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1 Allgemeine Einleitung und Problemstellung

Im Rahmen des strukturbasierten Designs von Witlestcermoglicht es die Struktur-
aufklarung mittels Rontgenkristallographie, die Wsslwirkungen von Liganden zum
Protein zu studieren. Die erhaltenen Informatiofber den Bindungsmodus des Li-
ganden konnen flir das Design neuer Molekile undOgigmierung der Bindungsei-
genschaften, zum Beispiel der Affinitdt zum Protgienutzt werden. [1]

Bis zur Aufklarung der dreidimensionalen Struktures Protein-Ligand-Komplexes ist
jedoch oftmals ein langer Weg mit vielen Heraustonthgen zu beschreiten. Zunéchst
muss das Zielprotein rekombinant hergestellt werdeid zwar moéglichst rein und in
einer fur die Kristallisation ausreichenden Men§ad noch keine Kristallisationsbe-
dingungen fur das Protein beschrieben worden, weetee Vielzahl von Bedingungen
unter Variation verschiedener Parameter getestetzwn Beispiel der Temperatur, der
Proteinkonzentration und der Anwesenheit von loriRedoxagentien und Liganden.
Kristallisationsroboter machen es heutzutage mbglic kirzester Zeit einen hohen
Durchsatz an Kristallisationsbedingungen zu tesBemnoch kann ein solch&cree-
ning sehr zeit- und arbeitsintensiv sein, wie auchi@sel Arbeit beschrieben wird.
Auch wenn bereits Kristallisationsbedingungen fés dielprotein beschrieben wurden,
sind diese nicht zwangslaufig auf den gewinschtete-Ligand-Komplex tbertrag-
bar. Andert das Protein zum Beispiel durch Binddag Liganden seine Konformation,
konnen aufgrund veranderter Oberflacheneigenschadtedere Kristallisationsbedin-
gungen erforderlich sein.

Hauptsachlich werden heute zwei verschiedene Methadr Kristallisation von Prote-
inen im Komplex mit Liganden verwendet: Die Co-Kaifisation und das so genannte
Soaking Bei der Co-Kristallisation werden Protein und &mngl vor dem Ansetzen mit-
einander vermischt, so dass eine Bindung im gei@tstand erfolgen kann, und beide
werden gemeinsam zur Kristallisation angesetztmBsd genannteBSoakingwird das
Protein zunéchst in Abwesenheit des Liganden Wigtat. Der Ligand wird anschlie-
Rend im Uberschuss zu den Kristallen gegegeberkama durch die Losungsmittelka-
nale im Protein in die Bindetasche gelangen. WelMhbthode im Einzelfall zum Erfolg
fuhrt, hangt von verschiedenen Faktoren ab. Kies&ihes Komplexes der HIV-1 Pro-
tease mit einem Liganden in der Bindetasche konbigmer ausschlief3lich mittels Co-
Kristallisation erhalten werden. Durch die Bindutgs Liganden werden namlich fle-
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xible Bereiche der Bindetasche, die so genanntapskistabilisiert. In dieser stabilen
Konformation ist dann eine erfolgreiche Kristaltisa moglich. Geht das Protein unter
Bindung von Liganden keine signifikante Konformasénderung ein, kann bei hinrei-
chender Affinitat des Liganden auch dasakingerfolgreich funktionieren. Je kleiner
dabei das Molekiil, desto besser kann es durch @arigsmittelkanale im Protein dif-
fundieren. [2] In dieser Arbeit wird nachfolgendsbirieben, wie ein Fragment mittels
Soakingin die Bindetasche gelangen und sein Bindungsmodtisls Rontgenstruktur-
analyse aufgeklart werden konnte.

Wenn schliel3lich Proteinkristalle vorhanden sindiseen diese meist im Hinblick auf
ihre Form und Gr6RRe optimiert werden, bevor sieR@intgenstrukturanalyse eingesetzt
werden konnen. Dort werden die Rontgenstrahlenhddre Elektronen der Atome im
Kristall gebeugt und anschlieBend detektiert. Demultierende Beugungsmuster wird
verwendet, um eine Elektronendichtekarte der Mdikin Kristall zu berechnen. In
diese werden die Aminosauren des kristallisiertestdths, Wassermolekile und gege-
benenfalls Liganden eingepasst. Das erhaltene MddelProteinstruktur wird mittels
Energieminimierung verfeinert und im Anschluss ffaviederum eine manuelle An-
passung des Modells. Diese Prozesse werden widfjdrsokeine weitere Verbesse-
rung des Modells erfolgt.

Je besser das Diffraktionsvermégen eines Kristdisto hoher ist die Auflosung der
resultierenden Kristallstruktur. Die Mehrzahl desHer aufgeklarten Kristallstrukturen
ist von mittlerer bis hoher Auflésung ( ~ 2.8 —A)5Doch auch die Anzahl an Struktu-
ren in der Proteindatenbank mit atomarer Auflos(ng.0A) wachst stetig an. Mit stei-
gender Auflésung sinkt der Fehler der Atomkoordenatdie Prazision der Kristallstruk-
tur steigt und auch der Bindungsmodus eines Ligarndan genauer und detaillierter
beschrieben werden. Heutzutage steht intensive 8gtmonstrahlung zur Verfiigung,
um Daten mit der héchstmdglichen Auflosung zu samme

Verschiedene Parameter dienen letztendlich zurtBéwmg der Qualitat einer Kristall-
struktur. Diese mussen von dem KristallographendeeiArbeit an einer Kristallstruk-
tur aufmerksam beobachtet werden. Zum Beispiellregat der R-Faktor, wie gut das
erhaltene Modell des Proteins mit den experimestedaten aus der Rontgenbeugung
Ubereinstimmt und ist somit ein wichtiges Qualitéterium fur die Aussagekraft einer
Kristallstruktur. [3, 4]
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Abbildung 1: Der Weg vom Proteinkristall zur fediyKristallstruktur
Rontgenstrahlen werden an einem Proteinkristaléggbund anschlieRend detektiert. Aus dem resultie-
renden Beugungsmuster, welches oben rechts béiafiiah einem Diffraktionsbild gezeigt ist, kanne
Elektronendichtekarte errechnet werden (unten s@cht diese werden die Aminosauren des Proteins
und weitere im Kristall befindliche Molekiile eingegst. Schlu3endlich wird eine dreidimensionale
Struktur des kristallisierten Proteins erhaltentéarinks, Beispiel: HIV-1 Protease).

Drei verschiedene Proteine wurden im Rahmen digdegit als Zielstrukturen fir das
strukturbasierte Wirkstoffdesign verwendet: Die HIWProtease und die humanen Pro-
teine Transglutaminase 2 und der Blutgerinnungsfakilll. Die Unterschiede zwi-
schen den Eigenschaften dieser Proteine, zum Beigpiihrer Funktionalitat, ihrer
Kristallisierbarkeit oder ihrer Etablierung als [ptein im Wirkstoffdesign, stellten
eine grol3e Herausforderung dar, ermdglichten abehn die Vielseitigkeit in der An-
wendung von Methoden und dieser Arbeit allgemein.

Die HIV-1 Protease ist ein etabliertes Zielprotemstrukturbasierten Wirkstoffdesign.
Zahlreiche Kristallstrukturen von Komplexen destBis mit verschiedensten Ligan-
den sind bereits in der Proteindatenbank hintedegtin Journalen veroffentlicht wor-
den, so dass umfangreiche Informationen tber diehd&wirkungen zwischen Protein
und Ligand zur Verfugung stehen. Dennoch bleibsdswvierig, den Bindungsmodus
eines bestimmten Liganden vorherzusagen, da dideBasche eine hohe Flexibilitat
besitzt. Der symmetrische Charakter des homodim®@meteins stellt weiterhin eine

besondere Herausforderung fur das Design von Ligawidr, wie auch in dieser Arbeit
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beschrieben wird. Damit die Kristallisation der HIVProtease im Komplex mit einem
Liganden gelingt, muss dieser einige Voraussetaumggillen, wie zum Beispiel eine
hinreichende Affinitat zum Protein, eine ausreiakehodslichkeit und eine Mdglichkeit
zur Wechselwirkung mit der Flap-Region.

Die Transglutaminase 2 und der Faktor Xl habeshér nur selten Verwendung als
Zielproteine fur das strukturbasierte Wirkstoffdgsgefunden. Beide Proteine bestehen
aus mehreren Doménen, die ihre relative Lage zoderaverdndern muissen, um ein
Substrat oder einen Inhibitor zu binden. Um Infatiov@en Uber die Bindetasche der
Proteine in der so genannten aktiven Konformatwrrhalten, missen diese im Kom-
plex mit einem Inhibitor kristallisiert werden. Diristallisation der Proteine in dieser
Konformation stellt eine gro3e Herausforderung stlarmutlich muss der Inhibitor ei-
nen hohen stabilisierenden Effekt aufweisen. ImieFd¢r Transglutaminase 2 scheiter-
ten daran bereits verschiedene Forschergrupperbiblim Jahr 2007 schliel3lich die
erste Kristallstruktur eines Komplexes verofferttievurde [6]. Der Faktor Xl konnte
bisher nicht im Komplex mit einem Inhibitor in dektiven Konformation kristallisiert
werden, so dass keine experimentellen Daten UleeAdsgestaltung der Bindetasche
vorliegen.

Ziel dieser Arbeit sollte es sein, die beschrielneReoteine im Komplex mit ihren je-
weiligen Liganden zu kristallisieren und deren Ringsmodus mittels Rontgenkristal-
lographie zu bestimmen. Die in den Kiristallstrukturder Komplexe beobachteten
Wechselwirkungen zwischen den Proteinen und deandgn sollten helfen, neue Mo-
lektle mit optimierten Bindungseigenschaften zumikeln und damit einen Beitrag
zur Entwicklung neuer Arzneistoffe zu leisten.

So unterschiedlich wie der Charakter der Zielpraesind auch die Indikationen, bei
denen die in dieser Arbeit vorgestellten Inhibitomds potentielle Arzneistoffe einge-
setzt werden kénnen. Inhibitoren der HIV-1 Progeasrden weltweit zur Therapie von
HIV-infizierten Menschen eingesetzt und helfen, det bis zum Ausbruch der Im-
munschwache-Krankheit AIDS zu verlangern sowie miesgmptomatik zu lindern.
Patienten, die an Zoliakie erkrankt sind und kdWahrungsmittel mit Gluten zu sich
nehmen konnen, hilft heutzutage nur eine strik@t.kin Medikament mit einem Inhi-
bitor der Transglutaminase 2 als Wirkstoff konriteen zumindest zeitweise eine nor-
male Erndhrung ermdglichen und damit ihre Lebengguaignifikant erhdohen. Der
Blutgerinnungsfaktor XIII wird im Rahmen der antdgulativen Therapie von den zur
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Zeit zugelassenen Arzneistoffen bisher nicht adeessnhibitoren des Proteins stellen

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

2.1 Einleitung

Die ersten Falle der erworbenen Immunschwache-KmhkAIDS wurden im Jahr
1981 beschrieben. In einer Gruppe homosexuellemigtdm den USA wurde eine er-
hohte Inzidenz schwerer opportunistischer Infeldignunter anderem dem Kaposi-
Sarkom, beobachtet. Im Jahr 1983 konnte dann elsaua dem Lymphknoten eines an
AIDS Erkrankten ein bis dahin unbekannter Retrawiigoliert werden. Dieser wurde
als Erreger von AIDS identifiziert und bekam spaten Namen humanes Immundefi-
zienz-Virus (HIV). [7, 8]

In den vergangenen drei Jahrzehnten hat sich AlD8irzer weltweiten Pandemie ent-
wickelt. Nach Schatzungen von UNAIDS lebten im J2009 33,3 Millionen Menschen
weltweit mit HIV, 2,6 Millionen Menschen infizientesich in diesem Jahr neu mit dem
Virus. Insbesondere betroffen sind dabei, wie Adimlg 2 zeigt, die Menschen im sub-

saharischen Afrika. [9]

Western & Eastern Europe
Central Europe & Central Asia
1.4 million
North America [720 000 - 910 000] [1.3 million = 1.6.million]
1.5 million East Asia
[1.2 million — 2.0 million] 770 000
Middle East & North Africa EEA0UQ 1.9, milkon]
%406 600, [400%3(? 05(3?00000]
- South & South-East Asia
[220 000 - 270 000] 4.1 million
Sub-Saharan Africa [3-7 millien —4.6-millien}]
Central & 22.5 million i
South America [20.9 million — 24.2 million] Oceania
1.4 million 57 000

[1.2 million = 1.6 million] [50 000 - 64.000]

Abbildung 2: Geschatzte Anzahl der HIV-Infektiongaltweit im Jahr 2009 [9]

Zahlreiche Medikamente, deren Wirkstoffe die veisdbnsten Mechanismen nutzen,
wurden im Kampf gegen AIDS entwickelt. Der Ausbrudér Krankheit kann heute
verzogert, ihr todlicher Verlauf aber nicht verhéndwerden. Um so mehr wird weiter

intensiv geforscht, um die Therapie gerade im Hokbhuf die zunehmende Resistenz-
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bildung des Virus zu verbessern. Ehrgeizige Ziede, eine Impfung gegen HIV oder

eine vollstandige Eliminierung der Viren im Korpsind jedoch bis heute unerreicht.

