die molekularen Strukturen der Inhibitoren zu generieren, 

wurden Fragmente als Sondenmoleküle verwendet. Diese wurden zunächst von Nina 

Klee im Docking ausgewählt und anschließend im Enzymassay und in Kristallisations-

ansätzen eingesetzt. Das Ziel dieser Arbeit sollte sein, Kristallstrukturen der HIV-1 Pro-

tease im Komplex mit einem bizyklischen Pyrrolidinderivat und verschiedenen Frag-

menten zu bekommen. Die Informationen über den Bindungsmodus und die molekulare 

Struktur der Fragmente sollen in das Design zukünftiger Inhibitoren einfließen.  

Fragmente sind kleine Moleküle, deren Molekulargewicht für gewöhnlich unter 300 Da 

liegt. Die Verwendung fragmentbasierter Ansätze bei der Suche nach neuen Wirkstof-

fen hat in den letzten Jahren stark zugenommen. Ursache dafür war der Wunsch nach 

kleineren Ausgangsmolekülen als Startstrukturen im Wirkstoffdesign, die dann syste-

matisch zu Arzneistoffen erweitert werden können. [99-101] Die für diese Arbeit ver-

wendete Fragmentbibliothek wurde von Tobias Craan im Rahmen einer Industriekoope-

ration zusammengestellt. Sie besteht aus 364 Fragmenten, die anhand verschiedener 

Kriterien, wie zum Beispiel der Anzahl der Nichtwasserstoffatome, dem Molekularge-

wicht, der Anzahl von Wasserstoffdonoren und –akzeptoren und der Anzahl frei drehba-

rer Bindungen, ausgewählt wurden. [102] 
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In der Literatur findet sich bereits ein erfolgreiches Beispiel für die verwendete Metho-

de. Zur Optimierung eines Inhibitors des humanen Hitzeschockproteins 90 (HSP90) 

wurde ein NMR-Screening mit einer Fragmentbibliothek durchgeführt. Nach der  Struk-

turaufklärung eines ternären Komplexes von Protein, Inhibitor und einem Fragment 

mittels Röntgenkristallographie und NMR-Spektroskopie konnte der Inhibitor durch 

Verknüpfung mit dem Fragment erfolgreich hinsichtlich der Bindungsaffinität optimiert 

werden. [103] 

Ein Fragment-basiertes kristallographisches Screening gegen die HIV-1 Protease wurde 

bereits in der Literatur beschrieben. Dabei konnten zwei potentielle Bindestellen für 

Fragmente ausserhalb der Bindetasche der HIV-1 Protease durch Kristallstrukturen  

identifiziert werden. Es gelang jedoch nicht, die HIV-1 Protease im Komplex mit allein 

einem Fragment in der Bindetasche zu kristallisieren. [104]  Der Versuch einer solchen 

Co-Kristallisation und die damit zusammenhängenden Herausforderungen sollen eben-

falls in diesem Kapitel vorgestellt und diskutiert werden.  

Ergebnisse 

Auswahl der Fragmente 

Eine Auswahl von 59 Fragmenten aus der beschriebenen Bibliothek mit einem Moleku-

largewicht von maximal 170 g/mol wurde von Nina Klee für ein Docking mit dem Pro-

gramm FlexX verwendet. Nach anschließender Minimierung mit dem Programm Mi-

niMuDS wurden anhand des im Docking erhaltenen Scores und nach visueller Inspekti-

on der Ergebnisse zehn Fragmente ausgewählt. Die Strukturformeln dieser Fragmente 

sind nachfolgend abgebildet. Die korrespondierenden Nummern entsprechen denen der 

Fragmentbibliothek. 
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Nr. 5 Nr. 92 Nr. 115 Nr. 185 

N

NH2  

N

O

O  NH2

O

O

 

N
S

NH2
O

 

Nr. 211 Nr. 266 Nr. 274 Nr. 285 

H2N
O

O

 

N

N

O

OH  

NH2

O

F  NH2

H
N

O

 

Nr. 286 Nr. 354 

 
OH

O

H2N
 

OH

O

O

 

 

Tabelle 14: Strukturformeln der verwendeten Fragmente 

Zur Prüfung der Identität und der Reinheit der käuflich erworbenen Fragmente wurden 

massenspektrometrische Untersuchungen von dem Kooperationspartner Merck KGaA 

durchgeführt. Die Identität des Fragmentes Nr. 92 konnte dabei nicht bestätigt werden. 

Die Reinheit von Fragment Nr. 286 wurde durch diese Messungen zu 10% spezifiziert. 

Somit konnten diese beiden Fragmente nicht für experimentelle Arbeiten verwendet 

werden.  

Kinetik 

Im Enzymassay wurde getestet, ob die Fragmente einen zusätzlichen Beitrag zur Inhibi-

tion des Inhibitors NK 101 leisten können. Der Inhibitor NK 101 wurde jeweils in einer 

finalen Konzentration von 10 � M eingesetzt, was zu einer Inhibition der HIV-1 Protease 

von 67,3% führte. Die Fragmente wurden jeweils in einer finalen Konzentration von 

1 mM verwendet. Im Fall der Verwendung von drei dieser Fragmente in Kombination 

mit dem Inhibitor NK 101 konnte ein zusätzlicher Effekt festgestellt werden: Die Inhi-

bition in Anwesenheit von Fragment Nr. 115 konnte auf 81,9%, mit Fragment Nr. 266 

auf 91,0% und mit Fragment Nr. 354 auf 91,5%. gesteigert werden. Jedoch ergab die 



2 HIV-1 Protease  

 
 

108

Testung dieser Fragmente in Abwesenheit des Inhibitors ebenfalls eine Inhibition der 

HIV-1 Protease. Fragment Nr. 115 inhibierte das Protein zu 39,8%, Fragment Nr. 266 

zu 64,8% und Fragment Nr. 354 zu 77,3%. Somit erschien es als wahrscheinlich, dass 

der beobachtete zusätzliche Effekt nicht kooperativ war, sondern durch eine individuelle 

Reaktion der Fragmente mit dem katalytischen Zentrum der HIV-1 Protease verursacht 

wurde. 

Co-Kristallisation der HIV-1 Protease mit den Fragmenten Nr. 266 und Nr. 354 

Die Fragmente Nr. 266 und Nr. 354, die im Enzymassay eine signifikante Inhibition der 

HIV-1 Protease auch in Abwesenheit des Inhibitors NK 101 zeigen konnten, wurden in 
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Abbildung 62: Prozentuale Inhibition der HIV-1 Protease durch die Fragmen-
te in Anwesenheit des Inhibitors NK 101 
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Abbildung 63: Prozentuale Inhibition der HIV-1 Protease durch die Fragmen-
te in Abwesenheit des Inhibitors NK 101 
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einer finalen Konzentration von 2mM mit dem Protein zur Co-Kristallisation angesetzt. 

Es wuchsen in beiden Ansätzen kleine, dünne Kristalle, die sich als sehr leicht zerbrech-

lich erwiesen. So gelang die Überführung in das Kryoprotektivum und das anschließen-

de Einfrieren im flüssigen Stickstoff nur mit einem Kristall aus den Ansätzen mit Frag-

ment Nr. 354. Es konnte ein Datensatz mit einer Auflösung von 2.0Å am Synchrotron 

BESSY II gesammelt werden. Aufgrund des verhältnismäßig geringen Diffraktionsver-

mögen des Kristalls, vermutlich bedingt durch seine Größe, musste dabei eine relativ 

hohe Belichtungszeit von 20 s pro Bild gewählt werden. Leider konnte nach einigen 

Zyklen der Verfeinerung des Datensatzes der in der Bindetasche nachweisbaren Diffe-

renzelektronendichte keine eindeutige molekulare Struktur zugeordnet werden. Das 

Fragment hatte nicht quantitativ an die Proteinmoleküle im Kristall gebunden. Somit 

erfolgte keine weitere Bearbeitung dieses Datensatzes.  

Co-Kristallisation der HIV-1 Protease mit dem Inhibitor NK 101 in Kombination mit 
den Fragmenten Nr. 5 und Nr. 285 

Die Fragmente Nr. 5 und Nr. 285 wurden für eine Co-Kristallisation mit der HIV-1 Pro-

tease und dem Inhibitor NK 101 verwendet. Die Methode sollte zunächst mit zwei der 

acht verbleibenden Fragmente getestet werden, da eine Co-Kristallisation im Vergleich 

zum Soaking sowohl zeit- als auch materialaufwendiger ist. Die finale Konzentration 

des Inhibitors sowie die der Fragmente in den Kristallisationsansätzen und auch später 

im Kryoprotektivum betrug 1mM. In den Kristallisationsansätzen wuchsen jeweils gro-

ße, wohlgeformte, quaderförmige Kristalle, deren Aussehen denen der Kristalle des 

Komplexes der HIV-1 Protease mit den bizyklischen Pyrrolidin-Inhibitoren entsprach. 

Von jeweils einem Kristall aus den Ansätzen mit den beiden Fragmenten konnten Da-

tensätze am Synchrotron BESSY II gesammelt werden. Die Auflösung des Datensatzes 

des Kristalls mit Fragment Nr. 5 beträgt 1.6Å, die des Datensatzes des Kristalls mit 

Fragment Nr. 285 1.47Å. Die Differenzelektronendichte in der Bindetasche definiert gut 

die Koordinaten und somit die Position des Inhibitors NK 101, jedoch konnte auch nach 

einigen Verfeinerungszyklen keine zusätzliche Differenzelektronendichte für das jewei-

lig erwartete Fragment beobachtet werden. Somit erfolgte auch keine weitere Bearbei-

tung dieser Datensätze. 
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Co-Kristallisation der HIV-1 Protease mit dem Inhibitor NK 101 und anschließendes 
Soaking von Fragmenten  

Da die initialen Co-Kristallisationsexperimente, wie beschrieben, erfolglos geblieben 

waren, wurde nun die Methode des sogenannten Soakings ausprobiert. Die HIV-1 Pro-

tease wurde mit dem Inhibitor NK 101 co-kristallisiert. Die erhaltenen Kristalle wurden, 

wie in Kapitel 2..2.3 beschrieben, für das Soaking mit den acht Fragmenten verwendet. 

Es gab deutliche Unterschiede im Einfluss der einzelnen Fragmente auf die visuell ab-

schätzbare Kristallqualität, so dass die finale Konzentration und die Dauer des Soakings 

individuell variiert werden mussten. Diese Parameter werden in Tabelle 15 aufgeführt.  

Nummer des 

Fragments 
5 115 185 211 266 274 285 354 

Fragment-

konzentration 

beim Soaking 

10 mM 40 mM 40 mM 40 mM 40 mM 40 mM 40 mM 40 mM 

Dauer des Soa-

kings 
90 min 30 min 30 min 30 min 30 min 90 min 90 min 30 min 

Auflösung des 

Datensatzes 
1.73Å 1.39Å 1.55Å 1.55Å 1.46Å 1.73Å 1.50Å 1.25Å 

Differenz-

elektronendichte 

für NK 101 

+ + + - + - + + 

Differenz-

elektronendichte 

für das Frag-

ment 

- + - - - - - - 

Tabelle 15: Parameter des kristallographischen Fragment-Screenings 

Datensammlung und Strukturverfeinerung 

Es konnten acht Datensätze gesammelt werden, sechs davon am an der Beamline 14.2 

des Synchrotron BESSY II, zwei am inhouse-Röntgendiffraktometer. Die dazugehörige 

Auflösung der Datensätze zeigt Tabelle 15. Nach einigen Verfeinerungszyklen wurde 
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die Differenzelektronendichte in der Bindetasche betrachtet. In zwei Strukturen war 

keine Differenzelektronendichte vorhanden, die dem Inhibitor NK 101 zugeordnet wer-

den konnte. In den verbleibenden sechs Strukturen wurde der Inhibitor durch die Diffe-

renzelektronendichte gut definiert. In sieben der acht Strukturen war keine Differenz-

elektronendichte vorhanden, die der molekularen Struktur der für das Soaking verwen-

deten Fragmente zugeordnet werden konnte. In einem Fall gelang es jedoch dem Frag-

ment, in die Bindetasche vorzudringen: In der Struktur des Kristalles, der für ein Soa-

king mit dem Fragment Nr. 115 verwendet worden war, ist Differenzelektronendichte 

für zwei Moleküle des Fragments vorhanden. Abbildung 64 zeigt, dass die Fragmente 

gut durch die Differenzelektronendichte definiert werden, dabei ist die Qualität der 

Dichte für das Fragment in der S1-Tasche etwas höher. Die Verfeinerung dieses Daten-

satzes wurde somit abgeschlossen und die Koordinaten der Struktur unter dem Code 

3QIH in der Proteindatenbank deponiert. Aufgrund der hohen Auflösung der Struktur 

von 1.39Å war eine anisotrope Verfeinerung der B-Werte möglich. Die kristallographi-

schen Parameter, die die Daten und die Auswertung beschreiben, zeigt Tabelle 16. 
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Bezeichnung der Struktur 
HIV-1 PR – NK 101 /        

Fragment 115 

Datensammlung und Prozessierung 

Wellenlänge [Å] 0.91841 

Raumgruppe P21212 

Einheitszellparameter [Å,°];                         
a = 58.0, b = 85.4 , c = 46.7      

a, �  , �  = 90.0  

Auflösungsbereich [Å] 50.00-1.39 (1.41-1.39) 

Anzahl einzigartiger Reflexe 47014 (2342) 

Rsym [%] 6.6 (47.1) 

Vollständigkeit [%]  98.8 (100.0) 

Redundanz 4.4 (4.2) 

I / �  19.3 (3.0) 

Matthews-Koeffizient [Å3/Da] 2.7 

Lösungsmittelgehalt [%] 54.0 

Strukturverfeinerung 

Auflösungsbereich [Å] 24.01-1.39 

Anzahl der Reflexe für die Ver-

feinerung 
44640 

Anzahl der Reflexe im Testda-

tensatz 
2339 

R-Faktor [%]  15.1 

Freier R-Faktor [%]  17.1 

RMSD-Werte 

Bindungslängen [Å]  0.006 

Bindungswinkel [°] 1.209 

Durchschnittliche B-Werte 

Protein 18.0 

Inhibitor 22.9 
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Fragment in der S1-Tasche 28.1 

Fragment in der S1'-Tasche 33.8 

Wasser 37.2 

Weitere Liganden 21.7 

Ramachandran-Plot 

Aminosäuren in bevorzugten 

Regionen [%] 
96.8 

Aminosäuren in zusätzlich er-

laubten Regionen [%] 
3.2 

Sonstiges 

Anzahl der Aminosäuren 198 

Anzahl der Atome des Inhibitors 27 

Anzahl der Fragmentatome 12 

Anzahl der Wassermoleküle 280 

Anzahl der Atome weiterer Li-

ganden 
3 

PDB-Code 3QIH 

Tabelle 16: Kristallographische Tabelle zu der Struktur des Komplexes der HIV-1 Protease                   
mit dem Inhibitor NK 101 und dem Fragment Nr. 115 
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Bindungsmodus der Fragmente 

Zwei Moleküle des Fragments Nr. 115 binden zusätzlich zu dem Inhibitor NK 101 in 

der Bindetasche der HIV-1 Protease. Während der Inhibitor die S2- und S2'-Tasche des 

Proteins adressiert, binden die Fragmentmoleküle in der S1- und S1'-Tasche, wie Abbil-

dung 65 zeigt.  

 

Abbildung 64: Fo-Fc-Elektronendichtekarte für die Fragmente (� -Level: 3.0)                                      
Links: Fragment in der S1-Tasche, rechts: Fragment in der S1'-Tasche 

 

Abbildung 65: Besetzung der Subtaschen der HIV-1 Protease durch den 
Inhibitor NK 101 und zwei Moleküle des Fragments Nr. 115 

S1 

S1' 

S2' 

S2 
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Der Bindungsmodus im Detail ist am Beispiel des Fragments in der S1'-Tasche in Ab-

bildung 66 gezeigt. Beide Fragmentmoleküle gehen nahezu die gleichen Interaktionen 

ein. Die Aminogruppe des Fragments findet Partner für potentielle Wasserstoffbrücken-

bindungen in den Aminosäuren Asp25B und Gly27A. Die Carboxylgruppe des Carbon-

säureethylesters in meta-Position kann als Akzeptor für den Wasserstoff von Arg8B 

dienen. Diese Aminosäure liegt jedoch in zwei Konformationen vor, so dass diese Inter-

aktion nicht in allen Molekülen des Kristalls ausgebildet werden kann. Die Konformati-

on der Aminosäure Arg8, die die Wechselwirkung mit dem Fragment eingehen kann, 

wurde in der S1'-Tasche zu 53% und in der S1-Tasche zu 58% verfeinert.  

Van der Waals-Wechselwirkungen werden zwischen den Fragmenten und den Amino-

säuren Arg8, Leu23, Asp25, Gly27, Gly48, Gly49, Ile50, Phe53, Pro81, Val82 und  

Ile84 und auch zu dem Inhibitor NK 101 ausgebildet. In der S1'-Tasche sind zusätzliche 

van der Waals-Wechselwirkungen zu der Aminosäure Trp6A des symmetrieäquivalen-

ten Moleküls möglich. 

Bindungsmodus des Inhibitors NK 101 

Der Inhibitor NK 101 bindet nahezu vergleichbar zu der in Kapitel 2.3.6 beschriebenen 

Struktur an die HIV-1 Protease. Während die Interaktionen zu den katalytischen Aspar-

taten und in der S2- und S2'-Tasche erhalten geblieben sind, lässt sich jedoch ein Unter-

schied in der Wechselwirkung mit der Flap-Region der HIV-1 Protease feststellen. Wie 

 

Abbildung 66: Interaktionen des Fragments (türkis) in der S1'-
Tasche der HIV-1 Protease (beige) 

Asp25B 
Gly27A 

Arg8B 

53% 47% 
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Abbildung 67 zeigt, interagieren in dieser Struktur beide Carbonylsauerstoffe des Inhi-

bitos direkt mit den Amidstickstoffen der Aminosäuren Ile50A und Ile50B. In der zuvor 

beschriebenen Struktur gibt es dagegen nur eine direkte Interaktion zu Ile50B, während 

weitere Wechselwirkungen über ein Wassermolekül zu den Amidstickstoffen des Rück-

grats von Ile50B, Gly51A und Gly51B sowie zum Carbonylsauerstoff von Gly52A 

vermittelt werden. Dieser Unterschied ist möglich durch einen Flip des Dipeptids     

Ile50A-Gly51A.  Die Position der Carbonylsauerstoffe des Inhibitors NK 101 ist durch 

das veränderte Interaktionsmuster in den beiden Strukturen ebenfalls leicht verschieden. 

Zusammenfassung und Diskussion 

Es wurde ein Fragment-basiertes Screening durchgeführt, dessen Ziel es war, Moleküle 

zu identifizieren, die parallel zu dem bizyklischen Pyrrolidin-Inhibitor NK 101 an die 

HIV-1 Protease binden können. Die im Docking ausgewählten Fragmente wurden zu-

nächst im Enzymassay getestet. Dabei stellte sich heraus, dass einige Fragmente zwar 

eine Inhibition der HIV-1 Protease zeigen konnten, jedoch unabhängig vom Inhibitor 

NK 101. Ein kooperativer Effekt der ausgewählten Fragmente konnte dabei jedoch nicht 

festgestellt werden. 

Eine Co-Kristallisation der HIV-1 Protease mit zwei der Fragmente, die eine Inhibition 

im Assay zeigen konnten, führte jedoch nur zu qualitativ minderwertigen Kristallen. 

Trotzdem gelang es, einen Datensatz von einem dieser Kristalle zu sammeln: Jedoch 

 

Abbildung 67: Interaktionen des Inhibitors NK 101 mit der Flap-Region der HIV-1 Protease                           
Links: Bindungsmodus in der Kristallstruktur mit zwei gebundenen Fragmentmolekülen                   

Rechts: Bindungsmodus in der in Kapitel 2.3.6 beschriebenen Kristallstruktur ohne Fragmentmoleküle 

Gly51A Gly51A Gly51B Gly51B 

Ile50B Ile50B 

Ile50A 
Ile50A 
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konnte die Differenzelektronendichte in der Bindetasche keiner eindeutigen Struktur 

zugeordnet werden. Dieses Ergebnis lässt vermuten, dass schon anhand der Kristallqua-

lität abgeschätzt werden kann, ob eine Bindung quantitativ erfolgt ist. Eine ähnliche 

Beobachtung bei der Co-Kristallisation der HIV-1 Protease mit dem Inhibitor KeLi 184 

wurde bereits in Kapitel 2.3.4 beschrieben.  

Bisher ist in der Literatur keine Kristallstruktur der HIV-1 Protease im Komplex mit 

einem Fragment allein in der Bindetasche beschrieben. Ein solch kleines Molekül hat es 

schwer, mit hinreichender Affinität gleichzeitig die katalytischen Aspartate und die 

Flap-Region zu adressieren. Für eine erfolgreiche Kristallisation der HIV-1 Protease in 

den orthorhombischen und den hexagonalen Raumgruppen scheint jedoch die Stabilisie-

rung der Flap-Region durch ein Molekül in der Bindetasche unabdingbar: Die Packung 

der einzelnen Moleküle im Kristall ist in dieser Form nur bei geschlossener Flap denk-

bar. Es wäre sicherlich möglich, eine Kristallstruktur der HIV-1 Protease im Komplex 

mit einem Fragment bei geöffneter Flap zu bekommen, Co-Kristallisation und Soaking 

sind als Methode beides denkbar. Eine Kristallisation in dieser Konformation erfolgte 

zumeist in der tetragonalen Raumgruppe P41212 und erfordert vermutlich veränderte 

Kristallisationsbedingungen. Jedoch ist eine solche Kristallstruktur, bei der die Bindeta-

sche weit geöffnet und damit sehr unterschiedlich im Verhältnis zu Komplexstrukturen 

mit Inhibitoren ist, somit weniger geeignet als Ausgangspunkt für das strukturbasierte 

Design. 

Eine weitere Möglichkeit wäre, die HIV-1 Protease mit einem niedrig affinen Inhibitor 

zu kristallisieren und anschließend zu versuchen, den Inhibitor durch Soaking mit einem 

Fragment  zu verdrängen. Dass dies möglich sein kann, zeigt das Fehlen der Differenz-

elektronendichte für den Inhibitor NK 101 in den Strukturen der Kristalle aus dem Soa-

king mit den Fragmenten Nr. 211 und Nr. 274. Vermutlich konnten die Fragmente in 

einem Teil der Moleküle im Kristall den Inhibitor erfolgreich verdrängen, jedoch selbst 

noch keine quantitative Bindung an die HIV-1 Protease eingehen, so dass die Differenz-

elektronendichte weder dem Inhibitor noch dem Fragment zugeordnet werden konnte. 

Eine höhere Fragmentkonzentration, eine längere Dauer des Soakings und das Testen 

weiterer geeigneter Fragmente könnten hier zum Erfolg führen. 

Das ursprüngliche Ziel, eine Kristallstruktur der HIV-1 Protease im Komplex mit einem 

bizyklischen Pyrrolidininhibitor zusammen mit einem Fragment zu erhalten, wurde er-

reicht: Eines von acht verwendeten Fragmenten konnte nach einem kristallographischen 

Screening in der Bindetasche identifiziert werden. Der Bindungsmodus des Fragments 
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in der S1-und S1'-Tasche gibt Aufschluss über wichtige Interaktionspartner in der Bin-

detasche der HIV-1 Protease: Die Adressierung der Aminosäuren Arg8 und Gly27 sollte 

im nachfolgenden Design berücksichtigt werden. Weitere Interaktionen zu den katalyti-

schen Aspartaten scheinen möglich. Auch das Dithiandiol-Molekül, das in einigen Kris-

tallstrukturen der HIV-1 Protease mit den dreiarmigen Pyrrolidinderivaten in der S1-

Tasche vorhanden ist, bindet an Asp25A und Gly27B.  

Für die Unterschiede in den Interaktionen des Inhibitors NK 101 mit den Aminosäuren 

der Flap-Region in den beiden Strukturen lässt sich nach detaillierter Betrachtung der 

Kristallstrukturen keine nahe liegende Erklärung finden. Die Bindung der Fragmente 

scheint in keinem ursächlichen Zusammenhang mit dem Dipeptidflip oder der leicht 

veränderten Konformation des Inhibitors zu stehen. Unterschiede in der Konformation 

des Dipeptids Ile50-Gly51 wurden schon in weiteren Kristallstrukturen beobachtet. Dies 

ist zum Beispiel in Kapitel 2.3.2 beschrieben. In der Struktur des Komplexes der HIV-1 

Protease mit dem Inhibitor NK 82 konnte dieses Dipeptid sogar in zwei Konformatio-

nen verfeinert werden. Während der Verfeinerung verschiedener Strukturen fiel außer-

dem immer wieder auf, dass die Elektronendichte in diesem Bereich qualitativ relativ 

schlecht ist. Somit liegt die Vermutung nahe, dass die Geometrie des Dipeptids sehr 

flexibel sein kann und sich in diesen beiden Fällen zufällig ergeben hat.  

Eine direkte Verknüpfung des Inhibitors NK 101 mit einem oder zwei Molekülen des 

Fragments, die zu einer höheren Bindungsaffinität der bizyklischen Pyrrolidinderivate 

führen soll, scheint synthetisch schwierig zu sein. Jedoch umfasste dieses Screening nur 

eine kleine Auswahl an Fragmenten. Nachdem hier gezeigt werden konnte, dass der 

methodische Ansatz auch für dieses Zielprotein funktioniert, können nun viele weitere 

Moleküle, aus der Fragmentbibliothek und darüber hinaus, getestet werden. Ein kristal-

lographisches Screening ist verhältnismäßig zeit- und materialaufwendig. Daher wäre 

eine Vorauswahl mittels einer anderen Methode, wie etwa NMR oder SPR, sinnvoll. Im 

fluoreszenzbasierten Assay konnte die kooperative Bindung des Fragments Nr. 115 

nicht festgestellt werden. Eine Kombination verschiedener Assaymethoden und der 

Vergleich mit den resultierenden Kristallstrukturen wären wegweisend für die Zukunft 

des Fragment-basierten Wirkstoffdesigns. 
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3 Transglutaminase 2 

3.1 Einleitung 

3.1.1 Zöliakie 

Die Autoimmunerkrankung Zöliakie wird induziert durch die Aufnahme von Proteinen 

aus Getreide wie Weizen, Roggen und Gerste mit der Nahrung. Diese Proteine werden 

mit dem Sammelbegriff Gluten oder umgangssprachlich auch als Klebereiweiße be-

zeichnet und besitzen einen hohen Anteil an den Aminosäuren Prolin und Glutamin. 

Zöliakiepatienten entwickeln eine chronische Enteropathie und als Folge eine Abfla-

chung der intestinalen Mukosa, so dass deren absorptive Funktion reduziert ist. Nähr-

stoffe können somit schlechter aufgenommen werden. Die Symptome der Zöliakie sind 

gastrointestinale Beschwerden wie Durchfall und Erbrechen, aber auch Lethargie und 

Gewichtsverlust. Mit der Zeit können Patienten auch Anämien oder Osteoporose entwi-

ckeln. Das Risiko für Krebserkrankungen und damit auch die Mortalität ist erhöht.  

Es besteht eine genetische Prädisposition für die Entwicklung einer Zöliakie. Nahezu 

alle betroffenen Patienten exprimieren die Histokompatibilitätsantigene HLA-DQ2 und 

HLA-DQ8, die Glutenpeptide binden können.  

 

 

Abbildung 68: Interaktion zwischen HLA-DQ2 und einem Glutenpeptid                                             
Die aus der Deamidierung von Glutamin resultierende negativ geladene                                           

Aminosäure Glutamat bindet in Position 4 und 6. [105] 
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Die resultierenden Komplexe lösen eine T-Zell-vermittelte Immunantwort und damit 

die beschriebene Symptomatik aus. Die beschriebenen Histokompatibilitätsantigene 

binden in einigen Positionen bevorzugt negativ geladene Aminosäuren, wie Abbildung 

68 zeigt. Diese kommen von Natur aus nicht in signifikanter Anzahl in Gluten vor. Die 

Transglutaminase 2 erhöht die Affinität der Glutenpeptide zu den Histokompatibilitäts-

antigenen, in dem sie die Deamidierung von Glutamin zu negativ geladenem Glutamat 

katalysiert.  [105-107] 

Nach ihrer Identifizierung als Autoantigen [108] wird rekombinant hergestellte 

Transglutaminase 2 nun in enzymbasierten Tests zur Diagnose der Zöliakie eingesetzt. 

Die Prävalenz der Krankheit in der Weltbevölkerung wird auf 1% bis 2% geschätzt, 

wobei geographische und ethnische Unterschiede bestehen. [106] Ein Ausschluss von 

Gluten in der Nahrung führt zur Remission der pathologischen Veränderungen der 

Darmschleimhaut und der beschriebenen Symptome. Jedoch bedeutet eine glutenfreie 

Diät für die Patienten eine große Einschränkung der Lebensqualität, da eine Vielzahl 

von Nahrungsmitteln Gluten enthalten. Dennoch ist sie momentan alternativlos, da kei-

ne Therapeutika zur Behandlung der Zöliakie zur Verfügung stehen. Es gibt jedoch viel-

versprechende Ansätze zur Entwickung einer Therapie. Inhibitoren der Transglutamina-

se 2, wie in dieser Arbeit beschrieben, könnten bei einem Einsatz als Arzneistoff die 

Affinität der Glutenpeptide zu den beschriebenen Histokompatibilitätsantigenen redu-

zieren. [109] Eine andere Möglichkeit ist der Einsatz von oral applizierbaren Enzymen 

zur Spaltung des Glutens in unschädliche Bestandteile. [110] 

3.1.2 Die Transglutaminase 2 

Die Familie der Transglutaminasen 

Transglutaminasen katalysieren calciumabhängig die posttranslationale Modifizierung 

von Proteinen durch Transamidierung und Deamidierung. Sie kommen in einer Vielzahl 

von Organismen vor, darunter Pflanzen, Säugetiere und auch Mikroorganismen. Das 

humane Genom enthält neun für Transglutaminasen codierende Gene. Die Funktion und 

das Vorkommen der daraus resultierenden Proteine ist in Tabelle 17 dargestellt. Es han-

delt sich jeweils um relativ große Proteine mit einem Molekulargewicht zwischen 

70 kDa und 90 kDa.  

Drei der humanen Transglutaminasen sind bisher strukturell charakterisiert worden: Die 

Transglutaminase 2, die Transglutaminase 3 und der Blutgerinnungsfaktor XIII. Es be-
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steht eine hohe strukturelle Ähnlichkeit zwischen den drei Proteinen, die aus jeweils 

vier Domänen bestehen. [111-113] 

Protein Funktion Vorkommen PDB-Codes der Kris-

tallstrukturen 

Transglutaminase 1 
Keratinozyten-

Differenzierung 

Membrangebunden in 

Keratinozyten 
- 

Transglutaminase 2 

Apoptose, Zelladhä-

sion, Matrixstabilisie-

rung, Signaltransduk-

tion 

In zahlreichen Gewe-

ben verbreitet; intra- 

und extrazellulär, 

membrangebunden 

1KV3[114], 3LY6 

[115], 2Q3Z [6], 3S3J,  

3S3P, 3S3S,  2XZZ 

[116] 

Transglutaminase 3 
Keratinozyten-

Differenzierung 

Haarfollikel, Epider-

mis, Gehirn 

1NUD, 1NUF, 1NUG 

[117], 1L9M, 1L9N 

[118] 

Transglutaminase 4 Reproduktion Prostata - 

Transglutaminase 5 
Keratinozyten-

Differenzierung 

Vorhaut, Skelettmus-

kulatur 
- 

Transglutaminase 6 unbekannt Hoden, Lunge - 

Transglutaminase 7 unbekannt 

Ubiquitär, aber vor 

allem in Hoden und 

Lunge 

- 

Faktor XIII 

Blutgerinnung, 

Wundheilung, Kno-

chenwachstum 

Thrombozyten, Pla-

zenta, Makrophagen, 

Gelenkflüssigkeit, 

Knorpel,  

1FIE [119], 1GGY, 

1GGU, 1QRK [120], 

1GGT [121], 1F13 

[122], 1EX0, 1EVU 

[123] 

Erythrozyten-Band 

4.2 

Hauptbestandteil des 

Membranskeletts der 

Erythrozyten; keine 

katalytische Aktivität 

Erythrozyten, Kno-

chenmark, Milz 
- 

Tabelle 17: Funktion und Vorkommen der humanen Transglutaminasen [113] 
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Die Struktur der Transglutaminase 3 ist wie die der Transglutaminase 2 bereits in einer 

aktiven, für Substrate oder Inhibitoren zugänglichen Konformation beschrieben worden. 

Diese wird jedoch nicht durch eine Veränderung der relativen Lage der Domänen zu-

einander, sondern durch eine proteolytische Spaltung zwischen der katalytischen Do-

mäne und der � -Barrel-Domäne 1 herbeigeführt. [118] 

Funktion und  Vorkommen der Transglutaminase 2 

Die Transglutaminase 2, auch als Gewebetransglutaminase bezeichnet, ist hauptsächlich 

im Cytosol lokalisiert, kommt aber auch im Zellkern, an Zellmembranen und extrazellu-

lär vor. Intrazellulär ist die enzymatische Aktivität des Proteins durch die Anwesenheit 

von Nukleotiden wie zum Beispiel GDP reduziert. Hier fungiert die Transglutaminase 2 

auch als GTPase, ATPase, Proteinkinase und Proteindisulfid-Isomerase. Durch ihre 

Multifunktionalität ist sie an zahlreichen physiologischen Prozessen wie der Apoptose, 

der Wundheilung, der Matrixstabilisierung und der Signaltransduktion beteiligt. Jedoch 

ist die Transglutaminase 2 auch in pathologische Mechanismen involviert. Ihr wird un-

ter anderem eine Rolle bei der Entstehung des Katarakts, von Tumorerkrankungen,  

atherosklerotischen Plaques, neurodegenerativen Erkrankungen, darunter Chorea Hun-

tington und Morbus Alzheimer, und eben der Zöliakie zugeschrieben. [113, 124] 

Die Struktur der Transglutaminase 2  

Die Transglutaminase 2 hat ein Molekulargewicht von 78 kDa und besteht aus vier ver-

schiedenen Domänen: Der N-terminalen � -Sandwich-Domäne (Aminosäuren 1 – 139), 

der katalytischen Domäne (Aminosäuren 140 – 454) und zwei C-terminalen � -Barrel-

Domänen (Aminosäuren 479 – 585 sowie 586 – 687). In der katalytischen Domäne ist 

die katalytische Triade, bestehend aus den Aminosäuren Cys 277, His 335 und Asp 358, 

lokalisiert. [125] Die Transglutaminase 2 kann verschiedene Konformationen einneh-

men, insbesondere bedingt durch Änderung der relative Lage der Domänen zueinander, 

wie Abbildung 69 zeigt. In der geschlossenen Konformation ist der Zugang zum aktiven 

Zentrum durch die � -Barrel-Domäne 1 blockiert. Die Aminosäure Tyr 516 interagiert 

über die Hydroxygruppe mit der negativ polarisierten Thiolgruppe des katalytisch akti-

ven Cys 277. Stabilisiert wird diese Konformation, die im nachfolgenden Text auch als 

inaktive Konformation bezeichnet wird, durch die Bindung von GDP, GTP oder ATP 

sowohl an die katalytische als auch an die � -Barrel-Domäne 1. [114, 115] Im Zuge der 

Aktivierung des Proteins, die durch Calciumionen induziert wird, findet mit Hilfe einer 



3 Transglutaminase 2  

 
 

123

flexiblen Schleife eine Rotation der beiden � -Barrel-Domänen statt, so dass das aktive 

Zentrum zugänglich wird. Dies konnte bereits durch Kleinwinkelstreuungsexperimente 

gezeigt werden. [126] Durch die Komplexierung des Proteins mit kovalenten Inhibito-

ren gelang es, die Transglutaminase 2 in einer offenen, auch als aktiv bezeichneten, 

Konformation zu stabilisieren und strukturell zu charakterisieren. [6]   

Abbildung 69 zeigt die Transglutaminase 2 in der geschlossenen sowie in der offenen 

Konformation im Komplex mit einem Inhibitor. Ungewöhnlich ist hier das Ausmaß des 

Unterschieds zwischen den beiden Konformationen. Ausgehend von einer kompakten 

         

Abbildung 69: Die Transglutaminase 2 in der geschlossenen Konformation im Komplex mit GDP (links, 
PDB-Code 1KV3 [114]) und in der offenen Konformation im Komplex mit einem kovalent gebundenen 

Inhibitor (rechts, PDB-Code 2Q3Z [6])                                                                    
Die � -Sandwich-Domäne ist in blau, die katalytische Domäne in gold und die � -Barrel-Domänen             

sind in rot und grün dargestellt. 

Inhibitor GDP 
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Anordnung der vier Domänen im geschlossenen Zustand klappt das Protein im Zuge der 

Aktivierung zu einer langgestreckten, weit geöffneten Konformation aus, die durch den 

Inhibitor stabilisiert wird. Einige Aminosäuren verändern dabei ihre Position um nahezu 

120Å. [127] 

Der katalytische Mechanismus der Transglutaminase 2 

Die Transglutaminase 2 katalysiert die Transamidierung und die Deamidierung von 

proteingebundenen Glutamin, wie Abbildung 70 zeigt. Im ersten Reaktionsschritt wird 

der positiv polarisierte Kohlenstoff des Carboxamids der Aminosäurenseitenkette von 

der Thiolgruppe des katalytisch aktiven Cysteins 277 der Transglutaminase 2 angegrif-

fen. Dies befindet sich in dem so genannten katalytischen Tunnel, während das Substrat 

größtenteils an die Oberfläche des Proteins bindet. Ein Thioester-Intermediat wird ge-

bildet und Ammoniak wird freigesetzt. In der Transamidierungsreaktion wird der Thio-

ester von einem nukleophilen primären Amin attackiert, zum Beispiel von einem prote-

ingebundenen Lysin.  

 

Dieses wird vermutlich über die andere Seite des katalytischen Tunnels gebunden, re-

sultierend in einer Isopeptidbindung zwischen der Seitenkette des Glutamins und dem 

OH2N
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Abbildung 70: Katalytischer Mechanismus der Transglutaminase 2  [128]                                                            
R = Protein oder kleines Molekül 
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primären Amin. In neurodegenerativen Erkrankungen wie Morbus Alzheimer spielt die 

Transamidierungsaktivität der Transglutaminase 2 eine Rolle. In der Pathogenese der 

Zöliakie ist jedoch die Deamidierung der Glutenpeptide zur Erhöhung der Affinität zu 

ihrem Rezeptor entscheidend. Hier agiert Wasser als Nukleophil, so dass Glutamin in 

Glutamat umgewandelt wird. [6, 124, 128] 

Inhibitoren der Transglutaminase 2 

Die Inhibitoren der Transglutaminase 2 können anhand ihres Bindungsmechanismus in 

drei Klassen eingeteilt werden: Kompetitive Amin-basierte Inhibitoren, reversibel bin-

dende Inhibitoren und irreversibel bindende Inhibitoren.  

Kompetitive Amin-basierte Inhibitoren bestehen aus einem primären Amin, welches an 

eine aliphatische unverzweigte Kohlenstoffkette aus vier bis fünf gesättigten Kohlen-

stoffatomen gebunden ist. Die Inhibitoren werden bei der Transamidierungsreaktion der 

Transglutaminase 2 anstelle des natürlichen Amin-Substrates über eine Isopeptidbin-

dung an das Glutamin-Substrat gebunden. Abbildung 71 zeigt den Inhibitor Putrescin 

als Vertreter dieser Klasse.  

Nukleotide wie GTP, GDP und ATP inhibieren die  Transglutaminase 2 reversibel über 

einen allosterischen Mechanismus. Durch ihre Bindung sowohl an die katalytische Do-

mäne als auch an die � -Barrel-Domäne 1 stabilisieren sie das Protein in der geschlosse-

nen Konformation und verhindern so den Zugang der Substrate zum aktiven Zentrum. 

Weitere Inhibitoren, die vermutlich an der gleichen Position wie die Nukleotide binden, 

wurden beschrieben. Auch Zinkionen können die Transglutaminase 2 durch Verdrän-

gung der an der Aktivierung beteiligten Calciumionen reversibel inhibieren. 

Irreversible Inhibitoren binden kovalent an das aktive Zentrum der Transglutaminase 2 

und verhindern so die Umsetzung der Substrate. Sie verfügen über eine funktionelle 

Gruppe, die von einem nukleophilen Atom wie dem negativ polarisierten Schwefel des 

Cys 277 angegriffen werden kann. Der strukturell einfachste Vertreter dieser Klasse ist 

Iodoacetamid, welches nach Abgang von Iodid eine Thioetherverbindung mit der 

Transglutaminase 2 ausbildet. Iodoacetamid ist hoch reaktiv, jedoch aufgrund seiner 

geringen Molekülgröße wenig selektiv. Die Gruppe der 3-Halo-4,5-dihydroisoxazole 

basiert auf dem Glutamin-Isoster Acivicin. Hier ist die halogenierte Kopfgruppe über 

Peptidbindungen mit einem aromatischen Rest verknüpft, der für die Selektivität gegen-

über der Transglutaminase 2 entscheidend ist. Diese Inhibitoren weisen eine gute Bio-

verfügbarkeit und geringe Toxizität auf, sind jedoch bei physiologischem pH-Wert 
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schlecht löslich. Basierend auf Substraten der Transglutaminase 2 wurden peptidomi-

metische Inhibitoren mit verschiedenen elektrophilen Kopfgruppen in der Position des 

Glutamins entwickelt. Beispiele für diese Kopfgruppen sind a,� -ungesättigte Amide, 

Epoxide, 1,2,4-Thiadiazole und die in dieser Arbeit beschriebenen Diazoketone und 

Michael-Akzeptoren. Abbildung 71 zeigt beispielhaft den im Komplex mit der 

Transglutaminase 2 kristallisierten Inhibitor der Arbeitsgruppe von Prof. Khosla.  [6, 

128-132] 
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Abb. 71: Inhibitoren der Transglutaminase 2 [6, 128] 
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Die Transglutaminase 2 als Zielstruktur im Wirkstoffdesign 

Die Kristallstruktur der Transglutaminase 2 in der aktiven Konformation wurde kürzlich 

erstmals bestimmt und schuf die Grundlage für das strukturbasierte Wirkstoffdesign von 

Inhibitoren der Transglutaminase 2. [6] In dieser Arbeit wird im folgenden beschrieben, 

wie die Kristallisation mit weiteren Komplexen des Proteins mit kovalent gebundenen 

Inhibitoren reproduziert und drei weitere Kristallstrukturen bestimmt werden konnten. 

Trotzdem kann die Transglutaminase 2 noch nicht als etabliertes Zielprotein im struk-

turbasierten Wirkstoffdesign betrachtet werden. Da die Kristallisation stark inhibitorab-

hängig zu sein scheint, sind dafür noch einige Herausforderungen zu meistern. Mögli-

che Lösungsansätze werden in Abschnitt 3.3 beschrieben. 