2.1.1 Das humane Immundefizienz-Virus

Das humane Immundefizienz-Virus ist ein Vertreter Retroviren und wird der Gat-
tung der Lentiviren zugeordnet. Die genetische rimftion von Retroviren wie HIV
liegt charakterischerweise in Form von einzelstigelgRNA vor, die mittels eines En-
zyms, der Reversen Transkriptase, in doppelstran§A umgeschrieben werden
kann.

Zwei verschiedene Typen des HIV sind heute bekahatwiederum in zahlreiche Sub-
typen eingeteilt werden: HIV-1 ist weltweit verliegiund fur den Grol3teil der Infektio-
nen verantwortlich, wahrend HIV-2 hauptsachlictWestafrika vorkommt.

Abbildung 3 zeigt den Aufbau eines HIV-PartikelsaDkonische Kapsid im Inneren
des Partikels enthalt zwei identische RNA-Molekéale Virusgenom sowie die drei
viralen Enzyme Reverse Transkriptase, Proteasdniagrase. Die aul3ere Hullmemb-

ran ist mit den externen und transmembranen Glytepren gpl120 und gp4lassoziiert.

T HIV Reverse Transkriptase

HIV Integrase
\ <«— AuRere Hillmembran
o A

= HIV Protease

l Nukleokapsid

Abbildung 3: Aufbau eines HIV-Partikels

Der erste Schritt in der Replikation des HIV ist didsorption der Viruspartikel an hu-
mane Zielzellen, meist T-Lymphozyten, die einendcRezeptor auf ihrer Oberflache
tragen. Diese werden auch T-Helferzellen genandtspelen eine wichtige Rolle in
der Immunabwehr. Der Virus bindet Gber das ext&ly&oprotein gp120 an den CD4-
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Rezeptor der Wirtszelle, unterstitzt wird die Bindudurch verschiedene, als Co-
Rezeptoren fungierende Chemokinrezeptoren. Diestiiille verschmilzt mit der Cy-
toplasmamembran der Wirtszelle, so dass das Kdpsgesetzt wird. Im Cytoplasma
schreibt die Reverse Transkriptase die einzelsigangrale RNA in doppelstréangige
DNA um. Diese DNA wird im Zellkern, vermittelt durcdie virale Integrase, in das
Wirtszellgenom eingebaut und fortan transkribi&ie gebildete mRNA wird ins Cy-
toplasma exportiert und dort translatiert. Regulatie Proteine, die die Transkription
im Zellkern verstarken, sowie Vorlauferproteine dealen Strukturproteine und En-
zyme werden synthetisiert. Diese Vorlauferprotelagern sich an der Cytoplasma-
membran mit mRNA, die als neues Virusgenom diamammen. Unreife Viruspartikel
werden freigesetzt. Die Proteasedomanen der Vergrdteine kdnnen bei dem vorlie-
genden, leicht sauren pH-Wert von 6,0 bis 6,2 dsrezen und sich autokatalytisch
abspalten. Die Reifung zu infektiosen Viren erfaigh durch die Spaltung der Vorlau-
ferproteine durch die HIV-Protease. [8, 10-13]

“immature”
virus
. b ST Y
g% BUDDING ‘g@ .
ASSEMBLY : o et
qg@.' 4. iﬁ z éﬁ ATURATION
B » ATURA'
&' R = ™u .',! ,':
R os 2 ';
i : o viral \ '.' le
so%e Ty | Gee”
viral structural & /,rh,j_{j "mature
% , enzymats Lo ¥e infectious
ol % e TRM%S}.A‘I‘IOH outa
B
" b / '\_j-'\_ i y A viral
Pl UNCOATING RNA ) mRNA
ENTRY { perorme - \ _.
\ M\ RNA - )
Font g, . TRANSCRIPTION &
o B o REVERSE mRNA EXPORT s
L EA idm TRANSCRIPTION - N g
Soaant :
e CDa s \ S glﬂ-——_—-—’TEGRAnour
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coreceptors m NUCLEAR

ONA  IMPORT .
PrOvIUS .

Abbildung 4: Replikationszyklus des HIV [11]

Die hohe Variabilitat des Genoms von Retroviren Wi¥ ist insbesondere auf die Un-
genauigkeit der humanen RNA-Polymerase Il zuridkzign. Diese arbeitet bei der

Transkription mit einer verhaltnismafig hohe Felalier beim Einbau der Nukleotide in
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die mRNA. Auch die Ungenauigkeit der Reversen Tkdptase tragt zur hohen Muta-
tionsrate der Retroviren bei, wenn auch in geriegeAusmass. [8]

Charakteristisch fur eine Infektion mit Lentivirest das relativ langsame Fortschreiten
der Erkrankung. Die erste Phase verlauft haufigopaaent oder mit grippedhnlichen
Symptomen, die meist nicht einer Infektion mit HiMgeordnet werden. Anschlie3end
erfolgt ein symptomfreies Latenzstadium, das mehdahre andauern kann. In der drit-
ten Phase der Infektion sinkt die Anzahl von CD4féteellen ab und das Immunsys-
tem ist stark geschwacht. Es treten vermehrt opp@tische Infektionen, Krebserkran-
kungen und neurologische Erkrankungen auf, dieiefglith meist zum Tod der Er-
krankten fuhren. [8, 14, 15]

2.1.2 Therapie der HIV-Infektion

Seit der Identifizierung des HIV als Erreger vorD&l sind enorme Anstrengungen zur
Entwicklung geeigneter Therapieoptionen unternommverden. Im Jahr 1987 wurde
in den USA das erste Medikament mit dem WirkstatfaXudin zur Behandlung der
HIV-Infektion zugelassen. Zidovudin ist ein nuklabscher Inhibitor der Reversen
Transkriptase. Weitere Arzneimittel mit dem gleich&irkmechanismus kamen in den
folgenden Jahren auf den Markt. Ein Durchbruchen Therapie erfolgte nach Zulas-
sung der Proteaseinhibitoren Saquinavir und Indimav Jahr 1995 und Nevirapin als
nicht-nukleosidischer Inhibitor der Reversen Traimtkse im Jahr 1996. Die Kombina-
tion von Arzneimitteln dieser drei Substanzklasiseébis heute die Basis der so genann-
ten Highly Active Antiretroviral Therapy (HAART) 1B, 16]

Die Therapie der HIV-Infektion bedarf kontinuiehier Weiterentwicklung, insbesonde-
re aufgrund der hohen Mutationsrate des Virus um@udfolgender Resistenzbildung.
Kombinationstherapeutika, neue Arzneimittel derchegbenen Substanzklassen, aber
auch Medikamente mit neuen Wirkmechanismen sind Riesultat der vergangenen
Jahre. Der Fusionsinhibitor Enfuvirtide, die Antagen des Co-Rezeptors CCR5, Ma-
raviroc und Vicriviroc, und die Inhibitoren der égrase, Raltegravir und Elvitegravir,
stellen neue Therapieoptionen dar. In Deutschlamdl leute 22 Arzneimittel aus sechs
verschiedenen Substanzklassen zur Therapie dedii#{tion zugelassen.[15-17]

Die Diagnose und der Beginn der Therapie der Hif¢Ktion sollten mdglichst friihzei-
tig erfolgen. Die Effizienz der Therapie und dadig Lebensdauer des Erkrankten sind

umso hoher, je friher eine Behandlung der HIV-Ihitekerfolgt. Die Lebenserwartung
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eines an AIDS Erkrankten ist dann im Vergleich zchhinfizierten Menschen heute
nur geringfigig reduziert. [14]

Mit Hilfe der beschriebenen Therapieansatze kamn\druslast im Korper reduziert
und der Ausbruch von AIDS verzogert werden. Eindudg der HIV-Infektion durch
vollstandiges Entfernen der Viren im Korper istgeld heute noch nicht moglich. [18]
Ein vielversprechender Ansatz wurde im Jahr 20€&6féentlicht: Mit Hilfe eines En-
zyms, der Rekombinase Tre, gelang es, das HIV-Genaninfizierten Wirtszellen dau-
erhaft herauzuschneiden. [19] Bis ein solches Rrikarative Anwendung finden kann,
sind jedoch noch einige Hiurden zu Uberwinden. Auntansive Bemuihungen, einen
Impfstoff gegen HIV zu entwickeln, sind bisher déglos geblieben. Insbesondere die
Berucksichtigung der hohen genetischen Diversitit \diren stellt dabei eine grol3e
Herausforderung dar [20-22].

Von grol3er Bedeutung ist die Pravention der HI\&ktion, insbesondere in Entwick-
lungslandern: Die Aufklarung tber Ubertragungswege Schutzmdglichkeiten, die
Verteilung von Kondomen, die medikamenttse Prawendier Ubertragung von Mutter
zu Kind bei der Geburt und das Verteilen von saeh&adeln und Spritzen an Drogen-

suchtige sind wichtige MaRnahmen im Kampf gegen3\[23]

2.1.3 Die HIV-1 Protease

Die HIV-1 Protease — eine Aspartylprotease

Die HIV-1 Protease ist ein Enzym aus der Familie Algpartylproteasen, deren kataly-
tische Funktion durch zwei Aspartate im aktiven tZiam ausgeubt wird. Aspartylpro-
teasen spielen eine wichtige Rolle in einer Vielzaim physiologischen und pathophy-
siologischen Prozessen in den verschiedensten {Sngan. Strukturelle Unterschiede
bedingen die jeweilige Substratspezifitdt und dagnét Funktion des jeweiligen En-
zyms. Aspartylproteasen sind auch haufig Zielpreten einer Arzneimitteltherapie:
Beispielsweise werden Inhibitoren der humanen Agfmbteasen Renin und
-Sekretase zur Therapie von Bluthochdruck und Mewizheimer eingesetzt. Neben
dem Menschen nutzen auch Pflanzen, Bakterien, BildeViren 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 HB&sdn dreidimensionale Struktur
mittels Rontgenkristallographie bestimmt werdenrkenIm Jahr 1989 wurde die erste
Kristallstruktur veroffentlicht [26], dies erleiadte fortan die Erforschung der Pa-
thophysiologie des Virus und das Design von Inbifgih der HIV-1 Protease.