Inhibitoren der Transglutaminase 2 sind potentielle Arzneistoffe für eine Vielzahl von 

Erkrankungen. Sie könnten nicht nur zur Erhöhung der Lebensqualität von Zöliakiepa-

tienten sondern auch zur Therapie schwerwiegender Krankheiten wie Morbus Alzhei-

mer und Chorea Huntington eingesetzt werden. Dass viele physiologische Aufgaben der 

Transglutaminase 2 unabhängig von ihrer Trans- und Deamidierungsaktivität sind, ist 

vorteilhaft in Bezug auf zu erwartende Nebenwirkungen. Jedoch muss die Bindung ei-

nes zur Therapie eingesetzten Inhibitors der Transglutaminase 2 auch ausreichend selek-

tiv gegenüber anderen Transglutaminasen, insbesondere dem Faktor XIII, und auch 

Cysteinproteasen erfolgen.  
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3.2 Material und Methoden 

3.2.1 Verwendete Materialien 

Die in dieser Arbeit verwendeten Chemikalien wurden, sofern nicht anders beschrieben, 

von den Firmen Roth, Sigma-Aldrich, Fluka und Merck erworben. Die Firma ZEDIRA 

GmbH, Darmstadt, die in diesem Projekt als Kooperationspartner fungierte, stellte das 

gesamte Proteinmaterial sowie die Inhibitoren zur Verfügung. Das Protein wurde vor-

wiegend in E. coli – Zellen exprimiert, teils wurden jedoch auch Insektenzellen genutzt. 

3.2.2 Kristallisation der Transglutaminase 2 

In den Kristallisationsansätzen wurden der Transglutaminase 2 – Wildtyp, eine C277S-

Mutante der Transglutaminase 2 sowie Komplexe des Transglutaminase 2  - Wildtyps 

mit verschiedenen, kovalent gebundenen Inhibitoren eingesetzt. Die Kristallisation er-

folgte mittels der Methode der Dampfdiffusion am sitzenden Tropfen (Sitting Drop). 

Tabelle 18 zeigt die eingesetzte Konzentration des Proteins sowie die im Reservoir ver-

wendeten Kristallisationslösungen und die Temperatur, bei der die Ansätze hergestellt 

und aufbewahrt wurden. Als Lösungsmittel wurde, sofern nicht anders beschrieben, 

mittels Ionenaustausch demineralisiertes Wasser verwendet. 

Es wurde jeweils ein Volumen von 1 ml Kristallisationslösung im Reservoir eingesetzt. 

Ein Tropfen setzte sich aus jeweils 1 � l der Proteinlösung und 1 � l der Kristallisations-

lösung zusammen. Zur Kristallisation des Transglutaminase 2 – Wildtyps und, bei Ver-

wendung der gleichen Kristallisationsbedingungen, der Mutante C277S wurde nach der 

Entnahme von 1 � l Kristallisationslösung aus dem Reservoir zur Bildung des Tropfens 

ein Volumen von 200 � l Glycerol zu der Reservoirlösung gegeben. Die Kristallisations-

ansätze des Transglutaminase 2 – Wildtyps und der Mutante C277S erfolgten zum Teil 

unter Zugabe von GDP oder Calciumchlorid, beides wurde zu einer finalen Konzentati-

on von 10 mM zu der Proteinlösung gegeben.  

Zur Optimierung der Kristalle wurden die Methoden des so genannten Streak-Seedings 

und des Macro-Seedings durchgeführt. Beim Streak-Seeding wurden mit Hilfe eines 

Pferdehaars Mikrokristalle der Transglutaminase 2 in einen neuen Kristallisationsansatz 

mit verringerter Präzipitanskonzentration eingebracht. Für das Macro-Seeding wurden 

die größten spontan gewachsenen Kristalle der Transglutaminase 2 nach einem Wasch-
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schritt in einen neuen Kristallisationsansatz überführt, in dem ebenfalls eine niedrigere 

Präzipitanskonzentration als zuvor verwendet vorlag.  

Protein Konzentration 

der Proteinlö-

sung  

Zusammensetzung der 

Kristallisationslösung 

Temperatur 

Transglutaminase 2 -  
Wildtyp (+ / - GDP) 

1. 15 mg / ml 
(E. coli) 

2. 9 mg / ml 
(Insektenzellen) 

50 mM MES pH 6.6 
50 mM Magnesiumchlo-
rid 

5 mM DTT 

200 – 500 mM Natrium-
chlorid 

5 – 10% PEG 3350 
[114] 

5°C 

Transglutaminase 2 -   
Mutante C277S     

1. + GDP 

2. + Ca2+     

9 mg / ml    
(Insektenzellen) 

1. wie Transglutamina-
se 2 – Wildtyp  

2. 100 mM HEPES 
pH 7,25 

0,75 – 2 M Ammonium-
sulfat 

5°C 

Komplexe des 
Transglutaminase 2 -  
Wildtyps mit kovalent 
gebundenen Inhibito-
ren 

separat be-
schrieben 

100 mM HEPES 
pH 6,75 – pH 7,50 

1,0 – 2,9 M Ammoni-
umsulfat 

16 – 18°C 

Tabelle 18: Übersicht über die Kristallisationsbedingungen der Transglutaminase 2 

Die massenspektrometrische Untersuchung eines Komplexes der Transglutaminase 2 

mit einem kovalent gebundenen Inhibitor zur Vorbereitung der Kristallisation wurden 

von Dr. Uwe Linne am Fachbereich Chemie der Philipps-Universität Marburg durchge-

führt.  

3.2.3 Screening von Kristallisationsbedingungen  

Der Kristallisationsroboter Cartesian MicrosysTM SQ 4000 wurde verwendet, um eine 

Vielzahl von Kristallisationsbedingungen für die C277S-Mutante und die Komplexe der 

Transglutaminase 2 mit kovalent gebundenen Inhibitoren zu testen. Dabei wurden die 

von der Firma Qiagen zusammengestellten Screening-Lösungen Classics, Classics 
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Light, Cryos, JCSG+, PACT, Anions, MBC I und MBC II verwendet. Jeder Screen um-

fasste dabei 96 verschiedene Kristallisationsbedingungen. Wenn nicht anders beschrie-

ben, kamen bei jedem Ansatz alle Screening-Lösungen zum Einsatz, insgesamt wurden 

also jeweils 768 Bedingungen getestet. Das Volumen der Kristallisationslösung im Re-

servoir betrug 80 � l. Der Kristallisationsroboter entnahm daraus ein Volumen von 

300 nl und fügte dieses mit dem gleichen Volumen der Proteinlösung zu einem sitzen-

den Tropfen zusammen. Die Kristallisationsansätze wurden bei Raumtemperatur durch-

geführt. Im Anschluss wurden die Kristallisationsplatten bei 16°C – 18°C aufbewahrt. 

3.2.4 Röntgenstrukturanalyse und Strukturverfeinerung 

Datensammlung und Prozessierung 

Zur Vorbereitung auf die Datensammlung wurden die Proteinkristalle in eine Lösung 

mit dem Kryoprotektivum Glycerol überführt. Diese Lösung setzte sich wie folgt zu-

sammen: 

Kryolösung für Kristalle des Transglutaminase 2 – Wildtyps: 50 mM HEPES pH 7, 

5 mM Magnesiumchlorid, 200 mM Natriumchlorid, 20% PEG 3350, 30% Glycerol 

Kryolösung für Kristalle der Komplexe des Transglutaminase 2 – Wildtyps mit kovalent 

gebundenen Inhibitoren: 75% Reservoirlösung, 25 % Glycerol  

Anschließend wurden die Kristalle in flüssigem Stickstoff gefroren. Die Datensamm-

lung erfolgte ebenfalls bei 100 K. Das Streuvermögen der Kristalle wurde am inhouse-

Röntgendiffraktometer mit der Röntgenröhre I� S der Firma Incoatec und einem 

mar345-Detektor getestet. Die Datensätze von Kristallen der Komplexe des Transglu-

taminase 2 – Wildtyps mit kovalent gebundenen Inhibitoren wurden mit Hilfe von Syn-

chrotronstrahlung an der Beamline 14.2 des Synchrotron BESSY II, Berlin, aufgenom-

men. Die gesammelten Daten wurden mit dem Programmpaket HKL 2000 [62] prozes-

siert und skaliert. 

Strukturbestimmung und Verfeinerung 

Die Strukturbestimmung und Verfeinerung erfolgte weitgehend wie in Abschnitt 2.2.4 

beschrieben. Als Modell für den Molekularen Ersatz wurden die Koordinaten der Struk-

tur mit dem PDB-Code 2Q3Z [6]verwendet. Jeweils 5% der Daten wurden für die Be-

rechnung des freien R-Wertes genutzt.  
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Nach dem Einbau der an das Protein bindenden Liganden wurde der kovalente Zusam-

menschluss aus den Liganden mit der Aminosäure Cys 277 als so genannte unnatürliche 

Aminosäure definiert. Geometrische Restraints für die Verfeinerung der unnatürlichen 

Aminosäure wurden mit dem in PHENIX implementierten Programm eLBOW [133] 

erzeugt und in den weiteren Verfeinerungsschritten verwendet. Die Analyse der Sekun-

därstrukturelemente erfolgte mit dem Programm promotif. [134] 
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3.3 Ergebnisse und Diskussion 

Einleitung 

Zu Beginn dieser Arbeit war in der Proteindatenbank lediglich eine Kristallstruktur der 

Transglutaminase 2 verfügbar, die das Protein in seiner inaktiven, geschlossenen Kon-

formation zeigte. [114] Zunächst wurde daher versucht, die Kristallisation des Transglu-

taminase 2 – Wildtyps unter den beschriebenen Bedingungen nachzustellen. Im An-

schluss erfolgten dann weitreichende Bemühungen, die Transglutaminase 2 in der akti-

ven, offenen Konformation zu kristallisieren. Um zu verhindern, dass sich die Protein-

moleküle durch Transamidierung in der Lösung selbst miteinander vernetzen und es 

somit nicht mehr zu einem geordneten Kristallwachstum kommen kann, wurde zunächst 

eine C277S-Mutante der Transglutaminase 2 eingesetzt. Das katalytisch aktive 

Cystein 277 wurde durch Serin ersetzt. Desweiteren wurden Komplexe der Transgluta-

minase 2 mit einer Vielzahl von Inhibitoren, die von der ZEDIRA GmbH synthetisiert 

wurden, für die Kristallisation verwendet. Die Sequenzen der natürlichen Substrate der 

Transglutaminase 2 dienten als Basis für das Design der eingesetzten Inhibitoren. Sie 

gehen über ihre so genannte Kopfgruppe eine kovalente Bindung zum katalytisch akti-

ven Cystein 277 ein, welches höchstwahrscheinlich negativ geladen vorliegt. Als Kopf-

gruppe findet entweder ein Diazoketon oder ein Michael-Akzeptor Verwendung. Die 

nachfolgenden Abbildungen zeigen den Mechanismus der Bindung der Inhibitoren an 

die Transglutaminase 2.  

Bei der Bindung der Inhibitoren mit einer Diazoketonkopfgruppe entweicht molekularer 

Stickstoff in Folge der kovalenten Verknüpfung. Der Angriffspunkt der Transglutami-

nase 2 weist die gleiche Distanz zum Ca-Atom der Hauptkette des Inhibitors auf wie 

bei der Umsetzung des natürlichen Substrats Glutamin. 
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Abbildung 72: Mechanismus der Bindung der Inhibitoren mit einem Diazoke-
ton als Kopfgruppe an die Transglutaminase 2 
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Die Inhibitoren mit mit einem Michael-Akzeptor als Kopfgruppe binden über eine Mi-

chael-Addition an die Transglutaminase 2. 

Das entstehende Stereozentrum nimmt entweder eine R- oder eine S-Konfiguration ein. 

Der kovalent gebundene Inhibitor kann als Keton oder Enol vorliegen.  

Die eingesetzten Inhibitoren wurden von der ZEDIRA GmbH in einem fluoreszenz-

basierten Assay vermessen. Die IC50-Werte aller Inhibitoren liegen im niedrigstelligen 

nanomolaren Bereich. Das Ziel dieser Arbeit sollte es sein, den Bindungsmodus der 

Inhibitoren aufzuklären, um die gewonnenen Informationen für das weitere Inhibitorde-

sign zu nutzen. Insbesondere der peptidomimetische Charakter der Verbindungen sollte 

reduziert werden. Schlussendlich sollte ein affines, als Arzneistoff geeignetes Molekül 

zur Verfügung stehen.  
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Abbildung 73: Analogie der Bindung der Transglutaminase 2 an den Inhi-
bitor und an das natürliche Substrat Glutamin 
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Abbildung 74: Mechanimus der Bindung der Inhibitoren mit einem Michael-
Akzeptor als Kopfgruppe an die Transglutaminase 2 
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Ergebnisse 

Kristallisation des Transglutaminase 2 – Wildtyps 

Zur Kristallisation des Transglutaminase 2 – Wildtyps wurden Bedingungen verwendet, 

die, wie in der Literatur beschrieben, bereits erfolgreich zu einem Kristallwachstum und 

anschließender Aufklärung der Kristallstruktur der Transglutaminase 2 führten [114]. 

Die Verwendung von GDP, das in der Kristallstruktur an das Protein bindet, sollte zu 

einer Stabilisierung des Proteins in der inaktiven Konformation führen. Anfangs kam es 

innerhalb von 24 h zum Wachstum nadelförmiger Kristalle. Vergleichbare Kristalle 

waren zuvor von Jark Böttcher bereits am inhouse-Röntgendiffraktometer getestet wor-

den und zeigten ein geringes, für eine Datensammlung nicht ausreichendes Streuvermö-

gen mit einer maximalen Auflösung von ca. 8Å. Daher wurde versucht, die Kristallqua-

lität mittels Seeding-Methoden zu optimieren. Das Streak-Seeding sollte helfen, die Pro-

zesse der initialen Kristallisation und das Kristallwachstum zu entkoppeln und die Kris-

tallisationsbedingungen im Hinblick auf das Kristallwachstum zu verbessern. Die Kris-

talle wuchsen daraufhin langsamer heran. Auch die Kristallform veränderte sich teilwei-

se: Einige Kristalle wiesen nun einen quaderförmigen Habitus auf. Diese wurden mit 

Hilfe des Macro-Seedings hinsichtlich ihrer Größe weiter optimiert. Zahlreiche Kristalle 

wurden auf ihr Streuvermögen am inhouse-Röntgendiffraktometer getestet, jedoch zeig-

te keiner von ihnen eine Diffraktion mit einer für eine Datensammlung und Strukturauf-

klärung hinreichenden Auflösung.    

Kristallisation der C277S-Mutante der Transglutaminase 2 

Es wurde versucht, die C277S-Mutante sowohl in der inaktiven geschlossenen als auch 

in der aktiven offenen Konformation zu kristallisieren. Zur Kristallisation in der inakti-

ven Konformation wurde der Proteinlösung GDP hinzugefügt und die Bedingungen des 

Transglutaminase 2 – Wildtyps verwendet. Um das Protein in die aktive Konformation 

zu überführen und dort zu stabilisieren, wurde Calciumchlorid zu der Proteinlösung 

gegeben. Anschließend wurde das Protein unter Verwendung der Kristallisationsbedin-

gungen für die Komplexe des Proteins mit kovalenten Inhibitoren zur Kristallisation 

angesetzt. Jedoch konnte in keinem der Kristallisationsansätze Kristallwachstum festge-

stellt werden. In Abhängigkeit von der Präzipitanskonzentration wurde zum Teil die 

Präzipitation des Proteins beobachtet. Auch mit Hilfe von Streak-Seeding mit Kristallen 



3 Transglutaminase 2  

 
 

135

sowohl des Transglutaminase 2 – Wildtyps als auch der Komplexe mit den Inhibitoren 

konnte das Kristallwachstum nicht initiiert werden. 

Mit Hilfe des Kristallisationsroboters wurde ein Screening durchgeführt, mit dem Ziel, 

neue Kristallisationsbedingungen für die C277S-Mutante sowohl in der inaktiven als 

auch in der aktiven Konformation zu finden. Das Screening wurde daher in Anwesen-

heit und in Abwesenheit von Calciumchlorid durchgeführt. Es wurden jeweils die 

Screening-Lösungen Classics, Cryos, JCSG+, PACT und Anions verwendet. In zwei 

Tropfen, die die mit Calciumchlorid versetzte Proteinlösung enthielten, konnten form-

schöne Kristalle beobachtet werden. Diese wurden jedoch nach Testen am inhouse-

Röntgendiffraktometer anhand ihres Diffraktionsmusters als Salzkristalle identifiziert. 

In den beschriebenen Fällen enthielten die Reservoirlösungen Phosphatsalze, so dass 

vermutlich Calciumphosphatkristalle entstanden. Ein weiteres Kristallwachstum konnte 

nicht beobachtet werden.  

Kristallisation von Komplexen der Transglutaminase 2 mit kovalent gebundenen Inhibi-
toren 

In der Kristallstruktur der Transglutaminase 2 in der inaktiven Konformation ist das 

aktive Zentrum durch eine Schleife der � -Barrel Domäne 1 blockiert. Die Transgluta-

minase 2 in Komplex mit einem Inhibitor zu kristallisieren, setzt daher eine Konforma-

tionsänderung des Proteins voraus. Jark Böttcher hatte bereits versucht, die Proteinlö-

sung des Transglutaminase 2 – Wildtyps mit verschiedenen Inhibitoren der ZEDIRA 

GmbH zu versetzen und die jeweiligen Komplexe zu kristallisieren. Jedoch konnte in 

den Ansätzen kein Kristallwachstum beobachtet werden. Daraufhin wurde die Transglu-

taminase 2 bereits bei der ZEDIRA GmbH mit dem jeweiligen Inhibitor inkubiert und 

der Komplex anschließend säulenchromatographisch aufgereinigt, wobei der überschüs-

sige Inhibitor abgetrennt wurde. Nach der Vorabpublikation der Kristallisationsbedin-

gungen eines kovalenten Komplexes der Transglutaminase 2 (PDB-Code 2Q3Z) in der 

Proteindatenbank wurde ein Komplex aus in Insektenzellen produzierter Transglutami-

nase 2 mit dem Inhibitor ZED 28 in einer Konzentration von 7 mg/ml hergestellt. Dieser 

wurde unter Verwendung der beschriebenen Bedingungen zur Kristallisation angesetzt. 

Es konnte jedoch kein Kristallwachstum festgestellt werden.  

Die Veröffentlichung der ersten Kristallstruktur der Transglutaminase 2 im Komplex 

mit einem kovalenten Inhibitor in der aktiven Konformation [6] lieferte schließlich wei-

tere Details zur Herstellung der Komplexe, die von der ZEDIRA GmbH so hinreichend 
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wie möglich adaptiert wurden. Zum Beispiel wurde die Transglutaminase 2 von nun an 

in E. coli – Zellen exprimiert. Die frisch hergestellte Transglutaminase 2 wurde dann 

mit dem jeweiligen Inhibitor im Verhältnis 1:50 zur Inkubation angesetzt, erst für 30 

min bei Raumtemperatur und anschließend über Nacht bei 4°C. Es wurden nun Kom-

plexe mit verschiedenen Inhibitoren hergestellt und zur Kristallisation angesetzt. Der 

Komplex der Transglutaminase 2 mit dem Inhibitor ZED 28 wurde massenspektro-

metrisch untersucht, um die kovalente Bindung des Inhibitors an das katalytisch aktive 

Cystein 277 zu überprüfen. Diese konnte bestätigt werden.  

Die Komplexe der Transglutaminase 2 mit den Inhibitoren ZED 4, ZED 27 und ZED 28 

kristallisierten innerhalb weniger Tage zu rautenförmigen Kristallen, wie die Abbildun-

gen beispielhaft zeigen.  

 

Abbildung 75: Fotos von Kristallen der Komplexe der Transglutaminase 2 mit kovalent                       
gebundenen Inhibitoren 

Die Kristallisation zeigte sich als stark abhängig von der Präzipitanskonzentration. Bei 

niedrigeren Ammoniumsulfatkonzentrationen blieben die Tropfen in den Kristallisati-

onsansätzen klar. Mit zunehmender Ammoniumsulfatkonzentration kam es zur Kristal-

lisation von vielen kleinen Kristallen und schließlich zur Entstehung von braunem Prä-

    



3 Transglutaminase 2  

 
 

137

zipitat. Nach einigen Tagen wuchsen in den Tropfen mit dem Präzipitat jedoch noch 

Kristalle heran, die in der Regel zu den größten der erhaltenen Kristalle zählten. Für die 

Datensammlung wurden dann auch die jeweils größten Kristalle ausgewählt, da sich 

herausgestellt hatte, dass ihr Streuvermögen am besten war. Es erwies sich dabei als 

schwierig, die Kristalle aus dem Präzipitat herauszulösen, da sich häufig ein hautartiger 

Überzug über den Kristallen gebildet hatte. Der pH-Wert des HEPES-Puffers wurde 

zwischen pH 6,75 und pH 7,5 variiert. Jedoch konnte kein signifikanter Einfluss des 

pH-Werts im verwendeten pH-Bereich auf die Kristallisation festgestellt werden. 

Die Komplexe der Transglutaminase 2 mit weiteren Inhibitoren kristallisierten nicht 

unter Verwendung der beschriebenen Bedingungen. Es kam zwar in Abhängigkeit von 

der Präzipitanskonzentration zu einer Präzipitation des Proteins, aber es konnte kein 

Kristallwachstum beobachtet werden. Mit Hilfe von Streak-Seeding wurde versucht, die 

Kristallisation dieser Komplexe zu initiieren, dies blieb jedoch erfolglos. Weiterhin 

wurden kleine Kristalle des Komplexes der Transglutaminase 2 mit dem Inhibitor 

ZED 28 in die Tropfen der Kristallisationsansätze der anderen Komplexe überführt, mit 

dem Ziel, diese dort weiter wachsen zu lassen. Dies sollte ermöglichen, die Struktur 

eines gemischten Komplexes der Transglutaminase 2 mit zwei verschiedenen Inhibito-

ren zu bestimmen, um Aufschluss über den Bindungsmodus des Inhibitors zu bekom-

men, der bisher nicht im Komplex mit der Transglutaminase 2 kristallisiert war. Jedoch 

wuchsen die transferierten Kristalle in den die anderen Komplexe beinhaltenden Trop-

fen nicht weiter heran. Auch eine Mischung zweier Lösungen mit verschiedenen Kom-

plexen, einer kristallisierbar, einer nicht, im Verhältnis 1:1, führte nicht zu einer erfolg-

reichen Kristallisation. Tabelle 19 zeigt eine Übersicht über die verwendeten Komplexe 

der Transglutaminase 2 und ihr Verhalten in Bezug auf die Kristallisation.  

Die Komplexe mit den Inhibitoren ZED 1098 und ZED 1227 wurden direkt nach Ab-

schluss des Herstellungsverfahrens von der ZEDIRA GmbH gekühlt geliefert, damit das 

Proteinmaterial nicht eingefroren werden musste. Somit sollte ein negativer Einfluss des 

Einfrierens auf die Qualität des Proteinmaterials ausgeschlossen werden. Jedoch resul-

tierte dies wiederum nicht in der Kristallisation eines der Komplexe. Die Komplexe, die 

erfolgreich kristallisiert werden konnten, wurden dagegen allesamt gefroren geliefert 

und erst vor Beginn der Kristallisationsansätze aufgetaut.  
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Bezeichnung 

des Inhibitors 

Konzentration 

der eingesetzten 

Lösung des Kom-

plexes 

Kristallisation  Aufklärung 

der Kristall-

struktur 

Screening nach 

neuen Kristalli-

sationsbedin-

gungen 

ZED 4 10,0 mg/ml + + - 

ZED 27 10,0 mg/ml + + - 

ZED 28 
7,9 mg/ml 

10,0 mg/ml 
+ + + 

ZED 77 10,0 mg/ml - - - 

ZED 80 10,0 mg/ml - - - 

ZED 987 
3,4 mg/ml          

8,0 mg/ml 
- - - 

ZED 1035 
7,4 mg/ml 

9,2 mg/ml 
- - + 

ZED 1098 
7,8 mg/ml 

10,0 mg/ml 
- - - 

ZED 1227 8,5 mg/ml - - - 

ZED 1301 10,0 mg/ml - - - 

Tabelle 19: Übersicht über die zur Kristallisation eingesetzten Komplexe der Transglutaminase 2          
mit kovalent gebundenen Inhibitoren 

Mit den Komplexen der Transglutaminase 2 mit den Inhibitoren ZED 28 und ZED 1035 

wurde ein Screening am Kristallisationsroboter durchgeführt, mit dem Ziel, neue Kris-

tallisationsbedingungen zu finden. ZED 28 wurde in einer Konzentration von 7,9 mg/ml 

und ZED 1035 in zwei verschiedenen Konzentrationen, 7,4 mg/ml und 9,2 mg/ml ein-

gesetzt. Jedoch konnten in keinem Fall neue Kristallisationsbedingungen gefunden wer-

den. 

Die nachfolgenden Abbildungen zeigen einen Teil der Strukturformeln der Inhibitoren, 

die im Komplex mit der Transglutaminase 2 zur Kristallisation angesetzt wurden. Die 

hier aus Gründen der Geheimhaltung nicht abgebildeten Inhibitoren sind gegenüber den 

gezeigten Verbindungen in ihrem peptidomimetischen Charakter reduziert.  
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Abbildung 76: Strukturformeln einiger Inhibitoren, die im Komplex mit der Transglutaminase 2 zur  
Kristallisation angesetzt wurden 

Datensammlung und Strukturverfeinerung 

Mit Hilfe von Synchrotronstrahlung konnten an der Beamline 14.2 des Synchrotrons 

BESSY II Datensätze von Komplexen der Transglutaminase 2 mit den Inhibitoren 

ZED 4, ZED 27 und ZED 28 gesammelt werden. Die Auflösung der Datensätze liegt 

zwischen 2.25Å und 2.50Å. Tabelle 20 zeigt die Parameter, die die Daten und die Aus-

wertung beschreiben. Jedem Datensatz konnte die tetragonale Raumgruppe P41212 zu-

geordnet werden.  

Während der Datensammlung konnte beobachtet werden, dass die Reflexe häufig nicht 

hinreichend separiert vorlagen. Dies war insbesondere bedingt durch die Länge einer 

der Zellkonstanten in den Kristallen, die bei den drei Kristallstrukturen zwischen 

310.3Å und 316.5Å liegt. Um die Reflexe so separiert wie möglich zu detektieren, wur-

de die Distanz zum Detektor möglichst groß gewählt, wobei jedoch auch die Auflösung 

der Kristallstruktur berücksichtigt werden musste. Im Fall des Komplexes mit dem In-

hibitor ZED 28 wurde der Detektor außerdem um einen Winkel von 5° (2 theta) nach 

oben gefahren. Der Winkel phi, um den der Kristall während der Aufnahme eines 

Diffraktionsbildes gedreht wird, wurde außerdem möglichst klein gewählt. Tabelle 21 

zeigt die für die Datensammlung der jeweiligen Komplexe verwendeten Parameter. 

Die Koordinaten der drei Strukturen wurden in der Proteindatenbank unter den Codes 

3S3J, 3S3S und 3S3P hinterlegt werden. 
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Bezeichnung der 

Struktur 
TG2 – ZED 4 TG2 – ZED 27  TG2 – ZED 28 

Datensammlung und Prozessierung 

Wellenlänge [Å] 0.91841 0.91841 0.91841 

Raumgruppe P41212 P41212 P41212 

Einheitszellparameter  

[Å;°]              

a, b = 72.5, c = 316.5;             

a, � , �  = 90.0 

a, b = 71.4, c = 310.3;             

a, � , �  = 90.0 

a, b = 71.0, c = 310.4;             

a, � , �  = 90.0 

Auflösungsbereich [Å] 
25.00 – 2.25           

(2.30 – 2.25) 

50.00 – 2.30           

(2.35 – 2.30) 

50.00 – 2.50           

(2.56 – 2.50) 

Anzahl einzigartiger 

Reflexe 
38467 (2464) 34641 (2006) 25858 (1339) 

Rsym [%] 9.7 (39.2) 7.5 (34.5) 6.9 (14.7) 

Vollständigkeit [%]  92.7 (92.2) 93.5 (84.3) 89.4 (71.5) 

Redundanz 4.7 (2.7) 7.0 (4.8) 4.7 (3.8) 

I / �  12.1 (2.4) 23.5 (3.5) 17.2 (6.6) 

Matthews-Koeffizient 

[Å3/Da] 
2.7 2.6 2.5 

Lösungsmittelgehalt 

[%] 
54.3 51.9 51.4 

Strukturverfeinerung 

Auflösungsbereich [Å] 24.90 – 2.25 49.87 – 2.30 46.7 – 2.50 

Anzahl der Reflexe für 

die Verfeinerung 
36528 32873 24522 

Anzahl der Reflexe im 

Testdatensatz 
1931 1732 1242 

R-Faktor [%]  21.4 22.7 22.6 

Freier R-Faktor [%]  28.1 29.7 28.6 

RMSD-Werte 

Bindungslängen [Å]  0.008 0.008 0.007 

Bindungswinkel [°] 1.084 1.054 1.071 
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Durchschnittliche B-Werte 

Protein 54.0 47.9 60.6 

Inhibitor 55.2 51.8 70.9 

Wasser 44.3 41.2 49.1 

Weitere Liganden 61.8 56.6 68.1 

Ramachandran Plot  

Aminosäuren in bevor-

zugten Regionen [%] 
86.5 89.1 88.8 

Aminosäuren in zusätz-

lich erlaubten Regionen 

[%] 

13.0 10.1 11.0 

Aminosäuren in allge-

mein erlaubten Regio-

nen  [%] 

0.4 0.6 0.2 

Aminosäuren in nicht 

erlaubten Regionen  

[%] 

0.2 0.2 - 

Sonstiges 

Anzahl der Aminosäu-

ren 
650 620 611 

Anzahl der Atome des 

Inhibitors 
42 46 48 

Anzahl der Wassermo-

leküle 
125 153 50 

Anzahl der Atome 

weiterer Liganden 
36 30 30 

PDB-Code 3S3J 3S3S 3S3P 

Tabelle 20: Kristallographische Tabelle zu den Strukturen der Komplexe der Transglutaminase 2 mit den 
Inhibitoren ZED 4, ZED 27 und ZED 28 
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Bezeichnung des 

Komplexes 

Distanz zum       

Detektor  

�  phi 2 theta 

TG2 – ZED 4 280 mm 0.20° - 

TG2 – ZED 27 250 mm 0.25° - 

TG2 – ZED 28 375 mm 0.25° 5° 

Tabelle 21: Besonderheiten in der Einstellung der Parameter für die Datensammlung aufgrund der langen 
Zellachse der Komplexe 

Die Differenzelektronendichte in der Bindetasche definiert in Anbetracht der relativ 

niedrigen Auflösung der drei Kristallstrukturen jeweils gut die Struktur und Anordnung 

der Liganden in der Bindetasche, wie die Abbildungen 77, 78 und 79 zeigen.  

          

Abb. 77: Fo-Fc-Elektronendichtekarten für den Inhibitor ZED 4 (� -Level 1.50) 

 

       

 

Abb. 78: Fo-Fc-Elektronendichtekarten für den Inhibitor ZED 27 (� -Level 1.50) 
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Abb. 79: Fo-Fc-Elektronendichtekarten für den Inhibitor ZED 28 (� -Level 1.50) 

 

Lediglich die Position der Methylgruppe der Esterfunktion am C-Terminus der Inhibito-

ren wird jeweils nicht durch die Elektronendichtekarte definiert und wurde daher aus 

den Koordinaten der Inhibitoren entfernt. 

Die Auflösung der Kristallstrukturen der Komplexe der Transglutaminase 2 ist im Ver-

gleich zu den weiteren in dieser Arbeit beschriebenen Kristallstrukturen verhältnismä-

ßig niedrig. Die Abbildungen 80 und 81 zeigen beispielhaft die 2Fo-Fc-

Elektronendichtekarte eines Heptapeptids aus der Kristallstruktur des Komplexes der 

Transglutaminase 2 mit dem Inhibitor ZED 27 mit einer Auflösung von 2.30Å im Ver-

gleich zu der eines Heptapeptidausschnitts aus der Kristallstruktur der HIV-1 Protease 

im Komplex mit dem Inhibitor NK 101 bei einer Auflösung von 1.38Å (PDB-Code 

3QN8). Diese Abbildung soll verdeutlichen, welchen Einfluss die Auflösung der expe-

rimentellen Daten auf die Qualität der Elektronendichte und damit auf die Richtigkeit 

der Koordinaten als deren Interpretation und auch auf die Arbeit des Kristallographen 

hat. Mit zunehmender Auflösung wird die Elektronendichte besser definiert und klarer 

und zeigt separate Maxima, die der Position individueller Atome zugeordnet werden 

können. [4] 
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Während der Verfeinerung der Kristallstrukturen wurde deutlich, dass einige Teile der 

Proteinkette nicht durch die Elektronendichte definiert wurden. Hierbei handelt es sich 

um flexible Bereiche innerhalb der Struktur, wie zum Beispiel die Verbindungen zwi-

schen den einzelnen Domänen des Proteins, aber auch an der Oberfläche des Proteins 

liegende Schleifen-Bereiche. Ist die Elektronendichte eines solch ungeordneten Be-

reichs im Protein über multiple, periodisch nicht geordnete Konformationen verteilt, 

kann es passieren, dass wegen fehlender Periodizität verschwindet und für den Kristal-

lographen nicht sichtbar und interpretierbar ist. [4]  

 

Abbildung 80: 2Fo-Fc-Elektronendichtekarte für ein Heptapeptid aus der Kristallstruktur der 
Transglutaminase 2 mit dem Inhibitor ZED 27 bei einer Auflösung von 2.30Å (� -Level 1.50) 

 

Abbildung 81: 2Fo-Fc-Elektronendichtekarte für ein Heptapeptid aus der Kristallstruktur der 
HIV-1 Protease mit dem Inhibitor NK 101 bei einer Auflösung von 1.39Å (� -Level 2.0) 
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Tabelle 22 zeigt, welche Bereiche der Proteinkette durch die Elektronendichtekarte de-

finiert werden und listet die Anzahl der Kettenbrüche und der fehlenden Aminosäuren 

auf. Die Transglutaminase 2 besteht aus 687 Aminosäuren, am N-Terminus befindet 

sich zusätzlich die Aminosäure Methionin und ein sogenannter His-Tag aus 6 Histidi-

nen. Die nicht durch die Elektronendichtekarte definierten Aminosäuren am N- und am 

C-Terminus gehen in der Tabelle in die Anzahl fehlender Aminosäuren mit ein, jedoch 

wird dies nicht als Kettenbruch betrachtet. 

Bezeichnung des 

Komplexes 

Aminosäuren, die 

durch die Elek-

tronendichtekarte 

definiert werden 

Anzahl der Ketten-

brüche 

Anzahl der Amino-

säuren, die nicht 

durch die Elektro-

nendichtekarte de-

finiert werden 

ZED 4 

2 – 305 

310 – 318 

328 – 361 

367 – 406 

414 – 461  

471 – 685  

5 44 

ZED 27 

1 – 231 

233 – 239  

253 – 266  

277 – 305 

309 – 317 

328 – 361 

370 – 406 

414 – 461 

472 – 683  

8 73 

ZED 28 

2 – 239 

253 – 266 

277 – 304 

309 – 317 

328 – 406 

414 – 461 

472 – 594 

604 – 683  

7 75 

Tabelle 22: Darstellung von nicht durch die Elektronendichtekarte definierten Bereichen in den Kristall-
strukturen der Komplexe der Transglutaminase 2 mit kovalent bindenden Inhibitoren 
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Abbildung 82 zeigt bespielhaft einige Bereiche der katalytischen Domäne der Kristall- 

struktur des Komplexes der Transglutaminase 2 mit dem Inhibitor ZED 27, in denen der 

Verlauf der Hauptkette nicht durch die Elektronendichtekarte definiert wird. 

Im Vergleich zu der Kristallstruktur des Komplexes mit dem Inhibitor ZED 4 weisen 

die Kristallstrukturen der Komplexe mit den Inhibitoren ZED 27 und ZED 28 zwei zu-

sätzliche Kettenbrüche auf. Die Kopfgruppe der Inhibitoren ZED 27 und ZED 28, der 

beschriebene Michael-Akzeptor, hat einen größeren Raumbedarf im Vergleich zu dem 

Inhibitor ZED 4, der über ein Diazoketon an das katalytisch aktive Cystein 277 bindet. 

Dadurch wurden Veränderungen in der dreidimensionalen Struktur des Proteins herbei-

geführt, die letztendlich dazu führten, dass weitere Bereiche der Hauptkette nicht durch 

 

Abbildung 82: Einige Bereiche der Kristallstruktur der Transglutaminase 2 
mit dem Inhibitor ZED 27, die nicht durch die Elektronendichtekarte defi-

niert werden (dargestellt durch Pfeile) 
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die Elektronendichtekarte definiert werden. Auf die Unterschiede im Bindungsmodus 

der jeweiligen Inhibitoren und deren Einfluss auf die Struktur des Proteins wird nach-

folgend detaillierter eingegangen.  

Bei der Verfeinerung der Kristallstrukturen mit dem Programm PHENIX [65] werden 

zusätzlich der R-Faktor und der freie R-Faktor ohne Berücksichtigung der anisotropen 

Skalierung der Daten und der Bulk-Solvent-Korrektur berechnet. Dabei fiel auf, dass 

diese R-Faktoren jeweils signifikant höher waren, so dass überprüft werden musste, ob 

die verwendeten Daten eine Anisotropie aufwiesen. Tabelle 23 zeigt die R-Faktoren mit 

und ohne Berücksichtigung der anisotropen Skalierung und der Bulk-Solvent-Korrektur.  

R-Faktoren mit anisotroper Ska-

lierung und Bulk-Solvent-

Korrektur 

R-Faktoren ohne anisotrope Ska-

lierung und Bulk-Solvent-

Korrektur 

Bezeichnung 

des Komplexes 

R-Faktor [%] Freier R-Faktor [%] R-Faktor [%] Freier R-Faktor [%] 

TG2 – ZED 4 21.5 28.1 33.8 35.0 

TG2 – ZED 27 22.7 29.7 37.5 55.7 

TG2 – ZED 28 22.6 28.6 42.5 44.3 

Tabelle 23: R-Faktoren der Kristallstrukturen der Komplexe der Transglutaminase 2 mit kovalent      
gebundenen Inhibitoren mit und ohne Berücksichtigung der anisotropen Skalierung und                      

Bulk-Solvent-Korrektur 

Die anisotrope Skalierung gleicht während der Strukturverfeinerung die durch die Ani-

sotropie der Daten hervorgerufenen Effekte aus. [135] Eine Anisotropie, die Richtungs-

abhängigkeit der Diffraktionsqualität, entsteht, wenn das Beugungsbild eines Kristalles 

in einer Richtung eine höhere Auflösung erreicht als in einer anderen Richtung. Eine 

Ursache dafür kann sein, dass die Anzahl der Kontakte im Kristallgitter in der einen  

Richtung entsprechend höher ist als in der anderen. [136] Beim Prozessieren der Daten 

werden die Reflexe jedoch in kreisförmigen Auflösungsschalen zusammengefasst. So-

mit kann es passieren, dass in Datensätzen mit einer stark anisotropen Datenverteilung 

zahlreiche schwache Reflexe mit erfasst werden und so die Qualität der Daten und letzt-

endlich den R-Faktor negativ beeinflusst wird. Mit Hilfe des Diffraction Anisotropy 

Servers [137] wurden die Daten der drei Kristallstrukturen auf das Ausmaß der Ani-

sotropie in ihrem Beugungsverhalten überprüft, in dem die Richtungsabhängigkeit der 
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Intensitätsabnahme der Reflexe in Abhängigkeit von der Auflösung gemessen wurde. 

Die Daten der Komplexe der Transglutaminase 2 mit den Inhibitoren ZED 4 und 

ZED 27 wiesen eine geringe Anisotropie, die des Komplexes mit dem Inhibitor ZED 28 

eine starke Anisotropie des Beugungsbildes auf. Den Analysen des Servers war zu ent-

nehmen, dass die Röntgenstrahlen, die entlang der beschriebenen lange Zellachse im 

Kristall gestreut wurden, zu einer höheren Auflösung führten als die der insgesamt pro-

zessierten Daten.  

 

 

schwächere Diffraktion 

Abbildung 83: Die Anordnung der Moleküle der Transglutaminase 2 im Kristall führt zur                   
Anisotropie der Daten.                                                                                                                                                                 

Die Oberfläche der verschiedenen Moleküle ist in verschiedenen Blau- und Grüntönen dargestellt. 

stärkere Diffraktion 
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Somit wurden in diesem Fall nicht zu viele schwache Reflexe erfasst, sondern es sind 

allenfalls einige starke Reflexe durch das Auflösungslimit nicht detektiert worden.  

Theoretisch bestünde die Möglichkeit, die Daten der drei Komplexe bis zu einer höhe-

ren Auflösung zu prozessieren und diese mit Hilfe des Diffraction Anisotropy Servers 

in ellipsoiden Auflösungsschalen zusammenzufassen und anschließend anisotrop zu 

skalieren. So könnte die Qualität der Datensätze erhöht werden.   

Im Bereich der Aminosäuren 231 bis 234 bestehen in allen drei Strukturen Abweichun-

gen der Torsionswinkel zu den erwarteten Ramachandran-Regionen. In der Kristall-

struktur der Transglutaminase 2 mit dem Inhibitor ZED 4 befindet sich die Aminosäure 

Asparagin 231, die hier aufgrund mangelnder Elektronendichte der Seitenkette als Ala-

nin behandelt wurde, sogar im nicht erlaubten Bereich des Ramachandran-Plots wie 

auch die ebenfalls als Alanin erfasste Aminosäure Glutamat 234 in der Struktur des 

Komplexes mit ZED 27. Mit Hilfe einer Analyse der Sekundärstruktur der Transgluta-

minase 2 konnte jedoch festgestellt werden, dass die Aminosäuren 230 bis 232 die Spit-

ze eines sogenannten � -Turns bilden. Abweichungen der Torsionswinkel in diesem Be-

reich des Proteins wurden bereits in der Literatur beschrieben. [138] 

Vergleich der Bindungsmodi der Inhibitoren 

Ein Vergleich der Bindungsmodi der drei Inhibitoren zeigt, dass diese in den jeweiligen 

Strukturen einen sehr ähnlichen Bindungsmodus eingehen. Abbildung 84 zeigt eine   

Überlagerung der Koordinaten der drei Inhibitoren. 

Die Inhibitoren binden über ihre Kopfgruppe kovalent an das katalytische Cystein 277, 

welches sich in einer Art Tunnel befindet. Die Inhibitoren ZED 27 und ZED 28 besitzen 

als Kopfgruppe einen Michael-Akzeptor, während der Inhibitor ZED 4 über ein Diazo-

keton unter Abspaltung von molekularem Stickstoff die kovalente Bindung mit dem 

katalytischen Cystein 277 eingeht. Die weitere Bindung der Inhibitoren erfolgt an der 

Oberfläche des Proteins, wobei mehrere Wasserstoffbrückenbindungen gebildet werden 

und die offene Konformation des Proteins stabilisiert wird. 
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Abbildung 84: Überlagerung der Koordinaten der Inhibitoren                                                                   
ZED 4 (violett), ZED 27 (türkis) und ZED 28 (hellblau) 

Abbildung 85 zeigt die kovalente Bindung der Inhibitoren ZED 4 und ZED 27 an die 

Transglutaminase 2. Die Bindung des Inhibitors ZED 28 erfolgt analog zu der von 

ZED 27. 