Die HIV-1 Protease ist ein C2-symmetrisches Homedjnbestehend aus zwei identi-
schen Proteinuntereinheiten mit jeweils 99 AminoséuDie beiden katalytisch aktiven
Aspartate, Asp25A und Asp25B, befinden sich am @rdes ausgedehnten aktiven
Zentrums an der Kontaktflache der beiden Monomé&gde Untereinheit steuert eines
der beiden Aspartate bei, die in einer identischi@nAspartylproteasen typischen, Tri-
peptidsequenz Asp-Thr-Gly lokalisiert sind. [27] Z8vei flexible -Faltblattregionen,
die sogenannten Flaps, befinden sich oberhalb kteeea Zentrums und steuern durch
Konformationsanderungen den Zugang von Substratdrinhibitoren zur Bindetasche
des Proteins. Im nativen Zustand befindet sichFth@-Region in einer halb getffneten
Konformation ("semi-open conformation™). Um ein Mklil in die Bindetasche aufzu-
nehmen, werden die Flaps weiter gedffnet ("openfaromation™) und anschlie3end
durch die Bindung an Substrat oder Inhibitor gess$gn ("closed conformation"). [29]
Abbildung 5 zeigt die HIV-1 Protease einmal mitezioffenen Flap-Konformation, die
jedoch durch Kristallkontakte stabilisiert wurdenduim Komplex mit einem Inhibitor
und somit geschlossener Flap. Die Stabilitdt der-HIProtease steigt durch die Bin-
dung eines Inhibitors, dessen Einfluss im Bereieh Bindetasche am grof3ten ist, ins-

besondere durch die Stabilisierung der Flap-Red&ilj.

pom. Sk Sy
S s A
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Abbildung 5: Kristallstrukturen der HIV-1 Proteas# getffneter Flap (links, PDB-Code 1HHP [31])
und geschlossener Flap, stabilisiert durch einbibitor (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 vorpfdbindungen; der am haufigsten
propagierte Mechanismus dafir ist in Abbildung @eaygt. Voraussetzung daflr ist,
dass eines der katalytischen Aspartate protonigitdas andere nicht protoniert vor-
liegt. Das nicht protonierte, negativ geladene Asppgpolarisiert ein Wassermolekdl,
wahrend das protonierte Aspartat eine Wasserstafflenbindung zur Carbonylgruppe
des Peptidrickgrats des Substrats eingeht. Dazoplkle Wassermolekil greift die
polarisierte Carbonylgruppe des Peptids an, enaddtischer Ubergangszustand wird

gebildet. Die Protonierung des Amidstickstoffs eptids resultiert schliel3lich im Zer-
fall des Intermediats zu den Produkten der Hydel{27]

p o
%z)\ff . )&<NH $

A

Abbildung 6: Katalytischer Mechanismus der Aspamtyteasen [27]

Die Bindung der Substrate an die HIV-1 Protease

Fur die Reifung der Viruspartikel katalysiert diév-L Protease die hydrolytische Spal-
tung der viralen Vorlauferproteine an neun nichtnbtbgen Stellen. Dabei wird ein
Peptidstrang von mindestens acht Aminosauren dbsti@is von der HIV-1 Protease
gebunden. Im Gegensatz zur internen Symmetrie agsiRs sind die viralen Substrate

asymmetrisch. [33] Die Nomenklatur der Wechselwirgsizwischen Substrat und Pro-
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tein wurde von Schechter und Berger beschriebes.Hhdetasche des Proteins wird
dabei in "subsites"”, abgekirzt mit S, unterteil€ kbrrespondierenden Aminoséauresei-
tenketten des Substrats werden mit P bezeichnet. NDimmerierung geht von der
Spaltstelle des Peptids aus. In Richtung des N-ifreisnwerden die Seitenketten mit
P1, P2, P3, ... und in Richtung des C-Terminushif P2', P3', ... bezeichnet. [34] Die
beiden S1-Taschen weisen eine ausgepragte Hydriziolauf, wie auch die benach-
barten S3-Taschen. Die S2-Taschen sind ebenfatlelmlich hydrophob, mit Aus-
nahme der Aminosauren Asp29 und Asp30. [27]

s3 s1 sa
/\
e P3 0 Pl L O P2 ) P4 .
,(?{N\_)J\ )ﬁf \)J\ )ﬁ}\\\N\)J\N)ﬁ( \)J\N)\[(
P4 o B2 o pr M o p P o
\_/ \_/ \_/ \_/
s4 ) ST s3

Abbildung 7: Nomenklatur der Seitenketten einessBalbsund der
entsprechenden Bindetaschen des Proteins [34]

Eine Kristallstruktur der inaktiven Mutante D25Nrd#¢lV-1 Protease im Komplex mit
einem Dekapeptid zeigt beispielhaft die BindungesiSubstrats zum Enzym in Abbil-
dung 8. Das von einem der natirlichen Substratelaibgte Peptid mit der Sequenz
Lys-Ala-Arg-Val-Leu-Ala-Glu-Ala-Met-Ser ist wedeniBezug auf die GroRe der Ami-
nosauren noch in den elektrostatischen Eigenschafemetrisch. Um der Asymmet-
rie des Substrats gerecht zu werden, wird die Symenger HIV-1 Protease durch die
Bindung aufgehoben, wie auch das Interaktionsmustegt. Die Spaltstelle befindet
sich zwischen Leucin in Position P1 und Alanin iosfion P1'. Die Carbonylgruppe
des Rickgrats des Leucins geht eine Wasserstokinidndung zu der Seitenkette der
Aminosaure Asn25B ein, die eines der katalytiscAspartate ersetzt. Im Zentrum des
Komplexes verknipft ein Wassermolekil die Aminosauite50A und [1le50B mit den
Carbonylgruppen des Riuckgrats der Aminoséauren gitiBo P2 und P1', ein Muster,
welches haufig in Komplexstrukturen der HIV-1 Peste beobachtet werden kann. Das
Substrat bildet zahlreiche Wasserstoffbrickenbigdanzum Protein aus, wie Abbil-
dung 8 zeigt. Diese sind vorwiegend direkter Artraeen aber auch durch Wassermole-
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kile vermittelt. Ein GrofR3teil der Wasserstoffbrickendungen wird dabei vom Ruck-
grat des Substrats aus gekntipft und tragt sontit aier Spezifitat bei. Die einzige di-
rekte Interaktion zwischen einer Seitenkette ddssBats zum Protein wird von einem
Glutamat in P2'-Position gebildet und leistet soatiginig einen Beitrag zur Spezifitat
der Substraterkennung. Daraus lasst sich schliefs#ess, die Komplementaritat in der
Ausformung von Substrat und Bindetasche eine wgehRolle in der Substraterken-

nung spielt. [33]

|
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Abbildung 8: Kristallstruktur der HIV-1 Protease dMuate D25N im Komplex mit einem Substrat
(PDB-Code 1F7A [33]). Das Substrat ist in tirkige HIV-1 Protease in beige und mégliche
Wasserstoffbriickenbindungen sind durch gestrictéften in blau dargestellt.

Inhibitoren der HIV-1 Protease

Die Kenntnis der dreidimensionalen Struktur der HI\Protease machte das gezielte
Design von Inhibitoren des Proteins mdglich. ImrJB®05 wurde der Wirkstoff Saqui-
navir als erster Inhibitor der HIV-1 Protease zageén. Heute sind neun verschiedene
Proteaseinhibitoren zur Therapie der HIV-Infektwarfligbar. Der Wirkstoff Ritonavir
wird meist in Kombination mit anderen Proteaseiitbilen verschrieben, da er durch
die Inhibition des Cytochrom-P450-Enzyms CYP3A4etleAbbau zu unwirksamen
Metaboliten verlangsamt.
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Tipranavir

Abbildung 9: Ubersicht tiber die zlagsenen Inhibitoren der HIV-1 Protease

Alle Arzneistoffe, mit Ausnahme von Tipranavir, g@ipeptidomimetische Inhibitoren
mit einer Hydroxylfunktion, die ein Netzwerk von &erstoffbrickenbindungen mit
den katalytischen Aspartaten bildet. Tipranaviritaésinen Hydroxypyron-Ring als
zentrales Gerist und interagiert Uber die Hydroxygge mit dem katalytischen Zent-
rum. Der nicht-peptidomimetische Inhibitor Tipramagt im Vergleich zu den anderen
Proteaseinhibitoren weniger affin. [35]

Die Entwicklung der Inhibitoren orientierte sich Beginn an den Sequenzen der nattr-
lichen Substrate des Proteins und an der Entdeckiass der Pepsin-Inhibitor Pepsta-
tin A ebenfalls die HIV-1 Protease inhibiert. Kalbgraphische und NMR-basierte
Strukturaufklarung von Komplexen der HIV-1 Proteasie Inhibitoren stellte damals
wie heute einen wichtigen Bestandteil im Designpsszdar und machte es mdglich, die
initialen Leitstrukturen zu hochaffinen Inhibitoreveiterzuentwickeln. [36, 37] Nach-
folgend werden die Strukturen der HIV-1 ProteaseKiomplex mit den Inhibitoren
Saquinavir und Tipranavir im Detail beschriebene Entwicklung von Inhibitoren der
HIV-1 Protease soll anhand dieser Meilensteinepiaisaft vorgestellt werden.

Der Ausgangspunkt in der Entwicklung des InhibitSexjuinavir war die Beobachtung,
dass die Spaltung der Substrate der HIV-1 Proteaség zwischen den Aminosauren
Phenylalanin und Prolin erfolgt. Eine sekundare tdysglifunktion im Inhibitor zwi-
schen den beiden Aminoséauren imitiert hier den témegszustand, der bei der Sub-
stratspaltung auftritt. Prolin wurde durch einerk8eydroisochinolin-Ring ersetzt, um
die Bindungsaffinitdt zu steigern. Dieser adresgié S1'-Tasche des Proteins. In der
S1-Tasche werden ebenfalls hydrophobe Wechselwggwrzu dem Phenylalaninrest
und einem Quinolinring ausgebildet, letzterer reiois in die S3-Tasche hinein. Trotz
des hydrophoben Charakters der S2-Taschen besitptiravir wie auch viele andere
Inhibitoren der HIV-1 Protease in Position P2 eidgmrophilen Substituenten. Der
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Asparaginrest des Inhibitors adressiert die S2ff@smd geht Wasserstoffbriickenbin-
dungen zu den Aminosauren Asp29A und Asp30A ein.\lZassermolekul vermittelt
die Interaktionen zweier Carbonylgruppen des Inbisi mit der Flap-Region, wie
schon im vorher beschriebenen Komplex der HIV-1téase mit einem Substrat ver-
gleichbar beobachtet werden konnte. [36-39]

Der Inhibitor Tipranavir wurde ausgehend vom Arst&dlf Phenprocoumon entwickelt,
der in einem Hochdurchsatzscreening eine Aktivijdgeniber der HIV-1 Protease
zeigte. Durch Optimierung der Seitenketten komieAffinitat der Ausgangssubstanz
erhoht werden. Der Grundbaustein, ein HydroxypyRomg, bindet Uber eine Hydro-
xygruppe an die katalytischen Aspartate. Die Caylfonktion interagiert hier direkt
mit den Amidstickstoffen des Ruckgrats der Aminasaulle50A und 1le50B und ver-
drangt somit das in dieser Position haufig beoletetd Wassermolekil. Die S1- und
S2-Tasche werden von hydrophoben SubstituenterHgidsoxypyronrings adressiert.
Eine Ethylgruppe interagiert mit den Aminosauren 8#'-Tasche, wahrend in der S2'-
Tasche sowohl hydrophobe Interaktionen wie auchséfatoffbriickenbindungen von
der Sulfonamidgruppe zu den Aminoséuren Asp29A AspPB0A ausgebildet werden.
Eine Trifluormethylgruppe ragt bis in die S3'-Tasdhnein. [40]
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GIy27A

AspZSBé Asp25A

Abbildung 10 Bindungsmodus des Inhibitors Saquin
(PDB-Code 1HXB [39]). Der Inhibitor ist in turkigie HIV-1
Praease in beige und mogliche Wasserstoffbriickenipiger
sind durch gestrichelte Linien in blau dargestellit.

o

Abbildung 11: Besetzung der Subtaschen der HIVdtdr
se durch den Inhibitor Saquinavir (PDB-Code 1HXB])3
Der Inhibitor ist in tirkis und die HI\- Protease in bei
dargestellt.
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Asp29AY  Asp25B| ASp25A

Abbildung 12: Bindungsmodus des Inhibitors Tipran&®DB-Code
1D4S [40]). Der Inhibitor ist in griin, die HIY-Protease in beige u

mogliche Wasserstoffbriickenbindungen sind durchtrigbslte Li-
nien in blau dargestellt.