Die nach erfolgter kovalenter Bindung und Abspaltung des molekularen Stickstoffs ver-

bliebene Carbonylgruppe des Diazoketons des Inhibitors ZED 4 interagiert mit dem 

Amidstickstoff des Proteinrückgrats des katalytisch aktiven Cysteins und dem sekundä-

ren Stickstoff der Seitenkette der Aminosäure Trp 241. Durch den erhöhten Raumbedarf 

 

      

Abbildung 85: Kovalente Bindung der Inhibitoren ZED 4 (links, violett) und ZED 27 (rechts, türkis) an 
das  katalytische Cystein 277 der Transglutaminase 2 

Trp241 

Cys277 

Cys277 

His335 
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der Kopfgruppe der Inhibitoren ZED 27 und ZED 28 wird in diesen Komplexen das 

Tryptophan aus seiner ursprünglichen Position verdrängt. Seine Position lässt sich in 

den Kristallstrukturen mit diesen Inhibitoren nicht durch die Elektronendichtekarte de-

finieren. Der Estersauerstoff der Kopfgruppe des Inhibitors ZED 27 geht eine Wasser-

stoffbrückenbindung mit His 335 ein. Diese Aminosäure ist Teil der katalytischen Tria-

de der Transglutaminase 2. Diese Interaktion kann durch eine leichte Veränderung in 

der Konformation des Inhibitors ZED 28 von diesem nicht mehr ausgebildet werden. 

Abbildung 86 zeigt beispielhaft die ausgebildeten Wechselwirkungen des Inhibitors 

ZED 4 mit der Transglutaminase 2. Der N-terminale Amidstickstoff des peptidomimeti-

schen Inhibitors interagiert mit der Seitenkette der Aminosäure Gln 276. Die Position 

dieser Aminosäure ist wiederum in den Kristallstrukturen der Transglutaminase 2 mit 

den Inhibitoren ZED 27 und ZED 28 aufgrund der bereits beschriebenen Veränderun-

gen in der Struktur des Proteins nicht durch die Elektronendichtekarte definiert. Diese 

Wechselwirkung kann also in diesen beiden Strukturen allenfalls partiell vorliegen. Die 

weiteren gezeigten Wasserstoffbrückenbindungen werden von jedem Inhibitor in glei-

cher Weise eingegangen. Der Carbonylsauerstoff der Schutzgruppe am N-Terminus des 

Inhibitors interagiert mit dem Amidstickstoff der Seitenkette der Aminosäure Asn 333. 

Diese geht über den Carbonylsauerstoff der Seitenkette und den Amidstickstoff des 

Rückgrats weitere Wechselwirkungen zur Hauptkette des Inhibitors ein. Der Benzylring 

der Schutzgruppe des Inhibitors ZED 4 befindet sich in einer eher hydrophilen Umge-

bung und wird durch van der Waals-Wechselwirkungen mit den Aminosäuren Gln 169, 

Lys 176 und Gly 170 sowie Tyr 516 eines symmetrieäquivalenten Moleküls aus der 

    

Abbildung 86: Wechselwirkungen des Inhibitors ZED 4 (violett) mit der Transglutaminase 2 

Asn333 

Asn333 

Gln276 

Ile331 
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Kristallpackung stabilisiert. Im Falle der Inhibitoren ZED 27 und ZED 28 ist der aroma-

tische Ring um etwa 90° gedreht. Die Valin-Seitenkette der Inhibitoren ZED 4 und 

ZED 27 ist in Richtung des Solvens bzw. des symmetrieäquivalenten Moleküls orien-

tiert und findet dort keinen Partner für hydrophobe Interaktionen. Der Inhibitor ZED 28 

besitzt in dieser Position einen Glutamin-Rest und bildet eine Wasserstoffbrückenbin-

dung zum Amidstickstoff des Rückgrats von Tyr 516 des symmetrieäquivalenten Mole-

küls aus. Abbildung 87 zeigt diese Wechselwirkung und die Nähe des Symmetrieäqui-

valents zur Bindestelle der Inhibitoren am Beispiel der Kristallstruktur der Transgluta-

minase 2 mit dem Inhibitor ZED 4. 

Die Prolin-Seitenkette der Inhibitoren geht van der Waals-Wechselwirkungen mit der 

Aminosäure Trp 332 ein und orientiert den verbleibenden Teil des Inhibitors in Rich-

tung einer hydrophoben Tasche. Eine weitere Wasserstoffbrückenbindung wird vom 

Carbonylsauerstoff des Rückgrats der Aminosäure Ile 331 zum Inhibitorrückgrat ausge-

bildet. Die Leucin-Seitenkette am C-Terminus der Inhibitoren zeigt in Richtung der 

beschriebenen hydrophoben Tasche. Im Falle der Inhibitoren ZED 27 und ZED 28 wer-

den van der Waals-Wechselwirkungen zu den Aminosäuren Ile 331, Trp 332, Asn 333 

und Leu 420 ausgebildet. Der Inhibitor ZED 4 ragt etwas tiefer in die hydrophobe Ta-

sche hinein und interagiert hier mit den Aminosäuren Asn 302, Ser 303, Ala 304, 

Trp 332 und Asn 333. Die Position der Methylgruppe der Esterfunktion am C-Terminus 

der Inhibitoren kann jeweils nicht aus der unzureichend definierten Elektronendichte-

karte entnommen werden, so dass für diese Gruppe keine Koordinaten angegeben wer-

        

Abbildung 87: Interaktion des Inhibitors ZED 28 (türkis) mit dem symmetrieäquivalenten Molekül (links) 
und dessen relative Nähe zur Bindetasche am Beispiel der Kristallstruktur der Transglutaminase 2 mit 

dem Inhibitor ZED 4 (rechts, violett) 

Tyr516 
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den können. Die Methylgruppe wird daher auch in den Abbildungen nicht gezeigt. Der 

Ester geht keinerlei Wechselwirkungen mit dem Protein ein.  

Einfluss des Michael-Akzeptors als Kopfgruppe auf die Struktur der Transglutamina-
se 2 

In den Kristallstrukturen der Transglutaminase 2 mit den Inhibitoren ZED 27 und 

ZED 28 sind einige Bereiche des Proteins nicht in der Elektronendichtekarte definiert. 

In der Struktur mit dem Inhibitor ZED 4 und auch in der bereits publizierten Struktur 

eines Komplexes der Transglutaminase 2 [6] sind sie allerdings gut erkennbar. Abbil-

dung 88 zeigt die Verschiebung der Position der Aminosäure Cystein 277 durch den 

erhöhten Raumbedarf der Kopfgruppe der Inhibitoren ZED 27 und ZED 28 und den 

großen Bereich des Proteins, der als Folge seine Position verändert und nicht mehr 

durch die Elektronendichtekarte definiert wird.  

Konformation des Dipeptids Cys 370 – Cys 371 

In der als initiales Modell für den Molekularen Ersatz verwendeten Kristallstruktur ei-

nes Komplexes der Transglutaminase 2 [6] besteht zwischen den Aminosäuren Cys 370 

und Cys 371 eine kovalente Verknüpfung, eine sogenannte Disulfidbrücke, bei der die 

Peptidbindung des Dipeptids eine cis-Konfiguration einnehmen muss. Bei der Verfeine-

rung der Kristallstrukturen der Transglutaminase 2 mit den Inhibitoren ZED 4, ZED 27 

und ZED 28 zeigte die Elektronendichtekarte jedoch eindeutig, das die beiden Cystein-

     

Abbildung 88: Position der Aminosäure Cystein 277 in den Kristallstrukturen der Transglutaminase 2 mit 
den Inhibitoren ZED 4 (türkis) und ZED 27 (violett) (links) und den als Folge der Verschiebung nicht 

mehr durch die Elektronendichtekarte definierten Bereich des Proteins (blau, Aminosäuren 240-252 so-
wie 267-276) (rechts)  

Cys277 
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Aminosäuren in diesen Strukturen keine Disulfidverbindung eingehen, sondern redu-

ziert vorliegen. Den Unterschied in den Konformationen in den Kristallstrukturen zeigt 

Abbildung 89.  

Zusammenfassung und Diskussion 

Drei Komplexe der Transglutaminase 2 mit verschiedenen kovalent bindenden Inhibito-

ren konnten erfolgreich in der offenen Konformation des Proteins kristallisiert werden. 

Die Strukturaufklärung vermittelt wertvolle Informationen über die strukturellen Eigen-

schaften dieses interessanten Proteins und den Bindungsmodus der Inhibitoren.  

Es gelang weiterhin, die Transglutaminase 2 in Anwesenheit von GDP, also vermutlich 

in der geschlossenen Konformation, zu kristallisieren. Hier war jedoch keine Struktur-

aufklärung möglich, da die erhaltenen Kristalle keine hinreichendes Diffraktionsvermö-

gen zeigten. Eine weitere Optimierung des Kristallwachstums, zum Beispiel durch den 

Zusatz von verschiedenen Additiva zu den Kristallisationsbedingungen, wäre dafür er-

forderlich gewesen. Da jedoch die Kristallstruktur des Proteins in der geschlossenen, 

nicht aktiven Konformation bereits bekannt ist und eine Reproduktion der Strukturauf-

klärung voraussichtlich keine neuen Einsichten erwarten ließ, wurde das Projekt nach 

Aufwägung des Zeitaufwands gegen den potentiellen Nutzen nicht weiter verfolgt. Mitt-

lerweile wurde auch die Struktur der Transglutaminase 2 im Komplex mit ATP publi-

ziert. [115] 

Von weitaus größerem Interesse für das Wirkstoffdesign sind die Kristallstrukturen des 

Proteins in der offenen Konformation, da im Verlauf der Aktivierung nicht nur eine 

Verschiebung der Domänen, sondern auch strukturelle Änderungen im Bereich der ka-

talytischen Domäne und der Bindetasche eintreten. Die Kristallisation der C277S-

              

Abbildung 89: Konformation des Dipeptids Cys 370 - Cys 371 als Disulfidbrücke in der oxidierten Form 
in der Kristallstruktur 2Q3Z [6] (links) und  in den Kristallstrukturen der Transglutaminase 2 mit den 

Inhibitoren ZED 4, ZED 27 und ZED 28 in der reduzierten Form (rechts) 
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Mutante der Transglutaminase 2, deren Mutation des katalytisch aktiven Cysteins 277 

die Vernetzung der Moleküle untereinander in der Lösung verhindern sollte, gelang 

jedoch nicht. Weder die bereits etablierten Kristallisationsbedingungen noch ein Scree-

ning führten zu einer erfolgreichen Kristallisation des Proteins.  

Diese gelang schließlich durch die Bildung kovalenter Komplexe mit peptidomimeti-

schen Inhibitoren, die von den natürlichen Substraten des Enzyms abgeleitet wurden. 

Dabei half die Publikation der Bedingungen sowohl für die Kristallisation als auch für 

die Herstellung der Komplexe des Proteins mit den Inhibitoren. Ein umfangreiches 

Screening mit Hilfe des Kristallisationsroboters führte auch hier nicht zum Erfolg: Die 

Kristallisation der Komplexe ließ sich nur unter Verwendung der beschriebenen Kristal-

lisationsbedingungen zu einem Erfolg bringen. Weiterhin war eine erfolgreiche Kristal-

lisation abhängig von der Auswahl des Inhibitors. Die Komplexe mit den Inhibitoren 

ZED 4, ZED 27 und ZED 28 kristallisierten spontan und reproduzierbar, während die 

Kristallisationsansätze mit sieben weiteren Inhibitoren nicht zum Erfolg führten.  

Es stellt sich die Frage, worin der Einfluss des Inhibitors auf die Kristallisierbarkeit der 

Komplexe besteht. Die Affinität der verwendeten Inhibitoren zum Protein ist vergleich-

bar und spielt bei einer irreversiblen kovalenten Bindung eine untergeordnete Rolle. Die 

Inhibitoren ZED 4, ZED 27 und ZED 28 weisen eine hohe strukturelle Ähnlichkeit auf. 

Die Kristallisation der Komplexe der Transglutaminase 2 mit zwei weiteren peptido-

mimetischen Inhibitoren, ZED 77 und ZED 80, gelang nicht. Diese unterscheiden sich 

strukturell ebenfalls nur geringfügig von den drei anderen Inhibitoren. Beide besitzen 

am C-Terminus einen aromatischen Substituenten, der dazu vorgesehen war, die be-

schriebene hydrophobe Tasche zu besetzen. Die Aminosäure Prolin ist bei der Verbin-

dung ZED 80 durch einen Tetrahydroisoquinolinring ersetzt. Solch scheinbar kleine 

Veränderungen in der Struktur der Inhibitoren sind hier offenbar bereits entscheidend 

für den Erfolg oder Misserfolg der Kristallisation. Die Inhibitoren ZED 987, ZED 1035, 

ZED 1098, ZED 1227 und ZED 1301 kristallisierten ebenfalls nicht im Komplex mit 

der Transglutaminase 2. Diese Verbindungen sind sowohl in ihrer Größe als auch in 

ihrem peptidomimetischen Charakter gegenüber den anderen Inhibitoren reduziert, da-

mit sie sich besser als Arzneistoffe eignen. Bei nur geringfügig reduzierter Affinität 

können sie dennoch weniger Wechselwirkungen zum Protein eingehen. 

Die Interaktionen der jeweiligen Inhibitoren zum symmetrieäquivalenten Molekül in der 

Kristallpackung wurden als Ursache in Betracht gezogen, da die Bindungsstelle der In-

hibitoren diesem zugewandt ist. Jedoch bildet nur der Inhibitor ZED 28 eine Wasser-
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stoffbrückenbindung zum benachbarten Molekül aus. Die Inhibitoren  ZED 4 und 

ZED 27 gehen allenfalls van der Waals-Wechselwirkungen zum Symmetrieäquivalent 

ein. Somit scheint hier kein zwingender Zusammenhang zu bestehen.  

Viel naheliegender ist die Vermutung, dass für die Kristallisierbarkeit eines Komplexes 

die Stabilisierung in der offenen Konformation durch einen Inhibitor erforderlich ist. 

Die Inhibition der Transglutaminase 2 durch die kovalenten Inhibitoren erfolgt zwar 

irreversibel, aber die in Lösung eingenommene Konformation des komplexierten Prote-

ins bleibt unklar. Für ein geordnetes Kristallwachstum ist es jedoch erforderlich, dass 

sich ein Großteil der Moleküle in der Lösung in der offenen Konformation befindet. 

Eventuell gelingt es dabei nur den Inhibitoren ZED 4, ZED 27 und ZED 28, die 

Transglutaminase 2 in dieser Geometrie zu stabilisieren. Möglicherweise nehmen die 

nicht kristallisierbaren Komplexe andere oder von Molekül zu Molekül sehr unter-

schiedliche oder mit der Zeit wechselnde Konformationen ein, so dass es ihnen nicht 

gelingt, einen geordneten Kristall zu bilden. Dies könnte auch der Grund dafür sein, 

dass es nicht gelang, die C277S-Mutante der Transglutaminase 2 in der offenen Kon-

formation zu kristallisieren: Durch das Fehlen eines Inhibitors wäre diese Mutante theo-

retisch in der Lage, sowohl die offene als auch die geschlossene Konformation sowie 

Zwischenzustände einzunehmen.  

Um diesem Rätsel auf die Spur zu kommen, ist es notwendig, die Konformation dieses 

mehrdomänigen Proteins, komplexiert mit den jeweiligen Inhibitoren, in Lösung zu 

bestimmen. Eine geeignete Methode zur Bestimmmung einer Struktur in Lösung ist die 

Kleinwinkelstreuung (Small Angle X-ray Scattering). Hier werden ebenfalls Röntgen-

strahlen verwendet, die unter kleinen Winkeln gebeugt werden. Aus der Verteilung der 

Winkel ist es dann möglich, die Größenverteilung der in der Lösung enthaltenen Mole-

küle zu ermitteln. Die Auflösung der erhaltenen Struktur ist im Verhältnis zur Röntgen-

strukturanalyse von Proteinkristallen relativ niedrig und erreicht maximal 15Å. Damit 

könnte jedoch die Konformation der Transglutaminase 2 in Lösung hinreichend genau 

bestimmt werden. [139] 

Um weitere Kristallstrukturen von Komplexen der Transglutaminase 2 mit weiteren 

Inhibitoren zu erhalten und das Protein als Zielstruktur für strukturbasiertes Design zu 

etablieren, muss die Problematik der inhibitorabhängigen Kristallisierbarkeit der Kom-

plexe überwunden werden. Eine Möglichkeit wäre, die katalytische Domäne allein oder 

zusammen mit der � -Sandwich-Domäne herzustellen und für die Kristallisation zu ver-

wenden. Die Stabilisierung der offenen Konformation durch die Inhibitoren würde dann 
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zumindest keine entscheidende Rolle mehr für die Kristallisation spielen. Problematisch 

wäre jedoch bei Fehlen der � -Barrel-Domänen die ungehinderte Aktivität der Transglu-

taminase 2 in der Lösung. Damit sich die Proteinmoleküle nicht schon während der 

Herstellung selbst miteinander vernetzen, müsste der jeweilige Inhibitor bereits zum 

Herstellungsansatz während der Lyse der Zellen hinzugegeben werden. So würde be-

reits der jeweilige Komplex aufgereinigt werden. Die Verwendung von Liganden wäh-

rend der Proteinaufreinigung wurde bereits in der Literatur beschrieben und führte in 

einigen Fällen zur Verbesserung von Stabilität und Löslichkeit des hergestellten Prote-

ins. Die Voraussetzung dafür ist, dass der Inhibitor hinreichend löslich ist. [2] Auch die 

katalytische Domäne der C277S-Mutante könnte allein sicherlich einfacher kristallisiert 

werden, da dann in der Lösung nicht viele verschiedene Konformationen nebeneinander 

vorliegen können.  

Eine weitere Möglichkeit wäre, die Komplexe wie zuvor herzustellen und im Anschluss 

die beiden � -Barrel-Domänen proteolytisch abzuspalten, wie bereits in der Literatur 

beschrieben wurde. [126] Die � -Sandwich-Domäne und die komplexierte katalytische 

Domäne könnten dann kristallisiert werden. Beide Möglichkeiten haben den Vorteil, 

dass der Einfluss dieser enormen Konformationsänderung im Zuge der Aktivierung auf 

die Kristallisation nicht mehr besteht. Jedoch müssen natürlich neue Kristallisationsbe-

dingungen gefunden werden.  

Die Kristallisation der Transglutaminase 2 in der offenen Konformation gelang bisher 

nur durch Komplexierung mit irreversibel bindenden, kovalenten Liganden. Diese eig-

nen sich jedoch weniger als Arzneistoffe im Vergleich zu nicht kovalenten Inhibitoren. 

Ein langfristiges Ziel muss sein, die Transglutaminase 2 auch im Komplex mit letzteren 

zu kristallisieren, um so anhand strukturbasierten Designs Arzneistoffe als Therapeutika 

verschiedenster Erkrankungen wie zum Beispiel Morbus Alzheimer und Tumorerkran-

kungen zu entwickeln. Problematisch dabei ist, dass für eine erfolgreiche Kristallisation 

die verbleibende Aktivität des Proteins in der Lösung so gering wie möglich gehalten 

werden muss, um eine Selbstvernetzung zu verhindern. Die Affinität der nicht kovalen-

ten Inhibitoren zu der Transglutaminase 2 muss also entsprechend hoch sein. 

Nachdem die erste Struktur eines Komplexes der Transglutaminase 2 mit einem kova-

lenten Inhibitor publiziert wurde [6], gelang nach Adaption der beschriebenen Metho-

den auch die Kristallisation mit den Inhibitoren der ZEDIRA GmbH. Bei der Sichtung 

der ersten erhaltenen, rautenförmigen Kristalle war die Ähnlichkeit zu dem von Pinkas 

et al. beschriebenen Kristallhabitus augenscheinlich: Sie wurden in der Publikation als 
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football-shaped beschrieben. Die Wahrscheinlichkeit war also groß, dass es sich auch 

hier um Kristalle der Transglutaminase 2 in der offenen Konformation handelte. Die 

kristallographische Raumgruppe erwies sich dann auch als die gleiche wie zuvor be-

schrieben. Die Kristallstruktur mit dem PDB-Code 2Q3Z leistete bei der Aufklärung der 

drei Strukturen mit den Inhibitoren ZED 4, ZED 27 und ZED 28 einen wichtigen Bei-

trag als Modell für den Molekularen Ersatz. Dies bedeutete eine große Arbeits- und 

Zeitersparnis. Bei der ersten Kristallstruktur in der offenen Konformation war die relati-

ve Lage der Domänen zueinander noch unbekannt, so dass die einzelnen Domänen als 

Suchmodell verwendet werden mussten. Vergleichbar mit dem Bindungsmodus des 

Inhibitors ZED 4, bindet auch der Inhibitor in der Kristallstruktur der Gruppe von Prof. 

Khosla über ein Diazoketon als Kopfgruppe an das katalytisch aktive Cystein 277. Es 

handelt sich ebenfalls um einen peptidomimetischen Inhibitor, der größtenteils die glei-

chen Interaktionen zu der Transglutaminase 2 eingeht wie der Inhibitor ZED 4. Abbil-

dung 90 zeigt eine Überlagerung der Koordinaten der beiden Inhibitoren. 

Wie die Abbildung zeigt, besitzt der Inhibitor der Arbeitsgruppe von Prof. Khosla einen 

Benzylsubstituenten am C-Terminus, der die beschriebene hydrophobe Tasche adres-

siert. Interaktionen werden dort zu den hydrophoben Aminosäuren Ala 304, Ile 313, 

Phe 316, Ile 331 und Leu 420 geknüpft. [6] Der Leucin-Rest des Inhibitor ZED 4 deutet 

zwar in die Richtung der hydrophoben Tasche, ragt aber im Vergleich weniger weit 

      

Abbildung 90: Überlagerung der Koordinaten des Inhibitors ZED 4 (violett) und dem Inhibitor der Kris-
tallstruktur mit dem PDB-Code 2Q3Z (dunkelgrün) (links) und dessen Adressierung der hydrophoben 

Tasche der Transglutaminase 2 (rechts) 

Ala304 

Ile313 

Leu420 

Phe316 

Ile331 
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hinein. Einige andere Inhibitoren, wie zum Beispiel ZED 77 und ZED 80, wurden von 

der ZEDIRA GmbH synthetisiert, um diese hydrophobe Tasche mit aromatischen Sub-

stituenten zu adressieren und damit die Bindungsaffinität zu steigern. Jedoch gelang es 

bisher aus ungeklärten Gründen nicht, einen Komplex der Transglutaminase mit einem 

dieser Inhibitoren zu kristallisieren. 

In der von der Arbeitsgruppe von Prof. Khosla publizierten Kristallstruktur der 

Transglutaminase 2 liegt das Dipeptid der Aminosäuren Cys 370 und Cys 371 in oxi-

dierter Form als Disulfidbrücke vor. Diese Verknüpfung findet sich jedoch nicht in der 

Kristallstruktur der Transglutaminase 2 in der geschlossenen Konformation wieder. 

[114] In einer weiteren Publikation der Arbeitsgruppe von Prof. Khosla wird die Funk-

tion dieser Disulfidbrücke näher beleuchtet. Die Aktivität der Transglutaminase 2 wird 

als redoxabhängig beschrieben: Unter zunehmend oxidativen Bedingungen erfolgt eine 

Inaktivierung des Enzyms. Damit zusammenhängend wird zunächst eine Disulfidbrücke 

zwischen den Aminosäuren Cys 230 und Cys 370 gebildet, die die anschließende For-

mation der Disulfidbrücke zwischen Cys 370 und Cys 371 erleichtern soll. Durch Un-

tersuchungen mittels nativer Gelelektrophorese unter nicht denaturierenden Bedingun-

gen konnte auch ein Zusammenhang zwischen dem Bestehen der Disulfidbrücke zwi-

schen Cys 370 und Cys 371 und der offenen Konformation sowie dem Fehlen dieser 

Verknüpfung und der geschlossenen Konformation der Transglutaminase 2 hergestellt 

werden. [140] Die Kristallstrukturen, die bis zur Veröffentlichung der Publikation er-

schienen waren, unterstützen diese These. Wie jedoch zuvor beschrieben, liegt das Di-

peptid der Aminosäuren Cys 370 und Cys 371 in den Strukturen der Transglutaminase 2 

mit den Inibitoren ZED 4, ZED 27 und ZED 28 in reduzierter Form vor. Ein weiterer 

Unterschied besteht in der Position der Aminosäure Cys 230: Die Ca-Atome liegen um 

ca. 4Å von dem in der Struktur der Arbeitsgruppe Khosla entfernt und besitzen eine 

größere Distanz zum Dipeptid Cys 370 – Cys 371. Die vor kurzem publizierte Kristall-

struktur der Transglutaminase 2 im Komplex mit ATP in der geschlossenen Konforma-

tion zeigt im Gegensatz zur Struktur mit GDP das Vorhandensein einer Disulfidbrücke 

zwischen Cys 230 und Cys 370. [115] Diese Beobachtungen müssen in Zukunft in die 

Diskussion über den Zusammenhang zwischen den Konformationen der Transglutami-

nase 2 und dem Disulfidbrückenmuster einfließen. Weitere Untersuchungen sind not-

wendig, um die Funktion der Disulfidbrücken zwischen der redoxsensitiven Triade, 

bestehend aus Cys 230, Cys 370 und Cys 371, zu verstehen. Tabelle 24 gibt einen Ü-

berblick über die in den jeweiligen Kristallstrukturen beobachteten Disulfidbrücken. 
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Bezeichnung der Kristallstruktur 
Disulfidbrücke           

Cys 230 – Cys 370 

Disulfidbrücke          

Cys 370 – Cys 371 

TG2 – GDP (geschlossene Konformation, 

PDB-Code 1KV3 [114]) 
- - 

TG2 – ATP (geschlossene Konformation, 

PDB-Code 3LY6 [115]) 
+ - 

TG2 – Inhibitor – Komplex (offene Konfor-

mation, PDB-Code 2Q3Z [6]) 
- + 

TG2 – Inhibitor – Komplexe (offene Kon-

formation, PDB-Codes 3S3J, 3S3P, 3S3S) 
- - 

Tabelle 24: Übersicht über die in den Kristallstrukturen der Transglutaminase 2                                    
beobachteten Disulfidbrücken 

Die Datensammlung zur Strukturaufklärung der Kristalle der Transglutaminase 2 gestal-

tete sich anspruchsvoll und zeitaufwändig. Wie beschrieben, führte das Vorliegen einer 

langen Zellachse dazu, dass die Reflexe teilweise nicht hinreichend gut separiert vorla-

gen. Bei der Aufnahme weiterer Datensätze ist daher zu beachten, dass die Distanz zum 

Detektor so groß wie möglich gewählt wird. Jedoch muss dabei auch die zu erwartende 

Auflösung der Struktur in Betracht gezogen werden, damit bei einer großen Distanz 

zum Detektor keine Reflexe in den höheren Auflösungsschalen verloren gehen. In dem 

der Drehwinkel phi möglichst klein gewählt wird, kann zusätzlich eine bessere Separa-

tion der Reflexe erreicht werden. Der Zeitaufwand für die Datensammlung wird so al-

lerdings erhöht. Auch die Prozessierung der Daten gestaltete sich aufgrund der be-

schriebenen Problematik schwierig. Das Ausprobieren verschiedener Strategien und 

auch verschiedener Programme ist hier notwendig, um ein bestmögliches Ergebnis zu 

erzielen. Um der Anisotropie der Daten gerecht zu werden, sollten die Datensätze in 

Zukunft bis zu einer höheren Auflösung prozessiert werden, auch wenn die notwendige 

Vollständigkeit der Daten in den höheren Auflösungsschalen nicht gegeben ist. An-

schließend können die Daten mit Hilfe des Diffraction Anisotropy Servers in ellipti-

schen Auflösungsschalen zusammengefasst und anisotrop skaliert werden. Sämtliche 

beschriebenen Maßnahmen sollen helfen, in Zukunft die bestmögliche Qualität der Da-

ten zu erhalten und damit die Aussagekraft der Kristallstrukturen zu erhöhen. Die Opti-
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mierung von Datensammlung und -prozessierung erfordert Zeit, genaues Hinsehen,  

Überlegung und schließlich auch Erfahrung, wird aber dann durch die erhöhte Qualität 

der Kristallstrukturen belohnt.  

Vor der Publikation der Kristallstruktur der Transglutaminase 2 in der offenen Konfor-

mation ließen sich über die Ausformung der Bindetasche bei Substrat- oder Inhibitor-

bindung allenfalls Mutmaßungen anstellen. Nun ist klar, dass sich die Bindetasche im 

Verlauf der Aktivierung und der Änderung der Konformation, dem sogenannten "Auf-

klappen", deutlich verändert. Zum Beispiel besteht die beschriebene hydrophobe Tasche 

in dieser Form nur in der offenen Konformation. Die Kristallstrukturen der Transgluta-

minase 2 mit den verschiedenen Inhibitoren können nun als Grundlage für die Anwen-

dung computergestützter Methoden dienen. Neue Moleküle können vor ihrer Synthese  

zum Beispiel durch Docking erst in einer Computersimulation auf einen plausiblen Bin-

dungsmodus getestet werden. Das Docking von kovalenten Inhibitoren ist mittlerweile 

in vielen Programmen, wie zum Beispiel GOLD [141], implementiert und wurde insbe-

sondere an Cysteinproteasen als Zielstrukturen erprobt. Ein Vorteil dabei ist, dass durch 

die Vorgabe der kovalenten Bindung ein fester Ankerpunkt besteht. Jedoch lassen sich 

die erhaltenen Scoring-Werte schwierig einordnen, da der Beitrag der kovalente Bin-

dung den größten Anteil der Bindungsaffinität ausmacht und schwierig abzuschätzen 

ist. [142] Die Bindetasche der Transglutaminase 2 liegt vorwiegend an der Oberfläche 

des Proteins, so dass viele mögliche Bindungsmodi eines flexiblen Inhibitors denkbar 

sind. Dies kann sich beim Docking als Schwierigkeit erweisen. Um plausible Bin-

dungsmodi zu generieren, sind weitere Einschränkungen für die Bindung des Inhibitors 

durch die Einstellungen im Programm sinnvoll. 

Durch die Aufklärung der Kristallstrukturen der Komplexe der Transglutaminase 2 mit 

den Inhibitoren ZED 4, ZED 27 und ZED 28 konnte das Design neuer Inhibitoren der 

ZEDIRA GmbH unterstützt werden. Die Kenntnis über die Bindungsmodi, die von den 

jeweiligen Inhibitoren eingegangen werden, konnte helfen, zwischen wichtigen und 

weniger wichtigen strukturellen Baugruppen der Moleküle zu differenzieren. Die Redu-

zierung der Inhibitoren in Bezug auf ihre Größe und ihren peptidomimetischen Charak-

ter konnte unterstützt werden. Mit Hilfe des strukturbasierten Designs dieser Inhibitoren 

der Transglutaminase 2 wurde ein wichtiger Beitrag auf dem Weg zu einem Arzneistoff 

zur Behandlung insbesondere von Zöliakie-Patienten geleistet. 
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4 Faktor XIII 

4.1 Einleitung 

4.1.1 Antikoagulantien 

Antikoagulantien werden zur Hemmung der Blutgerinnung zur Prophylaxe und Thera-

pie von Thrombosen und Embolien sowie bei weiteren Erkrankungen des Herz-

Kreislauf-Systems, z.B. dem akuten Koronarsyndrom, eingesetzt. Man unterscheidet 

zwischen direkten Antikoagulantien, die bestimmte Gerinnungsfaktoren deaktivieren, 

und indirekten Antikoagulantien, die die Synthese der Gerinnungsfaktoren herabsetzen. 

Als direkte Antikoagulantien inhibieren nieder- und hochmolekulare Heparine sowie 

verwandte Arzneistoffe die Aktivität von Thrombin (Faktor IIa) und Faktor Xa. Dabei 

binden sie nicht direkt an die Blutgerinnungsfaktoren, sondern beschleunigen deren 

Inaktivierung durch eine Wechselwirkung mit Antithrombin III. Der Wirkstoff Fonda-

parinux bindet ebenfalls an Antithrombin III, führt jedoch zur selektiven Inhibition des 

Faktor Xa und birgt nicht die Gefahr einer heparin-induzierten Thrombozytopenie, die 

als lebensbedrohliche Nebenwirkung bei der Therapie mit Heparinen auftreten kann. 

Die Therapie mit indirekten Antikoagulantien befindet sich zur Zeit im Umschwung: In 

den letzten Jahren wurden neue Wirkstoffe aus dieser Klasse zugelassen und einige wei-

tere befinden sich in klinischen Studien. Auf dem Arzneimittelmarkt befinden sich be-

reits der Thrombin-Inhibitor Dabigatran und die Faktor Xa-Inhibitoren Rivaroxaban und 

Apixaban. Im Gegensatz zur Therapie mit Heparinen oder Fondaparinux besitzen diese 

Wirkstoffe den Vorteil, dass sie zur oralen Applikation geeignet sind.  

Als indirekte Antikoagulantien werden die Wirkstoffe Phenprocoumon und Warfarin 

eingesetzt, die durch einen Antagonismus zu dem Cofaktor Vitamin K die Synthese von 

Prothrombin und der Blutgerinnungsfaktoren VII, IX und X hemmen. [143-145] 
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4.1.2 Der Faktor XIII 

Funktion des Faktor XIII 

Bei Gefäßverletzungen und Schädigungen des Endothels wird nach der primären Blut-

stillung der Gerinnungsprozess aktiviert. An der Blutgerinnung sind verschiedene Ge-

rinnungsfaktoren beteiligt, die kaskadenartig proteolytisch aktiviert werden. Die Se-

rinprotease Thrombin katalysiert die Abspaltung der Fibrinopeptide A und B von Fibri-

nogen. Die entstandenen Fibrinmonomere aggregieren im Anschluss zu unlöslichen 

Fibrinpolymeren. Thrombin katalysiert ebenfalls die Aktivierung von Faktor XIII zu 

Faktor XIIIa, dem letzten Enyzm in der Blutgerinnungskaskade. Faktor XIIIa stabilisiert 

die Fibrinpolymere durch kovalente Quervernetzungen und schützt den Wundverschluss 

durch die Bindung von a2-Antiplasmin vor dem fibrinolytischen Abbau durch Plasmin. 

Auch weitere Plasmaproteine wie zum Beispiel Fibronectin werden, katalysiert durch 

den Faktor XIIIa, zur Stabilisierung an den hämostatischen Fibrinpfropf gebunden. Der 

Faktor XIII wird daher auch als Fibrin-stabilisierender Faktor bezeichnet. Ein genetisch 

bedingter oder erworbener Mangel an Faktor XIII führt zu schweren Wundheilungsstö-

rungen und einer erhöhten Blutungsgefahr. [144, 146-148]  

Die Struktur des Faktor XIII und die Aktivierung zum Faktor XIIIa 

Im Blutplasma liegt der humane Faktor XIII als Heterotetramer vor, welches aus zwei 

A-Untereinheiten und zwei B-Untereinheiten besteht. Die B-Untereinheiten dienen zur 

Stabilisierung und zur Regulierung der katalytischen Aktivität der A-Untereinheiten, die 

die Transglutaminase-Funktion besitzen. Die Struktur des Heterotetramers und die zwi-

Fibrinogen Fibrin instabil Fibrin stabil

Thrombin

Faktor XIII

Faktor XIIIa

Abbildung 91: Ausschnitt aus der Blutgerinnungskaskade [149] 
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schen den Untereinheiten bestehenden Wechselwirkungen sind noch unbekannt. Der 

intrazellulär in Thrombozyten, Megakaryozyten und Thrombozyten vorkommende Fak-

tor XIII ist ein Homodimer, gebildet aus zwei A-Untereinheiten. In dieser Form liegt 

auch das in dieser Arbeit verwendete rekombinant hergestellte Protein vor, im folgen-

den als Faktor XIII bezeichnet.  

Der Faktor XIII hat ein Molekulargewicht von 83 kDa. Seine Struktur besitzt in Bezug 

auf die Organisation der Domänen und die Sekundärstruktur eine hohe Ähnlichkeit zur 

Transglutaminase 2. Jedoch besitzt der Faktor XIII zusätzlich ein N-terminales Aktivie-

rungspeptid (Aminosäuren 1 – 37). Anschließend ist er wie die Transglutaminase 2 in 

vier Domänen aufgeteilt: Die � -Sandwich-Domäne (Aminosäuren 38 – 184), die kataly-

tische Domäne (Aminosäuren 185 – 515) und die zwei C-terminalen � -Barrel-Domänen 

(Aminosäuren 516 – 628 sowie 629 – 731). In der katalytischen Domäne ist auch hier 

die katalytische Triade, bestehend aus den Aminosäuren Cys 314, His 373 und Asp 396, 

lokalisiert.  

 

 

Abbildung 92: Kristallstruktur des Faktor XIII - Dimers in der geschlossenen Konformation (PDB-Code 
1F13 [122]). Die � -Sandwich-Domäne des einen Moleküls (rechts) ist in hellblau, die katalytische Domä-
ne in orange und die � -Barrel-Domänen sind in rot und grün dargestellt. Das Aktivierungspeptid ist in 
dunkelblau dargestellt. Es überquert die Dimerkontaktfläche und interagiert mit dem benachbarten Mole-
kül (links), welches durchgehend in gold dargestellt ist. 
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Die Koordinaten der acht in der Proteindatenbank hinterlegten Kristallstrukturen des 

Faktor XIII in der geschlossenen Konformation [119-122] zeigen, dass, vergleichbar zur 

Transglutaminase 2, der Zugang zum aktiven Zentrum durch die � -Barrel-Domäne 1 

blockiert ist. Die Interaktion des katalytisch aktiven Cys 314 erfolgt hier unter Ausbil-

dung einer Wasserstoffbrücke zur Aminosäure Tyr 560. Das Aktivierungspeptid kreuzt 

die Dimer-Kontaktfläche und etabliert Interaktionen zu dem jeweiligen anderen Mono-

mer, auch in der Nähe dessen aktiven Zentrums. Die Aktivierung des Faktor XIII zum 

Faktor XIIIa läuft in mehreren Schritten ab und ist noch nicht vollständig aufgeklärt. 

Zunächst katalysiert Thrombin die Abspaltung des Aktivierungspeptids. Daraufhin dif-

fundieren die B-Untereinheiten ab und geben die A-Untereinheiten frei. Diese werden 

calciumabhängig aktiviert. Vermutlich findet eine der Transglutaminase 2 vergleichbare 

Konformationsänderung [6] statt, bei der die � -Barrel-Domänen 1 und 2 ihre Position 

verändern und der Zugang zum aktiven Zentrum ermöglicht wird. Bei sehr hohen Cal-

ciumkonzentrationen (�  100 mM) kann die Aktivierung des Faktor XIII auch ohne en-

zymkatalysierte Abspaltung des Aktivierungspeptids erfolgen.  [147, 150, 151] 

Dass die Diffusion der B-Untereinheiten im Anschluss an die Abspaltung des Aktivie-

rungspeptids erfolgt, ist in der Literatur beschrieben.[151] Jedoch findet sich bei Be-

trachtung der Kristallstrukturen des Faktor XIII dafür keine logische Erklärung, da das 

Aktivierungspeptid die beiden A-Untereinheiten miteinander verbindet. Eine Kristall-

struktur des Heterotetramers könnte Aufschluss über die bestehenden Wechselwirkun-

gen geben und gegebenenfalls weitere Details des Aktivierungsprozesses entschlüsseln. 

Es stellt sich die Frage, ob eine zusätzliche Funktion des Aktivierungspeptids in der 

Stabilisierung des Faktor XIII – Dimers besteht und ob im Zuge von dessen Abspaltung 

auch eine Monomerisierung erfolgt. In der Literatur wird lediglich beschrieben, dass 

durch die Abspaltung des Aktivierungspeptids dessen Interaktionen zum aktiven Zent-

rum des jeweiligen anderen Monomers aufgehoben werden können, so dass die Kataly-

se nicht blockiert wird. Dass der Faktor XIIIa nach proteolytischer Aktivierung als Mo-

nomer vorliegen kann, haben Untersuchungen mittels Größenausschlußchromatographie 

bereits zeigen können. [152] Auch massenspektrometrische Untersuchungen eines Was-

serstoff-Deuterium-Austauschs, eine Methode zur Analyse von Proteinkonformationen 

in Lösung, deuten auf eine Reduzierung der Interaktionen entlang der Dimer-

Kontaktfläche sowohl nach proteolytischer als auch nach nicht-proteolytischer Aktivie-

rung des Faktor XIII hin. [153] In der gängigen Literatur zu diesem Thema ist die Mög-

lichkeit einer Monomerisierung jedoch bisher nicht beschrieben. Es stellt sich jedoch 
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die Frage, wie das zweite Substrat der vom Faktor XIIIa katalysierten Transamidierung 

zum aktiven Zentrum gelangen soll, wenn das Dimer bestehen bleibt. Wie bei der 

Transglutaminase 2 beschrieben, gelangt dies von der anderen Seite des katalytischen 

Tunnels, die nicht von dem ersten Substrat genutzt wird, zum katalytisch aktiven 

Cys 314. Liegt der Faktor XIII jedoch als Dimer vor, ist der dafür notwendige Raum 

durch das jeweilige andere Molekül versperrt.  

Auch besteht keine Kenntnis darüber, was den Faktor XIIIa und auch die Transglutami-

nase 2 dazu veranlasst, von der geschlossenen in eine offene Konformation zu wech-

seln. Um die in der geschlossenen Konformation bestehenden Bindungen zwischen der 

katalytischen Domäne und der � -Barrel-Domäne 1 zu lösen, ist vermutlich ein hoher 

Energieaufwand notwendig. Die durch die Bindung der beiden Domänen vergrabene 

Oberfläche beträgt rund 3000 Å2. [122] Im Zuge der Aktivierung wird ein Calciumion 

pro Molekül gebunden, jedoch zeigt die Kristallstruktur des Faktor XIII im Komplex 

mit Calcium lediglich kleine strukturelle Rearrangements im Bereich der Bindungsstel-

le. [120] Es ist eher unwahrscheinlich, dass die Bindung von Calcium allein ausreicht, 

um den Aktivierungsprozess auszulösen. Als weiterer potentieller Faktor kommt die 

Bindung eines Substrates oder Inhibitors in Frage, jedoch ist hier ebenfalls fraglich, ob 

der zur Konformationsänderung notwendige Energieaufwand durch die Bindung kom-

pensiert werden kann.   

Einige Details des Aktivierungsprozesses bleiben rätselhaft. Abbildung 93 zeigt sche-

matisch einen hypothetischen Aktivierungsprozess der A-Untereinheiten des Fak-

tor XIII unter Einbeziehung der Monomerisierung, entwickelt auf der Basis verschiede-

ner experimenteller Beobachtungen [6, 152, 153] und eigenen Überlegungen. Die offe-

ne Konformation ist hier beispielhaft gezeigt, beruhend auf den Kristallstrukturen der 

Transglutaminase 2 in der offenen Konformation. Jedoch sind auch weitere Konforma-

tionen mit exponiertem aktiven Zentrum denkbar, in denen die relativen Positionen der 

Domänen und der Winkel, den sie einschließen, anders sind als hier dargestellt.    
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Der katalytische Mechanismus des Faktor XIII 

Wie in Abschnitt 3.1.2 für die Transglutaminase 2 beschrieben, katalysiert der Fak-

tor XIIIa substratabhängig die Deamidierung und Transamidierung von Glutaminsei-

tenketten in Proteinen und Peptiden. Für seine physiologische Funktion ist dabei die 

Transamidierung von Bedeutung, durch die sogenannte Isopeptidbindungen geknüpft 

werden, die sehr stabil sind und sich proteolytisch nicht spalten lassen. [154, 155] 

Inhibitoren des Faktor XIII 

Wie in Abschnitt 3.1.2 für die Transglutaminase 2 beschrieben, können Amin-basierte 

Inhibitoren durch Kompetition mit dem natürlichen Amin-Substrat der Transamidie-

rungsreaktion auch die Funktion des Faktor XIII hemmen. Als wirksamer Inhibitor er-

wies sich dabei zum Beispiel Monodansylcadaverin. [156] 

Peptidomimetische Inhibitoren können von den verschiedenen Substraten des Fak-

tor XIII abgeleitet werden. Natürliche Substrate sind unter anderem die verschiedenen 

Ketten des Fibrins, a2-Antiplasmin und Fibronectin. Auch die katalytische Umsetzung 

Thrombin

� 100mM Ca2+

?