Abbildung 13: Besetzung der Subtaschen der HIWProteas
durch den Inhibitor Tipranavir (PDB-Code 1D4S [40De!
Inhibitor ist in griin, die HIV-1 Protease in beidergestellt.
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Resistenzentwicklung

Durch die hohe Replikationsrate des Virus und degdnauigkeit der humanen RNA-
Polymerase Il sowie der viralen Reversen Transksgptkommt es zur Entwicklung
vieler verschiedener genetischer Varianten dessVilie Selektion von resistenten
Mutanten fuhrt zur Verringerung der Wirksamkeit dergesetzten Arzneistoffe. [8, 41]
Die Entwicklung einer Resistenz gegenuber Protabggtoren verlauft schrittweise.
Gewohnlich findet zunadchst eine primare Substituiio der Bindetasche der HIV-1
Protease statt, so dass deren Ausformung veranodrt{35] Die peptidischen Substra-
te des Enzyms weisen eine vergleichbar hohe Flaéttauf und kdnnen sich besser an
solche Konformationsanderungen durch MutationedeinBindetasche anpassen. Inhi-
bitoren mit geringerer Flexibilitdt, die wiederutmré hohe Spezifitdt bedingt, kdnnen
jedoch schon durch geringe Veranderungen in dedddasche einen starken Affinitats-
verlust erleiden. [42] Spater kommen haufig sekomddutationen und auch Insertio-
nen von bis zu sechs Aminosauren hinzu, die diesiez gegentber den Proteaseinhi-
bitoren weiter verstarken, die Replikation jedodsipv beeinflussen. Auch in den Sub-
straten der HIV-1 Protease, den viralen Vorlaufginen, wurden Mutationen beo-
bachtet, vermutlich zur Adaption an die verandBiteletasche. [35]

Mittlerweile sind Resistenzen gegeniber allen zit Zugelassenen Wirkstoffen aufge-
treten. Die Entwicklung neuer Proteaseinhibitorateu Bertcksichtigung der aufgetre-
tenen Mutationen und die Adressierung neuer Zightttiren wie der Flap-Regionen und
der Dimer-Kontaktflache sind somit von grol3er Bedeg fur die Therapie in den
nachsten Jahrzehnten. Die Strategie einer Verhindeder Dimerisierung durch Inter-
aktion von Inhibitoren mit der Kontaktflache schesehr vielversprechend. [25] Detail-
lierte Studien Uber den energetischen Beitrag tlemenen Aminosauren der Kontakt-
flache zur Dimerisierung kénnen das Design vonHdibbren erméglichen, die an den

identifiziertenHot Spotsangreifen. [43]

Eine Mutante der HIV-1 Protease mit erhdhter Stabigegentber Autoproteolyse

Die HIV-1 Protease ist - als eher unspezischeeBs&t — gut bekannt daflr, sich au-
toproteolytisch zu spalten. Dies ist ein haufigesblem bei experimentellen Arbeiten
mit dem Protein, da die Konzentration an aktiv g#nder HIV-1 Protease in Losun-
gen Uber die Zeit duch die autoproteolytische Sipglabnimmt. Auch im Rahmen die-
ser Arbeit trat die Schwierigkeit auf, ausreichérdteinmaterial durch die Expression

in E. coliund die anschlieRende Aufreinigung zu gewinnen.
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Die Spaltstellen im Protein, an denen die HIV-1tBase die Autoproteolyse katalysiert,
konnten durch die Analyse der Sequenzen der veedd&ibteinbestandteile identifiziert
werden. Die primare Spaltstelle, an der die ergaltSng erfolgt, befindet sich zwi-
schen den Aminosauren Leu5 und Trp6 auf einer 8ehldie im dimerisierten Protein
intermolekulare Interaktionen zu einafHelix des anderen Monomers eingeht. Es ist
unklar, ob diese Stelle im korrekt gefalteten Hrofér ein anderes Proteasemolekdl
zuganglich ist. Im monomeren Zustand sind die bsisbnen Interaktionen jedoch
nicht vorhanden und die Schleife ist zuganglich die Proteolyse. Zwei sekundare
Spaltstellen, an denen es erst im Anschluss aprarere zu einer sekundaren autopro-
teolytischen Spaltung kommt, befinden sich zwischen Aminosauren Leu33 und
Glu34 sowie Leu63 und lle64. Diese sekundaren Stedkn befinden sich auf-
Strangen, die zahlreiche Interaktionen zu weitebemachbarten-Strangen eingehen.
Im korrekt gefalteten Protein sind diese Stellashhzuganglich, so dass eine zumindest
teilweise Entfaltung der Struktur fur die Autoprotse erforderlich ist. Die physiologi-
sche Bedeutung der Autoproteolyse mag eine Inaktimg nach erfolgter Maturation
des Viruspartikels sein, um weitere, ungewolltetgotytische Spaltungen zu verhin-

dern.

Abbildung 14: Primare Spaltstelle (blau) und sekiredSpaltstellen (pink)
der Autoproteolyse der HIV-1 Protease

Um die Stabilitat der HIV-1 Protease durch Redumigrder Autoproteolyse zu erho-
hen, wurde das Protein an den Spaltstellen verdehen Mutationen unterzogen. Eine

Untersuchung der nattrlichen Substrate der HIV-didase ergab, dass in Position P1
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weder Isoleucin noch Valin und in den Positionenbi®P2' niemals Lysin vorhanden
ist. Verschiedene Mutanten wurden hergestellt,eneth die erwahnten Aminosauren in
ihrer jeweiligen Position an den Spaltstellen efiigg wurden, und auf ihre Resistenz
gegeniber der Autoproteolyse untersucht. Die Met@itK L331 L63I erwies sich da-
bei als die Mutante mit der hochsten Stabilitateyedper der Autoproteolyse, die vor
allem gegenuber dem Wildtyp signifikant erhoht & zeigt aber weiterhin vergleich-
bare kinetische Eigenschaften und eine vergleiehtpezifitat wie das Wildtyp-
Protein. [44, 45]

Im Rahmen dieser Arbeit wurden zahlreiche Versudbechgefuhrt, das Wildtyp-
Protein herzustellen. Doch erst nach der Umstellungdie Verwendung der Mutante
Q7K L33l L63I liess sich das Protein problemlosrairfigen und konnte erfolgreich fir
die Kinetik und die Kristallisation eingesetzt wend Im Text wird jeweils beschrieben,
ob das Proteinmaterial des Wildtyps oder der Metantgesetzt wurde.

Die HIV-1 Protease als Zielstruktur im Wirkstoffags

Viruspartikel, die eine katalytisch inaktive FornerdHIV-1 Protease enthalten, sind
nicht in der Lage, Wirtszellen zu infizieren. DieBeobachtung macht die HIV-1 Pro-
tease als essentielles Protein des Virus zu eitgaktven Target fur das Wirkstoffde-
sign. [46] Auch wenn heutzutage bereits viele WoKe als Proteaseinhibitoren zur
Therapie von AIDS und der HIV-Infektion zugelassamd, ist es insbesondere im Hin-
blick auf die zunehmende Anzahl von Resistenzehtigcimmer wieder neue Inhibito-
ren zu entwickeln. Die Strukturaufklarung von Koew#n der HIV-1 Protease durch
Rontgenkristallographie und NMR war und ist einehige Methode fur das Design
neuer Wirkstoffe. Auch das Wissen uber Inhibitoagerer Aspartylproteasen konnte
immer wieder fur die Entwicklung neuer HIV-1 Pradea Inhibitoren genutzt werden.
So wurden sekundare Amine als die die katalytischsgpartate adressierende Funktion
initial in Renininhibitoren mit einem Piperidin-Grdgerust beschrieben. [47-49] Als
Grundstruktur von sekundaren Aminen als Inhibitodem HIV-1 Protease wurden in
vorangegangenen Studien zunachst funfgliedrigeoRgimringe und offenkettige Ami-
ne beschrieben. [50] Diese werden auch in diesbeifm Kristallstrukturen im Kom-
plex mit der HIV-1 Protease gezeigt. Eine Weiterecklung stellen die bizyklischen
Pyrrolidininhibitoren dar, die auch als Grundlage éin fragment-basiertes Design die-
nen konnten. Verschiedene Molekile mit einem PgierGrundgerist und drei Fulle-

ren-Derivate konnten ebenfalls als Inhibitorenld®r-1 Protease identifiziert werden.
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2.2 Material und Methoden

2.2.1 Verwendete Materialien

Die in dieser Arbeit verwendeten Chemikalien wurdeenn nicht anders angegeben,
von den Firmen Roth, Sigma-Aldrich, Fluka und Merekvorben. Die EXxpressi-
onsplasmide pET-11a und pET-24a(+), die originalellen des kompetentds. coli
Stamms BL21(DE3) und das Enzym Benzofiasaclease wurden von der Firma No-
vagen hergestellt. Das Expressionsplasmid pET-24uaittder Sequenz fir die Mutante
Q7K L33l L63I wurde von Herrn Prof. Ernesto Freitniversitat Baltimore, USA, zur
Verfugung gestellt. Das Saulenmaterial Sulfoprqi@f-)Sepharose wurde von GE
Healthcare erworben. Das Substrat fur den Enyzrnjassade bei der Firma Bachem
bestellt (Nr. H-2992).

Ein Grofteil der fir den Enzymassay und die CodiHllisation verwendeten HIV-1
Protease Inhibitoren wurden von Nina Klee, Kersiimde und Stefanie DOrr aus der
Arbeitsgruppe von Frau Prof. Diederich am InstitutPharmazeutische Chemie an der
Philipps-Universitat Marburg synthetisiert. Die FEwén-Inhibitoren wurden von Frau

Dr. Tatiana Da Ros, Universitat Trieste, Italiear, ¥erfligung gestellt.

2.2.2 Verwendete Medien und Puffer

Im folgenden werden die fir diese Arbeit verwendd#edien und Puffer beschrieben.
Als Losungsmittel wurde, sofern nicht anders basblen, mittels lonenaustausch de-

mineralisiertes Wasser verwendet.

Medien

Die zur Kultivierung vork. coli verwendeten Medien setzten sich wie in Tabelle-1 b
schrieben zusammen. Vor ihrer Verwendung wurderMidien in einem Autoklaven

der Firma Fedegari Autoclavi sterilisiert. Zur $eieen Kultivierung der gewinschten
E. coliZellen wurde den Medien je nach Art des verwendé&epressionsplasmids ein
entsprechendes Antibiotikum hinzugefiigt. Das PldgpiT-11a tragt ein Gen zur Aus-
bildung einer Ampicillinresistenz; zur Selektion tndiesem Plasmid transformierter

Zellen wurde den Medien Ampicillin zu einer finalé&onzentration von 100g/ml
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hinzugefiigt. Im Fall einer Verwendung von pET-29aftelches eine Kanamycinre-
sistenz ausbildet, wurde Kanamycin zu einer End&otration von 30 g/ml hinzuge-

fugt.

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 Losungen

Die Zusammensetzung der Puffer und Losungen, dieliiHerstellung des Proteins,
den Enzymassay und die Kristallisation verwendetdem, wird in Tabelle 2 beschrie-
ben. Die DTT enthaltenden Puffer wurden erst am deg Gebrauchs hergestellt und
vor ihrer Verwendung bei 8°C gelagert. Die Sauldéfgpuwurden vor Gebrauch mit

einem Filter mit einem Ausschlussvolumen von 0,&Psteril filtriert.