Ca2+

?

Proteolytische
Aktivierung

Nicht-proteolytische
Aktivierung

 

Abbildung 93: Schematische Darstellung eines hypothetischen Aktivierungsprozesses des Faktor XIII. 
Das Aktivierungspeptid ist in dunkelblau, die � -Sandwich-Domäne in hellblau, die katalytische Domäne 
in orange und die � -Barrel-Domänen sind in rot und grün dargestellt. Der bisher unbekannte Faktor im 
Aktivierungsprozess, der den Konformationswechsel auslöst, ist mit ? bezeichnet.  
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von Casein durch den Faktor XIII wurde beschrieben. Ein Vergleich der verschiedenen 

Substrate ergab keine strikte Konsensussequenz. [157] Die an der Katalyse beteiligte  

Aminosäure Glutamin einer Peptidsequenz eines solchen Substrates kann durch eine 

elektrophile Kopfgruppe ersetzt werden, die kovalent an das katalytisch aktive Cys 314 

bindet. Die Inhibition erfolgt irreversibel. Peptidomimetische Inhibitoren mit Michael-

Akzeptoren und einem Chlormethylketon als Kopfgruppe wurden im Rahmen dieser 

Arbeit eingesetzt. Weiterhin wurden verschiedene Imidazol- und Triazol-Derivate als 

irreversible Inhibitoren des Faktor XIII beschrieben. [158] 

Ein natürlicher Inhibitor des Faktor XIII ist das Peptid Tridegin. Es besteht aus 66 Ami-

nosäuren und wurde aus den Speicheldrüsen eines Blutegels isoliert. Der Bindungsme-

chanismus von Tridegin konnte bisher jedoch nicht aufgeklärt werden, jedoch scheint 

eine kompetitive Inhibition ausgeschlossen zu sein. [159] 

Der Faktor XIII als Zielstruktur im Wirkstoffdesign 

Die Kristallstruktur des Faktor XIII konnte bisher nur in der geschlossenen Konformati-

on bestimmt werden. Um den Faktor XIII als Zielstruktur im Wirkstoffdesign zu etab-

lieren, ist jedoch die Kristallisation des Proteins in einer offenen Konformation, mög-

lichst im Komplex mit einem Inhibitor, erforderlich. Eine solche Struktur würde Auf-

schluss über die Gestaltung der Bindetasche und die Interaktionen eines Inhibitors zum 

Protein geben. Diese Informationen können dann für das Design neuer Inhibitoren ge-

nutzt werden. Umfangreiche Bemühungen zur Kristallisation eines Faktor XIIIa – Inhi-

bitorkomplexes werden in dieser Arbeit beschrieben. Vergleichbar zur Transglutamina-

se 2, ist die Kristallisation aufgrund der Möglichkeit des Proteins, verschiedene Kon-

formationen einzunehmen, anspruchsvoll und schwierig. So lange die strukturelle In-

formation nicht experimentell verfügbar ist, kann als Grundlage für ein strukturbasiertes 

Design auch ein Homologiemodell auf der Basis der Kristallstruktur der Transglutami-

nase 2 in der offenen Konformation verwendet werden.  

Die Inhibition des Faktor XIII stellt einen neuen Ansatz in der Therapie mit Antikoagu-

lantien dar. Wird die Quervernetzung der Fibrinpolymere und der Einbau weiterer Pro-

teine wie a2-Antiplasmin gehemmt, kann das Fibringerinnsel leichter durch Plasmin 

abgebaut werden. Da die anderen an der Blutgerinnungskaskade beteiligten Enzyme 

ausschließlich Proteasen sind, könnte der Faktor XIIIa außerdem selektiv adressiert 

werden.  
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4.2 Material und Methoden 

4.2.1 Verwendete Materialien 

Die in dieser Arbeit verwendeten Chemikalien wurden, sofern nicht anders beschrieben, 

von den Firmen Roth, Sigma-Aldrich, Fluka und Merck erworben. Die Firma ZEDIRA 

GmbH, Darmstadt, die in diesem Projekt als Kooperationspartner fungierte, stellte das 

gesamte Proteinmaterial sowie einen Großteil der Inhibitoren zur Verfügung. Der Inhi-

bitor MI 621 wurde von Zouhir Hammamy aus der Arbeitsgruppe von Herrn Prof. 

Steinmetzer am Institut für Pharmazeutische Chemie der Philipps Universität Marburg 

synthetisiert.  

4.2.2 Kristallisation des Faktor XIII 

Zur Kristallisation wurde der Faktor XIII in einer Konzentration von 4 mg/ml einge-

setzt. Nachdem es initial zu einer Präzipitation des Proteins beim Auftauen nach Auf-

bewahrung bei -80°C gekommen war, wurde das konzentrierte Protein nicht mehr ein-

gefroren und bei 4°C gelagert. Nach ca. einer Woche kam es jedoch auch bei dieser 

Temperatur zu einer Präzipitation des Proteins. Die Kristallisation erfolgte mittels der 

Methode der Dampfdiffusion am sitzenden Tropfen (Sitting Drop) bei einer Temperatur 

von 16 – 18°C. Es wurde ein Volumen von 1 ml Kristallisationslösung im Reservoir 

eingesetzt. Ein Tropfen setzte sich aus jeweils 1 � l der Proteinlösung und 1 � l der Kris-

tallisationslösung zusammen. Es wurden Kristallisationslösungen verschiedener Zu-

sammensetzungen im Reservoir verwendet: 

1. 100 mM MES pH 6,1 – pH 6,4; 1,0 – 2,0% PEG 6000 [122] 

2. 100 mM Natriumkaliumphosphat pH 6,1 – pH 6,4; 22 – 27% 1,2-Propandiol [120] 

3. 100 mM Tris pH 6,2 – 6,5; 10 – 15% Ethanol [119] 

4. 0,1 M – 4,0M Ammoniumsulfat pH 5,8 [121] 

Als Lösungsmittel wurde, sofern nicht anders beschrieben, mittels Ionenaustausch de-

mineralisiertes Wasser verwendet. Zur Optimierung der durch Verwendung der unter 

Punkt 1 beschriebenen Kristallisationslösung erhaltenen Kristalle wurde die Methode 
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des sogenannten Macro-Seedings durchgeführt. Die größten spontan gewachsenen Kris-

talle des Faktor XIII wurden nach einem Waschschritt in einen neuen Kristallisationsan-

satz überführt, in dem eine etwas niedrigere Präzipitanskonzentration als zuvor verwen-

det vorlag.  

4.2.3 Screening von Kristallisationsbedingungen  

Das Screening mit Hilfe des Kristallisationsroboters zum Testen einer Vielzahl von 

Kristallisationsbedingungen mit Komplexen des Faktor XIIIa und kovalent gebundenen 

Inhibitoren wurde durchgeführt wie in Abschnitt 3.2.3 beschrieben. Außerdem wurden 

die Kristallisationsscreens Wizard I und Wizard II der Firma Emerald Biosystems mit 

jeweils 48 verschiedenen Bedingungen verwendet. Das Ansetzen erfolgte hier manuell 

bei 16 bis 18°C, die Kristallisationsansätze wurden im Anschluss auch bei dieser Tem-

peratur aufbewahrt. Es wurde jeweils ein Volumen von 1 ml Kristallisationslösung im 

Reservoir eingesetzt. Ein Tropfen setzte sich aus jeweils 1 � l der Proteinlösung und 1 � l 

der Kristallisationslösung zusammen.  

Pro Komplex und pro Konzentration wurden insgesamt jeweils 864 Bedingungen getes-

tet. Das komplexierte Protein wurde nach der Herstellung nicht eingefroren und bis zur 

Verwendung bei 4°C aufbewahrt. 

4.2.4 Röntgenstrukturanalyse und Strukturverfeinerung 

Datensammlung und Prozessierung 

Zur Vorbereitung auf die Datensammlung wurden die Proteinkristalle in eine Lösung 

überführt, die zu 25% aus dem Kryoprotektivum Glycerol und zu 75% aus der Reser-

voirlösung bestand. Anschließend wurden die Kristalle in flüssigem Stickstoff gefroren. 

Die Datensammlung erfolgte ebenfalls bei 100 K. Das Streuvermögen der Kristalle des 

Faktor XIII wurde am inhouse-Röntgendiffraktometer mit der Röntgenröhre I� S der 

Firma Incoatec und einem mar345-Detektor getestet. Der Datensatz eines Kristalles des 

Faktor XIII wurde mit Hilfe von Synchrotronstrahlung an der Beamline 14.2 des Syn-

chrotron BESSY II, Berlin, aufgenommen. Ein Kristall eines Faktor XIIIa – Inhibitor-

Komplexes wurde dort getestet. Die gesammelten Daten wurden mit dem Programmpa-

ket HKL 2000 [62] prozessiert und skaliert. 
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Strukturbestimmung und Verfeinerung 

Als Modell für den Molekularen Ersatz wurden die Koordinaten der Struktur mit dem 

PDB-Code 1F13 [122] verwendet. 5% der Daten wurden für die Berechnung des freien 

R-Wertes genutzt. Die Phasen wurden mittels der Methode des Molekularen Ersatzes 

mit Hilfe des Programms Phaser [63] bestimmt. Als Modell wurden die Koordinaten der 

Struktur 1F13 verwendet. Zu Beginn der Strukturverfeinerung mit dem Programm Phe-

nix [65] wurden ein Rigid-Body-Refinement und eine Optimierung durch Simulated An-

nealing bei einer Starttemperatur von 5000°C durchgeführt. Abschließend wurden für 5 

Zyklen die individuellen Koordinaten und B-Faktoren verfeinert. Eine weitere Bearbei-

tung der Struktur erfolgte hier nicht. 
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4.3 Ergebnisse und Diskussion 

Einleitung 

Zu Beginn der Arbeiten mit dem Faktor XIII waren in der Proteindatenbank die Koor-

dinaten von acht Strukturen des Proteins in der inaktiven, geschlossenen Konformation 

hinterlegt. Äquivalent zu den Arbeiten mit der Transglutaminase 2 wurde auch hier zu-

nächst versucht, die Kristallisation anhand der publizierten Bedingungen nachzustellen. 

Das Ziel war jedoch auch in diesem Projekt die Aufklärung der Kristallstruktur im 

Komplex mit einem Inhibitor, um die gewonnen Informationen für das Wirkstoffdesign 

nutzen zu können. Aufgrund der strukturellen Ähnlichkeit zu der Transglutaminase 2 

wird erwartet, dass der Faktor XIIIa im Zuge der Aktivierung eine vergleichbare Kon-

formationsänderung durchläuft. Die Transglutaminase 2 konnte nach Komplexierung 

mit kovalent bindenden Inhibitoren bereits erfolgreich in der offenen Konformation 

kristallisiert werden. Bei der ZEDIRA GmbH wurde der Faktor XIII mittels Thrombin 

zu Faktor XIIIa aktiviert und mit verschiedenen, kovalent bindenden Inhibitoren kom-

plexiert. Ein Komplex des Faktor XIIIa mit einem nicht peptidomimetischen, kleinmo-

lekularen Inhibitor ließ sich nicht auf eine für die Proteinkristallisation hinreichende 

Konzentration einstellen. Der Komplex präzipitierte während des Konzentriervorgangs 

aus der Lösung. Eine hinreichende Konzentrierung gelang schließlich, nachdem der 

Faktor XIIIa mit peptidomimetischen, von Substraten abgeleiteten Inhibitoren komple-

xiert worden war. Die Inhibitoren der ZEDIRA GmbH binden, analog zur Transgluta-

minase 2, über einen Michael-Akzeptor an das katalytisch aktive Cystein 314. Ihre 

Strukturformeln werden aus Gründen der Geheimhaltung in dieser Arbeit nicht abgebil-

det. Ein weiterer Inhibitor des Faktor XIII, MI 621, der als Kopfgruppe ein Chlorme-

thylketon besitzt, wurde ebenfalls zur Komplexbildung eingesetzt. Seine Strukturformel 

zeigt Abbildung 94.  
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Abbildung 94: Strukturformel des Inhibitors MI 621 

Die Bindung eines Chlormethylketons an den Faktor XIIIa erfolgt vergleichbar zu der 

eines Inhibitors mit einer Diazoketon-Kopfgruppe. Der Bindungsmechanismus ist in 

Abbildung 95 gezeigt. 

Diese Komplexe wurden in umfangreichen Screenings eingesetzt, um passende Kristal-

lisationsbedingungen zu finden. Die erste Kristallstruktur eines solchen Komplexes 

kann als Meilenstein in der Suche nach einem Inhibitor des FXIII als Arzneistoff zur 

Therapie von Herz-Kreislauf-Erkrankungen betrachtet werden.  

Ergebnisse 

Kristallisation des Faktor XIII 

Zur Kristallisation des Faktor XIII in der geschlossenen, inaktiven Konformation waren 

zum entsprechenden Zeitpunkt vier verschiedene Bedingungen beschrieben. [119-122] 

Diese wurden umfassend getestet, um herauszufinden, welche Kristallisationsbedingun-

gen zu den am besten geeigneten Kristallen führten. Unter Verwendung der in Punkt 1 

beschriebenen Bedingungen wuchsen innerhalb eines Tages Kristalle heran, wie sie in 

Abbildung 96 beispielhaft gezeigt werden.  
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Abbildung 95: Mechanismus der Bindung der Inhibitoren mit einem Chlormethylketon                            
als Kopfgruppe an den Faktor XIIIa [160, 161] 
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Abbildung 96: Fotos von Kristallen des Faktor XIII, die durch Verwendung der                                    
unter Punkt 1 beschriebenen Kristallisationsbedingungen erhalten wurden 

Die unter Punkt 2 beschriebenen Kristallisationsbedingungen führten nicht zu einer 

Kristallisation des FXIII. Jedoch konnten in den Ansätzen, in denen die unter Punkt 3 

beschriebenen Kristallisationslösungen verwendet wurden, nach einigen Tagen kleine 

nadelförmige Kristalle beobachtet werden. In der Publikation der unter Punkt 4 be-

schriebenen Kristallisationsbedingungen fehlte die Angabe der verwendeten Konzentra-

tion von Ammoniumsulfat, so dass ein breiter Konzentrationsbereich getestet wurde. 

Unter Verwendung von 0,2 M Ammoniumsulfat wuchs nach einer Woche ein einzelner 

Kristall heran.  

Die Kristalle, die mit den in Punkt 1 und 4 beschriebenen Kristallisationsbedingungen 

erhalten wurden, wurden auf am inhouse-Röntgendiffraktometer auf ihr Diffraktions-

vermögen getestet. Die Kristalle aus der unter Punkt 1 beschriebenen Bedingung beug-

ten die Röntgenstrahlen bis zu einer Auflösung von 3.0Å. Durch Macro-Seeding wurde 

die Größe der Kristalle weiter optimiert, so dass sie im Anschluss für eine Datensamm-

lung verwendet werden konnten. Der unter Verwendung der in Punkt 4 beschriebenen 

Kristallisationsbedingungen erhaltene Kristall erreichte eine Diffraktion mit Auflösung 
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von 6.7Å. Diese und die unter Punkt 3 beschriebene Kristallisationsbedingung hätten 

optimiert werden müssen, um für eine Datensammlung geeignete Kristalle zu liefern. 

Da jedoch bereits geeignete Kristalle vorhanden waren, wurde aus Zeitgründen darauf 

verzichtet. 

Datensammlung und Strukturaufklärung des FXIII 

Von einem Kristall des Faktor XIII konnte an der Beamline 14.2 des Synchrotron BES-

SY II, Berlin, ein Datensatz mit einer Auflösung von 1.78Å gesammelt werden. Nach 

ihrer Prozessierung konnte den Daten durch die Methode des Molekularen Ersatzes die 

monokline Raumgruppe P21 zugeordnet werden, die auch schon in einigen publizierten 

Kristallstrukturen des Faktor XIII beobachtet wurde. Die asymmetrische Einheit des 

Kristalls enthält vier Monomere des Faktor XIII.  

Nach den ersten Schritten der Strukturverfeinerung wurde diese zunächst nicht weiter-

geführt. Da die asymmetrische Einheit 2924 Aminosäuren enthält, die sämtlich manuell 

in die Elektronendichtekarte eingepasst werden müssen, ist der Zeitaufwand für die Fer-

tigstellung der Kristallstruktur sehr hoch. Abbildung 97 veranschaulicht die Anzahl der 

Moleküle in der asymmetrischen Einheit. Die Struktur des Faktor XIII in der geschlos-

senen Konformation wurde außerdem bereits mehrfach publiziert, die Kristallstruktur 

mit dem PDB-Code 1EX0 [123] weist dabei mit 2.0Å die höchste Auflösung auf. Ein 

zusätzlicher Nutzen und Informationsgewinn wäre allenfalls durch eine neue Struktur 

mit signifikant höherer Auflösung als die der bisher publizierten Strukturen zu erwarten.  

    

Abbildung 97: Die asymmetrische Einheit des Kristalls enthält vier Moleküle des Faktor XIII, dargestellt 
in grün, blau, orange und gold, aus zwei verschiedenen Perspektiven 
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Kristallisation von Komplexen des Faktor XIIIa mit kovalent gebundenen Inhibitoren 

Verschiedene Komplexe des Faktor XIIIa mit kovalent gebundenden Inhibitoren wur-

den in Screenings zur Suche nach passenden Kristallisationsbedingungen eingesetzt. 

Tabelle 25 zeigt eine Übersicht über die verwendeten Komplexe.  

Bezeichnung des Inhibitors Konzentration der einge-

setzten Lösung des Kom-

plexes 

Hersteller des Inhibitors 

ZED 794 2,0 mg/ml ZEDIRA GmbH 

ZED 1246 
6,0 mg/ml 

8,5 mg/ml 
ZEDIRA GmbH 

ZED 1265 

3,5 mg/ml 

7,0 mg/ml 

10,0 mg/ml 

ZEDIRA GmbH 

ZED 1301 
2,0 mg/ml 

15,5 mg/ml 
ZEDIRA GmbH 

ZED 1390 7,0 mg/ml ZEDIRA GmbH 

MI 621 3,3 mg/ml 
Arbeitsgruppe Prof. Stein-

metzer 

Tabelle 25: Übersicht über die in Screenings eingesetzten Komplexe des                                               
Faktor XIIIa mit kovalent gebundenen Inhibitoren 

Zusätzlich zu den umfangreichen Screening-Ansätzen wurde versucht, die Komplexe 

unter Verwendung der zur Kristallisation der inhibierten Transglutaminase 2 in der of-

fenen Konformation eingesetzten Bedingungen zu kristallisieren. Auch die Kristallisati-

onsbedingungen, unter deren Verwendung der Faktor XIII in der geschlossenen Kon-

formation kristallisierte, wurden getestet. Es konnte jedoch jeweils kein Kristallwachs-

tum festgestellt werden.  

Die Komplexe des Faktor XIIIa wurden in unterschiedlichen Konzentrationen im 

Screening eingesetzt. Bei Verwendung der Komplexe in einer Konzentration von 

7,0 mg/ml und 8,5 mg/ml wurde in etwa 50% der Tropfen eine Präzipitation beobachtet, 
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so dass dieser Konzentrationsbereich als bevorzugt für eine erfolgreiche Kristallisation 

betrachtet werden kann. 

Unter einigen Kristallisationsbedingungen des Screenings wuchsen kleine Kristalle her-

an, die jedoch zumeist durch Testen am inhouse-Röntgendiffraktometer als Salzkristalle 

identifiziert wurden. In einem Tropfen, der den Komplex des Faktor XIIIa mit dem In-

hibitor MI 621 enthielt, wurden plättchenförmige Kristalle entdeckt, die miteinander 

verwachsen waren. Da eine Trennung der Kristalle aufgrund ihrer Größe und Instabilität 

nicht möglich war, wurden die verwachsenen Kristalle im Verbund entnommen und mit 

Hilfe von Synchrotronstrahlung getestet. Das beobachtete Diffraktionsmuster mit einer 

Auflösung von 3.2Å deutet darauf hin, dass es sich hierbei um Proteinkristalle handelt. 

Die Raumgruppe und die Zellkonstanten ließen sich jedoch vermutlich aufgrund der 

Überlagerung mehrerer Kristalle nicht bestimmen.  

 

Abbildung 98: Diffraktion eines Kristallverbunds aus potentiellen       
Kristallen eines Faktor XIIIa – Inhibitor – Komplexes  
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Zusammenfassung und Diskussion 

Die Kristallisation des Faktor XIII in der inaktiven, geschlossenen Konformation konnte 

erfolgreich unter Verwendung von bereits publizierten Kristallisationsbedingungen re-

produziert werden. Ein Datensatz mit einer Auflösung von 1.78Å konnte gesammelt 

werden. Da jedoch zahlreiche Strukturen des Proteins in dieser Konformation bereits 

publiziert wurden und die höchste Auflösung einer dieser Strukturen mit 2.0Å nicht 

signifikant schlechter ist, wurde aufgrund des hohen Zeitaufwands die Verfeinerung der 

Kristallstruktur nicht zu Ende geführt. Um eine Kristallstruktur mit einer signifikant 

höheren Auflösung und damit einen deutlichen Informationsgewinn zu erhalten, könn-

ten die bisher verwendeten oder die unter Punkt 2 und 4 beschriebenen Kristallisations-

bedingungen weiter optimiert werden. Größere Kristalle oder Kristalle, deren Wachs-

tum verlangsamt wurde, könnten zu einer verbesserten Diffraktion führen. Gegebenen-

falls könnte durch das Testen mehrerer Kristalle auch ein Kristall gefunden werden, in 

dem die asymmetrische Einheit nur zwei anstelle von vier Molekülen enthält, wie in den 

bereits publizierten Kristallstrukturen. So würde sich der Zeitaufwand für die Struktur-

verfeinerung nahezu halbieren.  