Bezeichnung Zusammensetzung

Tfb I-LOsung 2,9% (w/v) Essigsaure
50 mM Manganchlorid
100 mM Kaliumchlorid
10 mM Calciumchlorid
15% (v/v) Glycerol

pH 5,8

Tfb 1I-L6ésung 10 mM Kaliumchlorid
10 mM NatriumMOPS
75 mM Calciumchlorid
15% (v/v) Glycerol

pH 7,0

InclusionbodyPuffer 1 100 mM Tris
1 mM Titriplex Il
pH 7,0




2 HIV-1 Protease 25

InclusionbodyPuffer 2 60 mM Titriplex Il
4% (v/v) Triton

1,5 M Natriumchlorid
pH 7,0

InclusionbodyPuffer 3 100 mM Tris
20 mM Titriplex I
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

Saulenpuffer 1 = Niedrigsalzpuffer 50 mM MES
1 mM Titriplex Il
1 mMDTT

pH 6,5

Saulenpuffer 2 = Hochsalzpuffer 50 mM MES

1 mM Titriplex Il

1 mMDTT

1 M Natriumchlorid
pH 6,5

Assaypuffer 100 mM MES

300 mM Kaliumchlorid
5 mM Titriplex I

pH 5,5

Kristallisationspuffer (Wildtyp) 50 mM Natriumaceta
1 mM Titriplex Il

1 mMDTT

pH 5,8

Kristallisationspuffer (Mutante Q7K L33| 1 mM Natriumacetat
L631) 2 mM Natriumchlorid
pH 5,0

Tabelle 2: Zusammensetzung der Puffer

2.2.2 Expression und Aufreinigung der HIV-1 Proteas

Vermehrung von kompetente. coli-Zellen

In dieser Arbeit wurden kompeterie coli-Zellen des Stamms BL21(DE3) verwendet.
Um diese zum weiteren Gebrauch zu vermehren, wus@en der originalen kompe-

tenten Zellen in 5 ml TYM-Medium Uberfuhrt und lGbsine Zeitspanne von 2 h bei
37°C und 200 rpm im Schuttelinkubator kultivierm#ehlie3end wurde der Ansatz zu
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100 ml LB-Medium hinzugegeben und bei gleichen Patarn weiterhin kultiviert, bis

eine optische Dichte von mindestens 0,6 erreichtdewuDie Zellen wurden durch
Zentrifugation bei 4°C und 2500 rpm fur 5 min geetrund anschlieRend in 20 ml
Tfb I-L6sung resuspendiert. AnschlieRend erfolgbe énkubation auf Eis fur 1 h. Nach
erneuter Zentrifugation bei gleichen Parameterndeudas erhaltene Pellet in 4 ml
Tfb 1I-L6sung resuspendiert. Beide Lésungen engmaffalciumchlorid, durch das die
Zellen ihre Kompetenz zur Aufnahme der Plasmid-DétAielten. Der Ansatz wurde a
50 | aliquotiert und zunachst tber Nacht bei -20°Cdaln darauf folgenden Tag dann
bei -80°C gelagert.[51]

Plasmid-Mini-Préaparation

Zur Gewinnung von Plasmid-DNA aus Glycerol-Stockarde eine Plasmid-Mini-
Praparation mit Hilfe des Kits PeqGOLD Plasmid Nneip Kit Il der PEQLAB Bio-
technologie GmbH analog zum Protokoll durchgeflibie Zellen wurden zunachst
alkalisch lysiert. Das Lysat wurde anschlielRendnaéigiert und die DNA durch Zentri-
fugation von den prazipitierten Zellbestandteilégetrennt. Mit dem erhaltenen Uber-
stand wurde eine DNA-bindende S&ule beladen. Nasrenen Waschschritten wurde
die DNA mit demineralisiertem Wasser eluiert. Dienigentration der erhaltenen L06-
sung wurde durch Messung der UV-Absorption beireiellenlange von 260 nm be-

stimmt. Die Plasmid-Losung wurde anschliel3end 2@iC gelagert.

Transformation

Als Expressionsvektoren wurden das Plasmid pETrAiit&iner fir den HIV-1 Protea-
se-Wildtyp codierenden DNA-Sequenz sowie das Plgfir-24a(+) mit der Sequenz
far die Mutante Q7K L33l L63I verwendet. Zur Traoshation wurden 501 kompe-
tenteE. colrZellen des Stamms BL21(DE3) mit ISPlasmid-Losung versetzt. Durch
einen kurzen Hitzeschock fur 50 s bei 42°C wuraellirchlassigkeit der Zellmembran
fur die DNA erhoht. Nach Lagerung auf Eis fur 20hmiurde 1 ml LB-Medium zu dem
Ansatz hinzugegeben. AnschlieRend wurde der Angatz5 min bei 37°C inkubiert.
Nach Zentrifugation fir 1 min bei 13000 rpm wurc@®0 | des Uberstands entfernt.
Der Ruckstand wurde im verbleibenden LB-Medium spgmdiert und auf einer LB-
Agarplatte ausplattiert. Dem LB-Agar wurde zuvos @atsprechende Antibiotikum zur
Selektion der gewlnschten Zellen hinzugefigt. Dgalatte wurde nach dem Aus-
plattieren bei 37°C im Brutschrank fur ca. 16 hbawahrt. AnschlieRend wurde die
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Platte bis zu ihrem Gebrauch im Kuhlschrank bei §&tagert. Fur das Animpfen der
Vorkultur fir die Proteinexpression wurden jewdiisch transformierte Zellen ver-

wendet.

Proteinexpression

Zur Kultivierung derE. coli-Zellen in einer Vorkultur wurde 100 ml LB-Medium tmi
einer einzelnen Kolonie frisch transformierter 2allangeimpft. Das Zellwachstum in
der Vorkultur verlief Gber Nacht fur ca. 14 h b&°8 und 220 rpm im Schittelinkuba-
tor. FUr die Hauptkultur wurden vier mal 1 | LB-Math mit jeweils 25 ml der Vorkul-

tur versetzt. Die fur Vor- und Hauptkultur verwetete LB-Medien enthielten das je-
weils zur Selektion notwendige Antibiotikum. Daslli#gachstum in der Hauptkultur
wurde unter den gleichen Bedingungen wie bei dekMtur fortgesetzt, bis eine opti-
sche Dichte von 0,8 bis 1 erreicht wurde. Anscleref3wurde der Hauptkultur IPTG zu
einer finalen Konzentration von 1 mM hinzugefiigh die Uberexpression der HIV-1
Protease zu starten. Nach 2 h wurden dann dierZeéllech Zentrifugation bei 4°C und

6500 rpm fir 15 min geerntet. Die Zellpellets wurdder Nacht bei -80°C gelagert.

Aufreinigung derdnclusion bodies

Nach dem Auftauen wurden die Zellen in 80IndlusionbodyPuffer 1 mit einer Pipet-
te resuspendiert. Der Ansatz wurde danach und laeictien folgenden Arbeitsschritten
immer auf Eis gelagert. Anschliel3end wurden 1,5bygpzym pro 1 g Zellen hinzuge-
fugt, um die Bakterienzellwande enzymatisch abzebawnd der Ansatz fur 30 min
unter gelegentlichem Schwenken inkubiert. Der Ansairde in zwei Teile geteilt und
die verbliebenen Zellbetandteile im Wechsel jewgilg mal fur 1,5 min mittels Ultra-
schallwellen aufgeschlossen. Zum Abbau der bakiEmdNA und zur Reduzierung
der Viskositat des Zelllysats wurden 12des Enzyms Benzonase® Nuclease 25000
Units und 25 mg Magnesiumchlorid zu dem vereimgdasatz hinzugegeben und fur
1 h inkubiert. Nach Zugabe von 80 mmclusionbodyPuffer 2 wurde der Ansatz fir
30 min geschwenkt, anschlie3end in zwei Teile gateid bei 4°C und 20000 rpm fur
30 min zentrifugiert. FUr die weiteren Schritte deirder erhaltene Rickstand verwen-
det, da die HIV-1 Protease nach Uberexpressionwiégend nicht korrekt gefaltet
werden kann und in unldslichen Aggregaten, denlsatusion bodiesvorliegt.

Die erhaltenen Pellets wurden in vier aufeinandégeinden Schritten gewaschen und

jeweils im Anschluf® unter Verwendung der zuvor besbenen Parameter zentrifu-
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giert. Im ersten Schritt wurden die Pellets mit gd&/ 30 ml einer Mischung aus 50%
InclusionbodyPuffer 2 und 50%InclusionbodyPuffer 3 resuspendiert. Im zweiten
Schritt wurden gleiche Volumina eines Gemisch ab®% MclusionbodyPuffer 2 und

75% InclusionbodyPuffer 3 verwendet. Es erwies sich als wichtigg Buffer vor der

Zugabe zum Pellet miteinander zu mischen. Im driehritt wurde jedes Pellet in
30 ml InclusionbodyPuffer 3 resuspendiert. Nach erneuter Zentrifogatvurden die

beiden Pellets vereinigt und noch einmal mit 3amalusionbodyPuffer 3 gewaschen.
Das nun erhaltene Pellet almclusion bodieswurde in 80 ml Solubilisierungspuffer
resuspendiert, der hohe Gehalt an Guanidiniumchkwllte hierbei zur Entfaltung der
HIV-1 Protease fuhren. Der Ansatz wurde bei 5°CKiithlraum Uber Nacht langsam

geruhrt.

Renaturierung des Proteins

Im Anschluss wurde die Probe bei 4°C und 20000 fin30 min zentrifugiert, um die
nicht gelosten Bestandteile abzutrennen. Der emhaltUberstand wurde in vier Teile
geteilt. Fur die weiteren Schritte wurde ein Tal &Probe verwendet, die weiteren drei
Teile wurden bis zu ihrer Verwendung bei -20°C gela Die Probe wurde mit Hilfe
einer peristaltischen Pumpe mit einer Flussrate @dmml/min in 2 | Renaturierungs-
puffer getropft. Dabei mussten entweder Probe uedaRirierungspuffer auf Eis gela-
gert oder der Prozess im Kihlraum bei einer Tenipekan 5°C durchgefihrt werden.
Der Renaturierungspuffer, in den die Probe hingnogét wurde, wurde wahrenddessen
geruhrt. Die Entfernung des Denaturierungsmittela der Proteinoberflache bei der
Verdunnung sollte eine korrekte Faltung des Pretemmoglichen. War die erhaltene
Probe nicht vollstandig klar, wurde sie bei 4°C @0 rpm fur 1 h zentrifugiert und

der Riickstand verworfen.

Saulenchromatographische Aufreinigung

Anschlie3end wurde die Probe mittels einer Kati@ustauschchromatographie weiter
aufgereinigt. Der theoretische isoelektrische PuektHIV-1 Protease konnte mit Hilfe
des Programms protparam [52] zu 8,83 fur das Wlditytein und zu 9,14 fir die Mut-
ante Q7K L33l L63I berechnet werden. Somit lag Bestein bei einem pH-Wert von
6,5, auf den die Saulenpuffer eingestellt wurdés,Kation vor. Es wurde eine Sul-
fopropyl-Sepharose-Séaule mit einem Volumen von 2@enwendet. Diese wurde zu

Beginn mit Saulenpuffer 1 aquilibriert. Die Proberde mit Hilfe einer mechanischen
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Pumpe Uber Nacht im Kihlraum mit einer Flussrate %¥obis 2 ml/min aufgetragen.
AnschlieRend wurde die Saule an eine FPLC-Anlageemiem UV-Detektor ange-

schlossen und mit Saulenpuffer 1 gespilt, bis dieAbbsorption auf einen konstanten
Wert gesunken war. Um das Protein zu eluieren, suaid linearer Gradient fur das
Konzentrationsverhaltnis von Saulenpuffer 1 zu &dpliffer 2 verwendet. Innerhalb
von 70 min wurde dabei die Konzentration von Sguldier 2 von 0% auf 70% erhdht
und das an die Saule gebundene Protein durch HiEhEng der Salzkonzentration ver-
drangt. Das Eluat wurde fraktioniert aufgefangeie @urch UV-Detektion ermittelten,

das Protein enthaltenden Fraktionen wurden verteumd bei -80°C gelagert.
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Abbildung 15: Chromatogramm einer Kationenaustactsgmatographie

Die Identitat des Proteins wurde mittels SDS-Patylacnid-Gelelektrophorese tber-
pruft. Abbildung 16 zeigt fur die rechte Probe emheutliche Bande im Bereich der
Masse der HIV-1 Protease von nahezu 11 kDa. Listksin GréRenmarker aufgetragen;

die zwei unteren Banden zu 6,5 kDa und 14 kDa getenander tber.
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Abbildung 16: Gelelektrophoretische Bestimmung ldentitat der HIV-1 Protease

Die Expression und Aufreinigung der HIV-1 Proteasede in grof3en Teilen durchge-
fuhrt wie in der Literatur [53] beschrieben, jedaathand eigener Erfahrungen variiert

und optimiert.

2.2.2 Enzymassay

Zur Bestimmung der enzymatischen Aktivitat der HI\Rrotease und der Bindungsaf-
finitat verschiedener Inhibitoren wurde ein kompe#r Fluoreszenzassay durchgefihrt.
Dabei katalysierte die HIV-1 Protease die Spaltdag von den Schnittstellen des vira-
len gag-pol-Polyprotein abgeleiteten fluorogenerbsiats Abz-Thr-lle-Nle-p-nitro-
Phe-GIn-Arg-NH. Durch die Spaltung zwischen Norleucin und denofdazenzakzep-
tor para-Nitrophenylalanin wurde die im intaktenbSwat vorhandene Fluoreszenzl6-
schung unterbrochen. Die Fluoreszenz des 2-Amirmygéii-luorophors wurde mit
Hilfe des Microplate-Readers Safire Il der Firmacde bei einer Wellenlange von
337 nm angeregt. Bei einer Wellenlange von 410 nimder die Fluoreszenzstrahlung
emittiert und Uber die Zeit detektiert [54].

Experimentelle Durchfiihrung

Das Substrat wurde zu einer Konzentration von 1 mMMSO gel6st. Ein Substrat-
Puffer-Gemisch wurde aus 2% der Substratlosund)99% Assaypuffer und 0,01%
Triton X-100 hergestellt, aliquotiert und bis zuetwendung bei -20°C gelagert. Die
Inhibitoren wurden je nach Loslichkeit zu 100 mMeod0 mM in DMSO gel6st und
ebenfalls bei -20°C aufbewahrt. Bei Verwendung lddibitorstammlosung im Assay
ergab sich eine finale Konzentration von 1 mM da@® M als héchster Wert der Ver-
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dinnungsreihe. Die Inhibitorlésung wurde fir digteren Losungen der Verdlinnungs-
reihe jeweils im Verhaltnis 1:1 mit DMSO verdindumeist wurden 16 verschiedene
Konzentrationen vermessen. Die von der Kationeaasshersaule eluierte HIV-1 Pro-
tease wurde mit dem Assaypuffer im Verhéaltnis M@flinnt. Eine genaue Konzentra-
tionsbestimmung war hier nicht moglich, da das énohicht vollstandig aktiv zu sein
schien bzw. in der Losung ein Gleichgewicht zwisclh&tivem Dimer und inaktivem
Monomer bestand. Mit fortgeschrittener Lagerungsdanahm die Aktivitat des Prote-
ins weiter ab, so dass mit der Zeit eine geringellinnung mittels Assaypuffer, zum
Beispiel im Verhéltnis 1:10, eingesetzt wurde.

FUr die Messung wurden jeweils 17BSubstrat-Puffer-Gemisch, 2 Inhibitorlésung
und 20 | Proteinldsung verwendet. Zundchst wurden SubBuéfer-Gemisch und
Inhibitorlésung in der Assayplatte miteinander vischt. Die Proteinlésung wurde un-
mittelbar vor der Messung zum Starten der Reaktioaugegeben und zwischen den
einzelnen Messungen auf Eis gelagert. Die emitiElioreszenz wurde pro Ansatz fur
60 Messzeitpunkte in Zeitabschnitten von jeweilss2frmittelt. Pro Messreihe wurden
jeweils 2 Messungen ohne Inhibitorlésung durchgefiih

Bei niedrig affinen oder schlecht I6slichen Inhilbén war es auch maoglich, ein grél3e-
res Volumen der Inhibitorldsung zu verwenden. Risemer DMSO-Konzentration von
maximal 10% konnte kein Einfluss auf die Resultdde Messung festgestellt werden.
Die in der Dissertation von Jark Bottcher [50] bessbene Verwendung von BSA als
Tragerprotein in einer Konzentration von 1 mg/mtiasem Assay wurde in der vorlie-
genden Arbeit in Frage gestellt und folglich verdae. Inhibitormolekile kdénnen in
hohem Mal3 von BSA gebunden werden und wirden dehih mehr in freier Form fur
die Inhibition der HIV-1 Protease zur Verfiugungh&e. Um aber dennoch eine unspe-
zifische oder vorgetauschte Inhibition durch Aggtean zu vermeiden, sollte immer
ein Detergens dem Assay hinzugefigt werden. Inedidgbeit wurde hauptsachlich
Triton X-100 in einer Konzentration von 0,01 % edsgtzt, aber auch Tween 20 erwies
sich als geeignet. Die Verwendung dieser Detergenii diesem Konzentrationsbereich
wird in der Literatur zur Verhinderung einer ungfiszhen Aggregation empfoh-
len.[55-57] In an diese Arbeit anschlieRenden Wutehhungen konnte beobachtet wer-
den, dass bei Verwendung von Triton X-100 und Twa@m einer hoheren als der hier
verwendeten Konzentration die Inhibition der HI\Rdotease durch manche Inhibitoren
signifikant reduziert werden kann. Daraus ist ZolisBen, dass detaillierte Studien zur

Auswahl des am besten geeigneten Detergens undnd&ssmzentration erfolgen soll-
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ten, um sicher zu gehen, dass solche Effekte kdiingiuss auf die Hemmwirkung der
Inhibitoren nehmen. Jedoch sollten auch bei Bduabag einer Enzyminhibition bei
fehlendem Einsatz eines Detergens die erhaltenemeWastisch betrachtet werden, da
unspezifische Aggregationsphanomene eine Verfatggliler Ergebnisse verursachen
kénnen. Die detaillierten Erkenntnisse zu den beésisbnen Abh&ngigkeiten von den
eingesetzten Detergentien kamen erst in Untersgsamim Anschluss an diese Disser-
tation zu Tage (Klee, N., Linde, K., personlichettiliung), so dass sie in der vorlie-
genden Arbeit keine weitergehende Berucksichtigurden konnen.

Der Assay wurde fur den HIV-1 Protease Wildtyp uhd Mutante Q7K L33l L63I

aquivalent durchgefihrt.

Auswertung

Die Enzymaktivitat bei den verschiedenen Inhibitotkentrationen wurde durch Be-
stimmung der Anfangsgeschwindigkeit der Enzymreakgrmittelt. Dazu wurde eine
Ausgleichsgerade durch den linearen Bereich dalterten Zeit-Umsatz-Kurve gelegt
und deren Steigung ermittelt. Durch das Auftragen Aihfangsgeschwindigkegtegen

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

der IGg-Wert mittels folgender Formel bestimmen:

_ Range
y=———+Y
1+ 2
ICy

y = Anfangsgeschwindigkeit

Range = maximaler Bereich fur y

X = Inhibitorkonzentration

s = slope factor / Neigung der Kurve
Yo= Hintergrund
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Response
(2}
|

102 10* 1 10t 102 10°
[Inhibitor]

Parameter Value Std. Error

Y Range 10,7106 0,3248
IC 50 11,9922 1,1633
Slope factor 0,8922 0,0702
Background -0,3333 0,2469

Abbildung 17: Bestimmung des 4&
Wertes des Inhibitors NK 101

Der 1Gs¢-Wert gibt die Inhibitorkonzentration an, bei d€%% der Proteinmolekile in-
hibitiert vorliegen. Mit Hilfe der Cheng-Prusoff-@thung [59] lasst sich aus dens$C
Wert unter Einbeziehung der Affinitat des Protednsn Substrat derKWertberechnen.

K, = ICs,
1+ [Su bstra}

m

Bei Verwendung der oben beschriebenen Voluminaubetie Substratkonzentration
17,8 M. Der die Affinitat zum Substrat beschreibendgWert fir den HIV-1 Protea-
se-Wildtyp wurde von Jark Béttcher zu 14,81 [60] berechnet. Der }-Wert fur die
Mutante Q7K L33I L63Il wurde in dieser Arbeit nacinéweaver und Burk zu 8,4V

bestimmt.

2.2.3 Kristallisation der HIV-1 Protease

Dialyse des Proteins

Zur Verwendung flr die Kristallisation musste daet&in mittels Dialyse in den Kris-

tallisationspuffer Gberfihrt werden. Fur den HI\Piotease Wildtyp und die Mutante
Q7K L33I L63I wurden unterschiedliche Kristallisatispuffer verwendet, siehe Tabel-
le 2. Fur den Pufferaustausch wurde ein Schlausteaer Dialysemembran mit einem

Ausschlussvolumen von 3500 Da verwendet. Diesedevauvor mit Wasser gespililt,
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um etwaige Verunreinigungen zu entfernen. Anscbklheldwurde der Schlauch mit der
Proteinlésung befillt und diese gegen 2 | Krissaliionspuffer im Kihlraum bei 5°C
dialysiert. Der Puffer wurde jeweils nach 1 h urath 3 h gewechselt und die Dialyse

anschliel3end Gber Nacht fortgesetzt.

Konzentrierung und Konzentrationsbestimmung

Nach dem Pufferaustausch wurde das Protein zur &fetung fir die Kristallisation
auf eine Konzentration von 3 bis 5 mg/ml ankonzerttrDabei wurde ein Zentrifugal-
konzentrator mit einem Ausschlussvolumen von 508¢/&wendet. Etwaige Prazipita-
tionen wahrend der Konzentrierung wurden abzemfieitt und verworfen. Die Kon-
zentration des Proteins wurde photometrisch dur@sddng der UV-Absorption der
Proteinlésung bei einer Wellenlange von 280 nmilmest.

Berechnet wurde die Konzentration nach dem Larrbeer-Gesetz [61]:
A=c>e>d

A = gemessene Absorption
¢ = Konzentration der Proteinldsung [mg/mi]
= spezifischer Absorptionskoeffizient der HIV-floRease (Wildtyp und Mutante Q7K
L33I L63I) = 1,157 [ml/mg-cm]; berechnet mit demoBramm protparam[52]
d = Schichtdicke der Kuvette [cm]

Im Anschluss wurde die Proteinlésung bei -80°C geta

Kristallisation von HIV-1 Protease — Inhibitor — Kplexen

Zur Kristallisation der HIV-1 Protease im Komplextmerschiedenen Inhibitoren wur-
de, wie zuvor beschrieben, eine Proteinkonzentratan 3 bis 5 mg/ml eingesetzt. Die
Proteinlésung wurde zunadchst mit dem jeweiligenhindr, der in einer finalen Kon-
zentration von 1 bis 2 mM eingesetzt wurde, fur &uf Eis inkubiert. Die Inhibitoren
wurden in DMSO vorwiegend zu einer Konzentration 1©@0 mM geldst. Bei reduzier-
ter Loslichkeit der Inhibitoren wurde eine Losung Biner Konzentration von 50 mM
eingesetzt. Nach der Inkubation wurde der Ansatz3finin und 13000 rpm bei 4°C
zentrifugiert und der Uberstand fur die Kristaltisasansatze verwendet. Die Kristalli-
sation erfolgte mittels der Methode der Dampfdiffasam sitzenden TropferSitting
Drop). Fur den HIV-1 Protease-Wildtyp und die MutantékQL33I L631 wurden un-
terschiedliche Kristallisationsldsungen im Reserverwendet:
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Reservoirlésung Wildtyp: 2,5 — 3,5 M Natriumchlgriy1 M Bis-Tris pH 6,5

Reservoirlosung Mutante Q7K L33l L63I: 0,3 — 1 MthNlamchlorid, 0,1 M Natriumcit-
rat pH 5,5, 0,1 M DTT, 0,003 M Natriumazid

Es wurde jeweils ein Volumen von 1 ml Reservoirligeingesetzt. Ein Tropfen setzte
sich aus jeweils 1| der Protein-Inhibitor-Losung und 1 der Reservoirlésung zusam-
men. Der Ansatz aquilibrierte bei 16 bis 18°C fidri2 Konnte dann kein Kristall-
wachstum beobachtet werden, wurden mit Hilfe eiféssdehaares Mikrokristalle in
den Ansatz eingebracht; diese Methode wirdSaéteak-Seedingezeichnet. Die groldten

Kristalle ohne sichtbare Fehler wurden fir die Dagenmlung ausgewahlt.

Soakingvon Fragmenten

Kristalle des Komplexes der HIV-1 Protease mit dahibitor NK 101 wurden fluSo-
akingExperimente mit acht verschiedenen Fragmentenesmatet. Die Fragmente wur-
den in einer Ausgangskonzentration von 1 M in DMS@yesetzt. Die Kristalle wurden
in Tropfen mit einem Volumen von 10 Uberfiihrt, die zusétzlich zur Reservoirldsung
jeweils ein Fragment in einer finalen Konzentratiamm 10 bis 40 mM enthielten. Das
Soakingwurde bei der héchstmdoglichen Fragmentkonzentratiod Uber eine Zeit-
spanne von 30 bis 90 min durchgefiihrt, bis die tiMis sichtbare Schaden, wie z.B.