Zahlreiche Komplexe des Faktor XIIIa mit kovalent gebundenen Inhibitoren wurden in 

umfangreichen Screenings eingesetzt, um Kristallisationsbedingungen für das inhibierte 

Protein zu finden. Dass im Zuge der Aktivierung wohl ein der Transglutaminase 2 ver-

gleichbarer Konformationswechsel eintritt, lässt die strukturelle Ähnlichkeit der beiden 

Proteine vermuten. Ein weiterer Hinweis auf eine veränderte Konformation der Inhibi-

torkomplexe ist, dass die Komplexe unter Verwendung der Kristallisationsbedingungen 

für das Protein in der geschlossenen Konformation nicht kristallisieren. Da sich die 

Kristallisation der Komplexe der Transglutaminase 2 als stark inhibitorabhängig erwie-

sen hatte, wurden Komplexe mit verschiedenen Inhibitoren im Screening eingesetzt. 

Auch die Konzentration der Lösungen der eingesetzten Komplexe wurde variiert. Hier 

bestehen für die Zukunft noch Möglichkeiten zur Variation: Komplexe mit weiteren 

Inhibitoren können in unterschiedlichen Konzentrationen im Screening eingesetzt wer-

den. Auch eine Erweiterung des Repertoires an Screening-Lösungen ist denkbar.  

Die Kristalle des Komplexes des Faktor XIIIa mit dem Inhibitor MI 621 sind der erste 

sogenannte "Hit" aus dem Screening zur Suche nach Kristallisationsbedingungen für 

den inhibierten Faktor XIIIa und stellen einen großen Schritt auf dem Weg zur Kristall-

strukturbestimmung dar. Die Reproduktion der Kristalle wird in nachfolgenden Arbei-

ten durchgeführt.  
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Welche Probleme sich in Folge während der Etablierung des Faktor XIIIa als Zielstruk-

tur im Wirkstoffdesign ergeben können, wurde für die Transglutaminase 2 in Abschnitt 

3.3 ausführlich diskutiert. Auch die Kristallisation des Faktor XIIIa kann sich aus den 

gleichen Gründen als inhibitorabhängig erweisen. Strategien zur Überwindung dieser 

Problematik, wie zum Beispiel die Kristallisation der Inhibitoren im Komplex mit der 

katalytischen Domäne, sind auch hier denkbar. Eine Abtrennung der beiden C-

terminalen � -Barrel-Domänen kann durch Thrombin katalysiert werden, da eine zusätz-

liche Spaltstelle zwischen Lys 513 und Ser 514 beschrieben wurde. [147] Werden Da-

tensätze von Komplexen des gesamten Faktor XIIIa – Moleküls in einer der Transglu-

taminase 2 vergleichbaren offenen Konformation aufgenommen, wird die Datensamm-

lung und –auswertung vermutlich ebenso problematisch und anspruchsvoll sein wie bei 

der Transglutaminase 2 beschrieben.  

Die ersten Schritte auf dem Weg zu einer Kristallstruktur des Faktor XIIIa im Komplex 

mit einem Inhibitor sind getan. Bis jedoch die Strukturaufklärung vollendet ist, können 

computergestützte Methoden helfen, die Bindetasche und den Bindungsmodus der Inhi-

bitoren zu simulieren. Aufgrund der hohen strukturellen und sequentiellen Ähnlichkeit 

der beiden Proteine kann eine Kristallstruktur der Transglutaminase 2 in der offenen 

Konformation als Grundlage für die Erstellung eines Homologiemodells des Faktor XII-

Ia dienen. Ein Vergleich der in der UniProt-Datenbank [162] hinterlegten Sequenzen 

des Faktor XIII (Eintrag P00488) und der Transglutaminase 2 (Eintrag P21980) mit 

dem Programm BLAST [163] ergibt eine Sequenzidentität von 39 % und eine Sequenz-

ähnlichkeit von 53 %. Insbesondere der Bereich um das katalytisch aktive Cystein ist 

stark konserviert, wie Abbildung 99 zeigt. Ein solches Homologiemodell wurde bereits 

in der Literatur beschrieben. [150] Jedoch wurde bei diesen Arbeiten vorausgesetzt, 

dass der Faktor XIIIa auch in der aktiven Konformation als Dimer vorliegt. So wird 

auch beschrieben, dass bei der Erstellung des Modells Zusammenstöße zwischen der � -

Barrel-Domäne 1 und der � -Sandwich-Domäne des jeweiligen anderen Monomers auf-

traten. Untersuchungen mittels Größenausschlusschromatographie konnten jedoch zei-

gen, dass der Faktor XIIIa in seiner aktiven Konformation vorwiegend als Monomer 

vorliegt. [152] Dafür spricht auch die Rolle des Aktivierungspeptids, welches in der 

inaktiven Konformation die beiden Moleküle des Dimers verbindet. Nach dessen Ab-

spaltung kann eine Aktivierung des Proteins und auch eine Monomerisierung erfolgen. 

Dies muss bei der Erstellung eines Homologiemodells berücksichtigt werden. Das er-

haltene Modell sollte durch Moleküldynamiksimulation verbessert werden, so dass im 
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Anschluss die Bindetasche für das Docking von Inhibitoren verwendet werden kann. 

[164] 

 
FXIII  59   DTNKVDHHTDKYENNKLIVRRGQSFYVQIDF-SRPYDPR RDLFRVEYVIGRYPQENKGTY  117 
            +TN  DHHT      KL+VRRGQ F++ + F  R Y+   D      V G  P +  GT  
TG2    15   ETNGRDHHTADLCREKLVVRRGQPFWLTLHFEGRNYEASVDSLTFSVVTGPAPSQEAGTK  74 
 
FXIII  118  IPVPIVSELQSGKWGAKIVMREDRSVRLSIQSSPKCIVG KFRMYVAVWTPYGVLRTSRNP  177 
               P+   ++ G W A +V ++D ++ L + +     +G  +R+ +   T Y   + S    
TG2    75   ARFPLRDAVEEGDWTATVVDQQDCTLSLQLTTPANAPIGLYRLSLEASTGY---QGSSFV  131 
 
FXIII  178  ETDTYILFNPWCEDDAVYLDNEKEREEYVLNDIGVIFYG EVNDIKTRSWSYGQFEDGILD  237 
                 +LFN WC  DAVYLD+E+ER+EYVL   G I+ G     IK   W++GQFEDGILD 
TG2    132  LGHFILLFNAWCPADAVYLDSEEERQEYVLTQQGFIYQGSAKFIKNIPWNFGQFEDGILD  191 
 
FXIII  238  TCLYVMD-------RAQMDLSGRGNPIKVSRVGSAMVNA KDDEGVLVGSWDNIYAYGVPP  290 
             CL ++D        A  D S R +P+ V RV S MVN  DD+GVL+G WDN Y  GV P 
TG2    192  ICLILLDVNPKFLKNAGRDCSRRSSPVYVGRVVSGMVNCNDDQGVLLGRWDNNYGDGVSP  251 
 
FXIII  291  SAWTGSVDILLEYRSSE-NPVRYGQ CWVFAGVFNTFLRCLGIPARIVTNYFSAHDNDANL  349 
             +W GSVDIL  +++     V+YGQ CWVFA V  T LRCLGIP R+VTNY SAHD ++NL 
TG2    252  MSWIGSVDILRRWKNHGCQRVKYGQCWVFAAVACTVLRCLGIPTRVVTNYNSAHDQNSNL  311 
 
FXIII  350  QMDIFLEEDGNVNSKLTKDSVWNYHCWNEAWMTRPDLPVGFGGWQAVDSTPQENSDGMYR  409 
             ++ F  E G +      + +WN+HCW E+WMTRPDL  G+ GWQA+D TPQE S+G Y  
TG2    312  LIEYFRNEFGEIQGD-KSEMIWNFHCWVESWMTRPDLQPGYEGWQALDPTPQEKSEGTYC  370 
 
FXIII  410  CGPASVQAIKHGHVCFQFDAPFVFAEVNSDLIYITAKKD GTHVVENVDATHI-GKLIVTK  468 
            CGP  V+AIK G +  ++DAPFVFAEVN+D++    + D G+ V ++++ + I G  I TK 
TG2    371  CGPVPVRAIKEGDLSTKYDAPFVFAEVNADVVDWIQQDDGS-VHKSINRSLIVGLKISTK  429 
 
FXIII  469  QIGGDGMMDITDTYKFQEGQEEERLALETA--LMYGAKKPLNTEGVMKSRSNVDMDFEVE  526 
             +G D   DIT TYK+ EG  EER A   A  L   A+K    T   M+ R    M+     
TG2    430  SVGRDEREDITHTYKYPEGSSEEREAFTRANHLNKLAEKE-ETGMAMRIRVGQSMN----  484 
 
FXIII  527  NAVLGKDFKLSITFRNNSHNRYTITAYLSANITFYTGVP KAEF-KKETFDVTLEPLSFKK  585 
               +G DF +     NN+   Y     L A    Y G+   E   K   ++ LEP S K  
TG2    485  ---MGSDFDVFAHITNNTAEEYVCRLLLCARTVSYNGIL GPECGTKYLLNLNLEPFSEKS  541 
 
FXIII  586  EAVLIQAGEYMGQLLEQASLH---FFVTARINETRDVLA KQKSTVLTIPEIIIKVRGTQV  642 
              + I   +Y   L E   +      V   IN     L  ++   L  PEI I++ G    
TG2    542  VPLCILYEKYRDCLTESNLIKVRALLVEPVIN---SYLL AERDLYLENPEIKIRILGEPK  598 
 
FXIII  643  VGSDMTVTVQFTNPLKETLRNVWVHLDGPGVTRPMKKMFREIRPNSTVQWEEV-----CR  697 
                +   V   NPL   L      ++G G+T   K +  EI P+     EEV        
TG2    599  QKRKLVAEVSLQNPLPVALEGCTFTVEGAGLTEEQKTV--EI-PDPVEAGEEVKVRMDLL  655 
 
FXIII  698  PWVSGHRKLIASMSSDSLRHVYGELDVQI  726 
            P   G  KL+ +  SD L+ V G  +V I 
TG2    656  PLHMGLHKLVVNFESDKLKAVKGFRNVII  684 

 

Abb. 99: Vergleich der Sequenzen von Faktor XIII und Transglutaminase 2 mit dem Programm      
BLAST. [163] Das katalytisch aktive Cystein ist jeweils rot markiert.  

Der Einsatz kovalent bindender Inhibitoren zur Komplexierung des Faktor XIII muss 

als Mittel auf dem Weg zu einer erfolgreichen Kristallisation des Proteins in der aktiven 

Konformation betrachtet werden. Durch die kovalente Bindung der Inhibitoren erhöht 

sich die Stabilität der Komplexe und damit die Wahrscheinlichkeit ihrer Kristallisier-
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barkeit. Wie für die Transglutaminase 2 beschrieben, eignen sich kovalente Inhibitoren 

jedoch weniger als Arzneistoffe als nicht kovalente Inhibitoren. Insbesondere Inhibito-

ren mit einer Chlormethylketon-Kopfgruppe gelten als sehr reaktiv. Neben Transgluta-

minasen und Cysteinproteasen gehen sie auch Bindungen zu Serinproteasen und ande-

ren SH-haltigen Molekülen, wie zum Beispiel Glutathion, ein. Aufgrund diesem Mangel 

an Selektivität wäre eine Anwendung dieser Moleküle in vivo nicht möglich. Somit 

muss auch hier das strukturbasierte Design nicht kovalenter Inhibitoren als langfristiges 

Ziel betrachtet werden, damit diese eines Tages zur antikoagulativen Therapie einge-

setzt werden können.  
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5 Zusammenfassung 

In dieser Arbeit wird das strukturbasierte Design von Wirkstoffen am Beispiel drei ver-

schiedener Zielproteine beschrieben: Der HIV-1 Protease und der humanen Proteine 

Transglutaminase 2 und Blutgerinnungsfaktor XIII. Ziel der Arbeit war, die jeweiligen 

Proteine im Komplex mit ihren Inhibitoren zu kristallisieren und die dreidimensionale 

Struktur der Komplexe mittels Röntgenstrukturanalyse zu bestimmen. Die erhaltenen 

Informationen über den Bindungsmodus der Inhibitoren sollten für das Design neuer 

Moleküle und die Optimierung der Bindungseigenschaften, zum Beispiel der Affinität 

zum Protein, genutzt werden, um somit einen Beitrag zur Entwicklung neuer Arznei-

stoffe zu leisten. 

Inhibitoren der HIV-1 Protease sind potentielle Arzneistoffe zur Therapie von HIV-

infizierten Menschen. Sie können helfen, die Zeit bis zum Ausbruch der Immunschwä-

che-Krankheit AIDS zu verlängern sowie deren Symptomatik zu lindern. Auch wenn 

bereits einige Arzneistoffe zur Behandlung zur Verfügung stehen, erfordert die zuneh-

mende Resistenzbildung der Viren und die Entwicklung von AIDS zu einer weltweiten 

Pandemie eine kontinuierliche Weiterentwicklung der Therapie. Die humane Transglu-

taminase 2 ist unter anderem an der Pathogenese der Zöliakie beteiligt, zu deren Thera-

pie zur Zeit keine Arzneimittel zur Verfügung stehen. Ein Medikament mit einem Inhi-

bitor der Transglutaminase 2 könnte Patienten, die von dieser Gluten-Unverträglichkeit 

betroffen sind, ermöglichen, ihre strikte Diät aufzulockern, und somit ihre Lebensquali-

tät beträchtlich erhöhen. Auch der Faktor XIII gehört zu der Familie der Transglutami-

nasen. Durch seine Funktion in der Blutgerinnung stellt er einen Angriffspunkt für eine 

antikoagulative Therapie dar. Inhibitoren des Proteins sind daher potentielle Arzneistof-

fe und eine neue Option zur Prophylaxe und Behandlung verschiedenster Herz-

Kreislauf-Erkrankungen, wie zum Beispiel von Thrombosen und Embolien.  

In Abschnitt 2.3 dieser Arbeit werden Kristallstrukturen von Komplexen der HIV-1 

Protease mit verschiedenen Inhibitoren vorgestellt, die als Grundstruktur ein sekundäres 

Amin besitzen. Zunächst wird in Abschnitt 2.3.1. gezeigt, wie innerhalb einer Serie 

strukturell sehr ähnlicher Inhibitoren grundlegend verschiedene Bindungsmodi zum 

Protein beobachtet werden konnten, die in Zusammenhang mit der  Kristallform und der 

Raumgruppe des Kristalls stehen. Dass der gleiche Inhibitor in Kristallen mit unter-

schiedlicher Raumgruppe sowohl C2-symmetrisch als auch asymmetrisch an die HIV-1 
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Protease binden kann, wird in Abschnitt 2.3.2 beschrieben. Der Zusammenhang zwi-

schen Bindungsmodus des Inhibitors, Symmetrie und Raumgruppe wird dort noch ein-

mal ausführlich diskutiert. In Abschnitt 2.3.3 und 2.3.4 wird beschrieben, wie Moleküle 

mit Fulleren- und Piperidin-Grundgerüst durch enzymkinetische Messungen als neue 

Inhibitoren der HIV-1 Protease charakterisiert werden konnten. Strukturelle Informatio-

nen über den Bindungsmodus dieser Inhibitoren konnten jedoch nicht erhalten werden. 

Jedoch konnte der Bindungsmodus einer Serie dreiarmiger, nicht symmetrischer Pyrro-

lidinderivate durch Co-Kristallisation und Röntgenstrukturanalyse bestimmt werden, 

wie in Abschnitt 2.3.5 gezeigt wird. Eine Weiterentwicklung der Amin-basierten Inhibi-

toren stellen die bizyklischen Pyrrolidinderivate dar, deren Bindungseigenschaften in 

Abschnitt 2.3.6 vorgestellt werden. Kristallstrukturen von Komplexen mit diesen Inhibi-

toren stellten auch die Grundlage für ein Fragment-basiertes Design dar, welches in 

Abschnitt 2.3.7 beschrieben wird. 

Die Transglutaminase 2 wurde, wie in Abschnitt 3.3 beschrieben, im Komplex mit ko-

valent bindenden Inhibitoren in der offenen Konformation des Proteins kristallisiert. Die 

Kristallisierbarkeit dieser Komplexe erwies sich als stark abhängig vom verwendeten 

Inhibitor. Es gelang jedoch schließlich, Kristallstrukturen von drei verschiedenen Kom-

plexen zu bestimmen. Die Strukturaufklärung vermittelte wertvolle Informationen über 

über den Bindungsmodus der Inhibitoren, die von dem Kooperationspartner in diesem 

Projekt, der ZEDIRA GmbH, als Grundlage für das Design weiterer Moleküle auf dem 

Weg zu einem geeigneten Arzneistoff genutzt werden konnten.  

Vergleichbar zu den Arbeiten mit der Transglutaminase 2, sollte auch der Faktor XIIIa 

im Komplex mit einem kovalent bindenden Inhibitor kristallisiert und anschließend 

erstmals die dreidimensionale Struktur des Proteins in einer offenen Konformation be-

stimmt werden. Wie in Abschnitt 4.3 beschrieben, konnte das Protein zunächst erfolg-

reich in der geschlossenen Konformation kristallisiert werden. Anschließend wurden 

zahlreiche Komplexe des Faktor XIIIa mit kovalent gebundenen Inhibitoren in umfang-

reichen Screenings eingesetzt, um Kristallisationsbedingungen für das inhibierte Protein 

zu finden. Am Ende dieser Arbeit konnten erste Kristalle eines Komplexes erhalten und 

auf ihr Diffraktionsvermögen getestet werden, so dass ein großer Schritt auf dem Weg 

zur Kristallstruktur getan wurde.  
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Summary 

The thesis at hand uses the example of three different target proteins to describe struc-

ture-based design of drugs, the first being HIV-1 protease, the second and third being 

the human proteins transglutaminase 2 and coagulation factor XIII. The aim of this the-

sis was to crystallize the respective proteins in complex with their inhibitors and to de-

termine the three-dimensional structure of the complexes by X-ray analysis. The result-

ing information about the binding mode of the inhibitors could then be used for the de-

sign of new molecules and the optimization of binding properties, for example the affin-

ity to the protein. In this way, a contribution to the development of new drugs has been 

made. 

Inhibitors of HIV-1 protease are potential drugs for the treatment of HIV-infected pa-

tients. They might help slowing down the ongoing infection and later relieve the symp-

toms of AIDS. Even though a variety of drugs is already available, the increasing resis-

tance development of the virus and the worldwide spreading of AIDS up to a pandemic 

require permanent efforts to develop new therapeutics. 

Among other things, human transglutaminase 2 contributes to the pathogenesis of celiac 

disease. At the moment, there are no drugs available to treat this gluten intolerance. An 

inhibitor of transglutaminase 2 would be a potential drug allowing affected patients 

making their gluten-free diet less strict and thus increasing their quality of life. 

Coagulation factor XIII is also a member of the family of human transglutaminases. 

Because of its function in blood coagulation, the protein could be a target for an antico-

agulation therapy. Inhibitors of factor XIII are therefore potential drugs and a new op-

tion in prophylaxis and therapy of several cardiovascular diseases like thrombosis and 

embolism.  

Section 2.3 of this thesis presents several crystal structures of complexes of HIV-1 pro-

tease with inhibitors having a secondary amine as core structure. The observation of a 

significant difference in binding modes in a series of structurally similar ligands, in rela-

tion to the crystal form and the space group of the crystals, is reported in section 2.3.1. 

The occurrence of two different binding modes of the same inhibitor to HIV-1 protease, 

once C2-symmetric, once without twofold symmetry, is shown in section 2.3.2. Here, 

the relationship between the inhibitor's binding mode, symmetry and space group, is 

discussed in detail. Section 2.3.3 and 2.3.4 describe the characterization of molecules 
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with a fullerene as well as with a piperidine core scaffold as novel inhibitors of HIV-1 

protease by enzyme kinetic measurements. It was not possible, however, to obtain struc-

tural information about the binding mode of these inhibitors. Nevertheless, as shown in 

section 2.3.5, the binding mode of a series of three-armed, non-symmetric pyrrolidine-

based inhibitors was determined by crystallization of the complexes and subsequent X-

ray analysis. Pyrrolidine-based bicyclic inhibitors are an advancement of the amine-

based HIV-1 protease inhibitors. Their binding properties are shown in section 2.3.6. 

Crystal structures of complexes with these inhibitors were the basis for a fragment-

based approach, which is described in section 2.3.7. 

Human transglutaminase 2 was crystallized in complex with covalently bound inhibitors 

in the open conformation of the protein, as shown in section 3.3. The success of crystal-

lization of these complexes turned out to be highly dependent on the type of the inhibi-

tor. Nevertheless, crystal structures of three different complexes were determined fi-

nally. The structural analysis provided useful information about the binding mode of the 

inhibitors, which proved of value for the design of new molecules to be developed into 

an applicable drug by the cooperation partner in this project, ZEDIRA GmbH. 

As with transglutaminase 2, the aim was to crystallize coagulation factor XIII in com-

plex with a covalently bound inhibitor and to determine the three-dimensional structure 

of the protein in the open conformation for the first time ever. As described in section 

4.3, the protein was crystallized successfully in the closed conformation at first. After-

wards, a large number of complexes of factor XIIIa with covalently bound inhibitors 

were applied in extensive screenings to find crystallization conditions for the inhibited 

protein. To this end, promising crystals of a complex were obtained and tested for dif-

fraction power. Thus, a great milestone on the way to a crystal structure has been     

accomplished.  
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