Risse, zeigten.

2.2.4 RoOntgenstrukturanalyse und Strukturverfeingru

Datensammlung und Prozessierung

Zur Vorbereitung auf die Datensammlung wurden dietdnkristalle in eine Losung
aus 75% Reservoirlosung und 25 % eines Kryopratekis, entweder Glycerol oder
PEG 400, uberfuhrt. Anschlie3end wurden die Kristal flissigem Stickstoff gefro-
ren. Die Datensammlung erfolgte bei 100 K. Ein Gedlder Datensatze wurde mit
Hilfe von Synchrotronstrahlung an der Beamline 1de2 Synchrotron BESSY II, Ber-
lin, und am Synchrotron SLS, Villigen, Schweiz, g@snelt. Einige Messungen erfolg-
ten aminhouseRontgendiffraktometer mit der Rontgenrohré&ider Firma Incoatec
und einem mar345-Detektor. Die gesammelten Datenevumit dem Programmpaket
HKL 2000 [62] prozessiert und skaliert.
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Strukturbestimmung und Verfeinerung

Die Phasen wurden mittels der Methode des Moleknl&rsatzes mit Hilfe des Pro-
gramms Phaser [63] bestimmt. Als Modell wurdenDaten in der Raumgruppe 2@
die Koordinaten der Struktur mit dem PDB-Code 2Z{3R] und fir Daten in der
Raumgruppe P2;2 die Struktur mit dem PDB-Code 2PQZ [64] verwende®o bis
maximal 10,9 %der Daten wurden fur die Berechnung des freien Rt&8everwendet,
mindestens allerdings 500 Reflexe.

Zu Beginn der Strukturverfeinerung mit dem Progra®nenix [65] wurden eiRigid
Body Refinemenind eine Optimierung durcBimulated Annealindei einer Starttem-
peratur von 5000°C durchgeflhrt. In den weiterelnri®en wurden in jeweils funf Zyk-
len die individuellen Koordinaten und B-Faktorerdigegebenenfalls die Besetzung bei
Vorliegen verschiedener Konformationen von Aminaséaitenketten verfeinert. Zwi-
schen den einzelnen Schritten der Verfeinerung audie Koordinaten der Struktur in
2F,-Fc- sowie F-F; Elektronendichtekarten mit dem Programm COOT [E6pepasst.
Nach der ersten Verfeinerung wurden die mit Hiles dP’rogramms SYBYL [67] er-
zeugten Koordinaten der an das Protein bindendganiden eingebaut. Geometrische
Restraintsfur die Verfeinerung der Liganden wurden mit dstanomer Library Sket-
cherdes Programmpakets ccp4 [68] erzeugt und in détensa Verfeinerungsschritten
verwendet. Wassermolektile wurden sowohl manuelhads automatisiert wahrend der
Verfeinerung in die Elektronendichte eingepassheEanisotrope Verfeinerung der B-
Werte wurde bei den Strukturen mit den PDB-CodeB@QPO0 und 3QIH durchge-
fuhrt. Ramachandran-Plots wurden mit dem ProgranROCHECK [69] erstellt.
RMSD-Berechnungen wurden mit dem Programm Profi} §iurchgefihrt, nach dem
die Strukturen unter Verwendung des im Programmlampntierten McLachlan-
Algorithmus' [71] Uberlagert wurden. Der Matthewséffizient und der Losungsmit-
telgehalt wurden mit Hilfe des Servers unter wwypweb.org/Mattprob berechnet.
[72] [73]

Die Wechselwirkungen, die Liganden zum Protein ém dristallstrukutren der Kom-
plexe eingehen kdnnen, wurden mit dem Programm CEDNEYM [74] bestimmt. Die
in dieser Arbeit gezeigten Abbildungen der Strugtuwurden mit dem Programm Py-
MOL [75] erstellt.



2 HIV-1 Protease 37

2.3 Ergebnisse und Diskussion

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

Einleitung

Im strukturbasierten Wirkstoffdesign werden meiahze Serien strukturell &hnlicher
Liganden als Inhibitoren fur ein Protein synthetisiund in einem Assay auf ihre Bin-
dungsaffinitat Gberprift. Fur die Strukturbestimmuwon Protein-Ligand-Komplexen
mittels Rontgenkristallographie werden aber haafig ausgewahlte Verbindungen ei-
ner Serie verwendet, da der Zeitaufwand relativhhist Aul3erdem ist die Hypothese
weit verbreitet, dass strukturell ahnliche Ligandeish eine ahnliche Bindung zum Pro-
tein eingehen [76]. Dass dies aber nicht immerFadirsein muss, wurde bereits in der
Literatur beschrieben [77] und zeigt ebenfalls mehfolgende Studie mit einer Serie
symmetrisch-disubstituierter Pyrrolidine als Inkdoen der HIV-1 Protease.

Die nachfolgende Abbildung zeigt das Grundgerueseti Inhibitorserie. Die Sulfona-
mid-Benzyl-Gruppen des Inhibitor-Grundgerists wardait Substituenten in para-
Position verschiedener physikalischer Eigenschafégiert. Anhand der Affinitatswer-
te ist jedoch keine klare Praferenz fur einen bastien Typ der Substituenten erkenn-
bar. [32] Die Bindungsaffinitdten der InhibitorelBA08 und ST 151 sind jedoch deut-
lich hoher als die der Inhibitoren ST 152 und S#.15

C\\S, g,

%FW

Abbildung 18 Grundgerist der
Inhibitorserie
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Bezeichnung des ,
Inhibitors R Kil M]

NH,

AB 108 — 0,48
O

ST 151 —Br 0,69

ST 152 —C=N 2,3
OH

ST 154 — 33
O

Tabelle 3: K-Werte der Inhibitorserie [32]

Der Inhibitor AB 108 (siehe Tabelle 3) wurde im Kplex mit dem HIV-1 Protease —
Wildtyp kristallisiert. Uberraschenderweise wuchsaistalle in zwei unterschiedlichen
Kristallformen bei sehr ahnlichen Kristallisatiomeslingungen, die sich nur geringfugig
in der Konzentration des Prazipitanten Natriumdbdlemterschieden. Bei der Verwen-
dung einer Konzentration von 3,0 M Natriumchlorahk es zur Ausbildung von nadel-
férmigen Kristallen, die nach der Datensammlunglietagonalen Raumgruppe ;P8
zugordnet werden konnten. Wurde die Konzentratiea Natriumchlorids auf 3,5 M
erhoht, wuchsen rechteckige Kristalle, korrespamdié mit der orthorhombischen
Raumgruppe R2:2;. [32]

Nachdem von beiden Kristallformen Datenséatze gesaltrumd die Strukturen verfei-
nert worden waren, wurde festgestellt, dass deduigsmodus des Inhibitors in den
beiden Strukturen unterschiedlich ist. Der asymisate Bindungsmodus des Inhibitors
in der Struktur der orthorhombischen RaumgruppeBfInde 3CKT) gleicht den zu-
vor erhaltenen Strukturen von Komplexen der HIVr@t€ase mit &hnlichen Inhibitoren
[64]. In der Kiristallstruktur der hexagonalen Rauoppe (PDB-Code 2ZGA) bindet
der Inhibitor C2-symmetrisch an das Protein. DiecWéelwirkung zwischen dem Pyr-
rolidinring und den katalytischen Aspartaten istadten geblieben, jedoch ist die Beset-
zung der einzelnen Taschen durch die Seitenarméntdstors in den beiden Struktu-
ren genau entgegengesetzt. Dies zeigt die folgamdddung, in der die Koordinaten
der Inhibitoren tberlagert wurden. Der in turkisgéstellte Inhibitor zeigt den symmet-
rischen Bindungsmodus in der hexagonalen Raumgrujgren orange dargestellte die

asymmetrische Bindung zum Protein in der orthorhsofiten Raumgruppe.
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S1

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

Im folgenden Teil werden nun die Ergebnisse derefiem mit weiteren Inhibitoren
dieser Serie vorgestellt. Neue Kristallisationstres@avurden durchgefiihrt, um heraus-
zufinden, welche Komplexe in der jeweiligen Kri#faim kristallisieren. Von den er-
haltenen Kristallen wurden, soweit mdglich, Daténs@aufgenommen und die Struktur

der Komplexe bestimmt.
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Ergebnisse

Co-Kristallisation der Inhibitoren mit der HIV-1 étease

Die Inhibitoren ST 151, ST 152 und ST 154 wurden dar HIV-1 Protease zur Co-
Kristallisation angesetzt. Es konnte jedoch keions@nes Kristallwachstum beobachtet
werden. NaclBtreak-Seedingit Mikrokristallen der hexagonalen Raumgruppe fvuc
sen nadelférmige Kristalle in den Anséatzen mit digimbitoren ST 151 und ST 152,
jedoch nicht im Fall von ST 154. Diese Ansatze weardhit dem HIV-1 Protease Wild-
typ durchgefuhrt. Im Anschluss daran wurde in Ansitder gleichen Inhibitoren mit
der HIV-1 Protease Mutante Q7K L33l L63I éitreak-Seedingit Mikrokristallen der
orthorhombischen Raumgruppe durchgefihrt. Es koaimté&Vachstum plattchenformi-
ger Kristalle in allen Anséatzen beobachtet werdlmdoch blieben die Kristalle klein
und waren miteinander verwachsen. Uberwiegend teitdsie keine schone Form aus.
Von den Komplexen der HIV-1 Protease mit ST 151 Uitl52 gelang es nicht, fur
eine Datensammlung ausreichend grof3e und formscKidstlle zu gewinnen. Die
Qualitat der Kristalle des Komplexes mit ST 154 veaisreichend, um einen dieser

Kristalle fir eine Datensammlung zu verwenden.

Datensammlung und Strukturverfeinerung

Mit Hilfe von Synchrotronstrahlung konnte am Symathon SLS ein Datensatz von
einem Kristall in der hexagonalen Raumgruppe deg-HIProtease-Komplexes mit
ST 151 gesammelt werden. Die kristallographischaraeieter, die die Struktur des
Komplexes mit ST 151 beschreiben, sind in Tabeleutgefihrt. Den Daten konnte,
wie bei der Struktur des Komplexes mit dem PDB-C246&A, durch die Methode des
Molekularen Ersatzes die RaumgruppeZ226zugeordnet werden. In dieser Raumgrup-
pe besteht die asymmetrische Einheit aus einem Menaler HIV-1 Protease. Durch
eine C2-Symmetrie ergibt sich das funktionale Dinider C2-symmetrische Inhibitor
bindet somit ebenfalls symmetrisch. Aufgrund progmaechnischer Einschréankungen
konnte die Struktur jedoch nicht in der Raumgrupe22 verfeinert werden. Bei der
Verwendung des Programms PHENIX [65] war es nichiglioh, geometrische
Restraintsfur die Bindungslangen und Bindungswinkel des hign, die die Symmet-
rieachse miteinbeziehen, zu erzeugen und zu veewveridiese Option beinhaltet zwar
das Strukturverfeinerungsprogramm SHELXL [78], visels aber bei der vorliegenden
Auflésung der Struktur von 2.45A nicht geeignet wdomit wurde die Struktur in der
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Raumgruppe Poverfeinert, in der die asymmetrische Einheit dansm HIV-1 Protease
Dimer besteht. Dies verdoppelte die Zahl der zfeireernden Parameter. Aufgrund der
niedrigen Aufldsung ist die Gesamtanzahl der Reflaiedrig und das Parameter-zu-
Beobachtungen-Verhaltnis relativ klein. Fur die @#¢mung des freien R-Faktors konn-
te somit auch nur eine geringe Anzahl von Reflexemnvendet werden, so dass dieser
verhaltnismaRig hoch ausfallt und eine grof3e Ablmeig zum R-Faktor aufweist. Die
Elektronendichte in der Bindetasche definiert irssget gut die Struktur des Liganden.
Jedoch wurden die Bromatome an den Phenylringemwéch wahrend der Daten-
sammlung am Synchrotron aufgrund eines signifikai8&ahlenschadens abgespalten,
da diese durch die Elektronendichtekarte nichinikfi werden.

Von einem Komplex mit dem Inhibitor ST 152 in deaxhgonalen Raumgruppe konn-
ten mit Hilfe von Synchrotronstrahlung an der Baamll4.2 des Synchrotrons BESSY
Il lediglich Daten bis zu einer Auflésung von 2.85&sammelt werden. Es wurden ei-
nige Verfeinerungszyklen durchgefuhrt. Jedoch defia die Elektronendichte in der
Bindetasche nicht ausreichend die Position desnidga, um diesen in die Struktur ein-
zubauen. Somit wurde diese Struktur nicht weitefeigert und soll hier im folgenden
nicht weiter beschrieben werden.

Ein weiterer Datensatz wurde von dem Komplex mitlS# in der orthorhombischen
Raumgruppe R2;2 an der Beamline 14.2 des Synchrotron BESSY lageselt. Die
kristallographischen Parameter, die die Struktug lemplexes mit ST 154 beschrei-
ben, sind ebenfalls in Tabelle 4 aufgefiuhrt. Duv@neisungen am Kristall kam es zum
Auftreten von Eisringen, die die Auswertung der IRaf in den betreffenden Aufl6-
sungsbereichen storte. Im Bereich von 1.98A bigA i8t somit die Vollstandigkeit der
Daten auf 80,0% reduziert. Die R-Faktoren der Medring sind in dieser Auflésungs-
schale und damit auch in gesamten Struktur dahdéieismaniig hoch. Die Elektro-
nendichte in der Bindetasche des Proteins defidiemt Liganden nicht vollstandig, je-
doch soweit, dass der generelle Bindungsmodus ebeerist. 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

Wellenlénge [A]

1.00

0.91841

Raumgruppe

P6

P22,2

EinheitszellparametdA; °]

a, b=62.9, c=82.4;
a, =90.0, =120.0

a=57.4,b=859,c=4685

a, , =900

Auflésungsbereich [A]

30.00-2.45 (2.51-2.45)

50163 (1.67-1.63)

Anzahl einzigartiger Reflexe 6876 (454) 28987 (1936
Reym [%6] 10.5 (47.9) 8.0 (46.4)
Vollstandigkeit [%] 99.9 (100.0) 98.5 (99.9)
Redundanz 6.0 (6.1) 4.4 (4.5)
1/ 18.8 (3.6) 15.8 (3.0)
Matthews-Koeffizient [&/Da] 2.2 2.7
Lésungsmittelgehalt [%] 43.5 53.6
Strukturverfeinerung

Auflésungsbereich [A] 29.38-2.45 36.13-1.63
Anzahl der Reflexe fir die Ver-

feinerung 6106 27558
Anzahl der Reflexe im Testda- e 1412
tensatz

R-Faktor [%] 18.1 22.1

Freier R-Faktor [%] 29.2 26.3
RMSD-Werte

Bindungslangen [A] 0.008 0.006
Bindungswinkel [°] 1.150 1.157
Durchschnittliche B-Werte

Protein 321 17.2
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Inhibitor

48.0

25.5

Wasser

28.8

27.6

Weitere Liganden

32.6

23.9

Ramachandran Plot

Aminosauren in bevorzugten

Regionen [%]

93.0

96.2

Aminosauren in zusatzlich er-

laubten Regionen [%)]

7.0

3.8

Sonstiges

Anzahl der Aminosauren

198

198

Anzahl der Atome des Inhibitor

35

33

Anzahl der Wassermolekiile

62

226

Anzahl der Atome weiterer Li-

ganden

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

Die oben beschriebenen Einschrankungen in der Quder beiden Strukturen reduzie-
ren nicht ihre Aussagekraft in Bezug auf die Bingkmodi der Inhibitoren. Dennoch
wurde beschlossen, die Koordinaten der Struktuieht nn der Proteindatenbank zu

hinterlegen.
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Bindungsmodus des Inhibitors ST 151 in der Strudirhexagonalen Raumgruppe

Der Inhibitor ST 151 bindet symmetrisch an die HI\Protease, vergleichbar mit dem
Inhibitor AB 108 in der oben beschriebenen Struktur dem PDB-Code 2ZGA. Der
zentrale Pyrrolidinring bildet ein Wasserstoffbréoketzwerk zu den katalytischen

Aspartaten im Abstand von jeweils 2.8A und 2.9A aus

£

£/
/
’/

) -~ AspasA /¥ Asp2sB [

S

Abbildung 20: Bindungsmodus des Inhibitors ST 1Bér Inhibitor ist in hellblau, die HIV-1 Protease i
beige und mogliche Wasserstoffbriickenbindungenisifudau mittels gestrichelter Linien dargestellt.

Die Interaktion mit den Aminoséuren lle50A und D&der Flapregion wird von je-
weils einem Sauerstoff der Sulfonamidgruppe ausdethiDie Sulfonamidreste des
Inhibitors adressieren die S1- und S1'-Tasche deteiRs. Der Bromsubstituent der
Phenylringe wurde zwar wahrend der Datensammluggsgialten, jedoch wurde seine
Position in para-Stellung analytisch mittels NMRgdengen bestatigt, so dass er fir
die obenstehende Abbildung modellhaft erganzt wuteyr Abstand des Bromsubsti-
tuenten zu Arg8A bzw. Arg8B betragt 2.6A, so damssls eine Wasserstoffbriicke
ausgebildet werden kann. Diese ist jedoch mit BetsnAkzeptor wohl eher schwach.
Der Abstand des Broms zum Stickstoff des Arginictsemnt verhaltnismafig klein, eine
solche Distanz liegt iiblicherweise im Bereich 34 28A [79]. Die das HIV-1 Protea-
se Dimer stabilisierende ionische Wechselwirkungsehen Arg8 und Asp29 wird
durch die Wasserstoffbriicke zum Inhibitor nichttggsund kann weiterhin ausgebildet
werden. Die Dimethylallylreste des Inhibitors besetdie S2- und S2'-Tasche des Pro-
teins, wobei van-der-Waals-Wechselwirkungen zu deminosduren Ala28, Val32,
lle47 und lle50 bestehen.
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Strahlungsinduzierte Abspaltung des Broms wahremdatensammlung

Die Elektronendichte in der Bindetasche der HIVfbt@ase definiert gut die Struktur
des Inhibitors ST 151, mit Ausnahme der Bromsulstiten an den Phenylringen, wie
die folgende Abbildung zeigt. Die Vollstandigkeiksdzur Kristallisation eingesetzten
Inhibitors wurde mittels massenspektrometrischetetduchungen der verwendeten
Losung bestatigt.

Abbildung 21: B-F.-Elektronendichtekarte (grun) fiir ST 151 (hellbtau)
-Level: 1.5

Somit muss die kovalente Bindung zwischen dem aftem&treuelement Brom und
dem Phenylring wahrend der Datensammlung gespalteden sein. Der Datensatz
wurde am Synchrotron SLS bei einer Wellenldnge YA, die nah an der Absorpti-
onskante der Brom-Kohlenstoff-Bindung von 0.9204fyl, gesammelt. Die abgespal-
teten Bromatome verteilten sich vermutlich Gber gesamten Kristall, da kein Elekt-
ronendichtemaximum dem Brom zugeordnet werden legreéder in der Bindetasche
noch an einer anderen Position im Protein.

Ein weiterer Datensatz des gleichen Komplexes wardeSynchrotron BESSY Il bei

einer Wellenlange von 0.91841A gesammelt. Auch kiemte keine die Bromsubsti-
tuenten definierende Elektronendichte beobachtetieve Aufgrund des eher geringen
Streuvermogens der nadelférmigen Kristalle wariestrmoglich, einen Datensatz am
inhouseRdNtgendiffraktometer bei einer Wellenlange vabd18A, die starker von der

Absorptionskante abweicht, zu sammeln.

Das Phanomen der strahlungsinduzierten Spaltungr dinvalenten Br-C-Bindung

wurde bereits in der Literatur beschrieben [80].kBante in weiteren Studien der Ar-
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beitsgruppe ebenfalls beobachtet und seine Abhkeigigon der verwendeten Strah-

lendosis und der Wellenlange der Réntgenquelleaweitforscht werden [79].

Bindungsmodus des Inhibitors ST 154 in der Struderrorthorhombischen Raum-
gruppe

Der Inhibitor ST 154 bindet asymmetrisch an die HI\Protease. Wie schon bei den
zwei Bindungsmodi des Inhibitors AB 108 in den usthiedlichen Raumgruppen beo-
bachtet, bleibt die Wechselwirkung des Pyrrolidigs mit Asp25A (2.9A/3.0A) und
Asp25B (2.9A/3.2A) im Vergleich zur Bindung von 3%1 als einziges Motiv erhalten.

Abbildung 22: Bindungsmodus des Inhibitors ST 1Bdr Inhibitor ist in orange, die HIV-1 Protease in
beige und mogliche Wasserstoffbriickenbindungenisifitau mittels gestrichelter Linien dargestellt.

Die Sulfonamidreste des Inhibitors adressierengleethbar mit AB 108 in der or-
thorhombischen Raumgruppe, die S2- und S2'-Taseh&lly/-1 Protease. Dabei kon-
nen die Carboxylgruppen Wasserstoffbriickenbindungawohl zur Seitenkette als
auch zum Proteinrtckgrat von Asp30A bzw. Asp30Bbddsn. Nur eine Sulfonamid-
gruppe interagiert hier ber die Sauerstoffe rait dminosauren lle50A (2.80A) und
lle50B (3.3A) der Flap-Region. Die andere verblaibinvolviert. Die Dimethylallyl-

reste des Inhibitors wurden nicht durch die Elak#radichte der Struktur definiert, wie

Abbildung 23 zeigt, vermutlich aufgrund ihrer horHgeweglichkeit.
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Abbildung 23: i-F-Elektronendichtekarte (griin) fur ST 154 (orange)
-Level: 1.5

Jedoch konnten die Sulfonamidgruppen eindeutigzigldt werden, so dass sich aus
geometrischen Grinden als Moglichkeit nur ergilaissddie beiden Dimethylallylreste
die S1'-Tasche des Proteins besetzen. In Abbil@3ngird eine mogliche Position der
Reste gezeigt. Die Dimethylallylreste kdénnen in d&t'-Tasche van-der-Waals-
Wechselwirkungen zu den Aminoséauren Gly49A, Pro8tE [le84B ausbilden. Die
S1-Tasche der HIV-1 Protease bleibt in dieser Kexgituktur unbesetzt, im Gegen-
satz zur Struktur des Komplexes mit dem Inhibitd31A8, wie Abbildung 24 noch
einmal verdeutlichen soll. In orange ist der IntobiST 154 dargestellt, dessen beide
Dimethylallylreste in die S1'-Tasche des Protemgen. Der Inhibitor AB 108, darge-
stellt in grau, besetzt dagegen mit jeweils einemmddhylallrest die S1- und die S1'-
Tasche. Hierdurch ergibt sich auch eine verandeowtion der betreffenden Sulfona-

midgruppe.
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Abbildung 24: Uberlagerung der Koordinaten von ABBigrau) und ST 154
(orange). Die Oberflache der HIV-1 Protease igjriim dargestellt.

Zusammenfassung und Diskussion

In dieser Studie wurde der Bindungsmodus eineme&leiSerie von Inhibitoren der
HIV-1 Protease uberpruft. Ausgangspunkt waren Agenplexstrukturen mit dem In-
hibitor AB 108, der in verschiedenen Raumgrupperreiunterschiedlichen Bindungs-
modus einnahm, bei dem die Besetzung der TaschePrgeins invertiert durch die
Seitenketten des Inhibitors vorgenommen wurde. &ang, zwei weitere Komplex-
strukturen zu bestimmen. Der Bindungsmodus von S[Tifh der hexagonalen Raum-
gruppe ist vergleichbar zu dem von AB 108. AuchlSZ kristallisierte mit der HIV-1
Protease in der der hexagonalen Raumgruppe zugderdiKristallform, wéahrend in
Ansatzen mit dem Inhibitor ST 154 kein erfolgreigh€ristallwachstum gelang. Dass
eine Kristallisation von ST 154 in der hexagonafemm nicht erfolgte, mag vielleicht
daran liegen, dass eine Interaktion der Carboxplgen mit der Aminosaure Arg8 in
der S1- und S1'-Tasche die das Dimer stabilisiereindische Wechselwirkung zu
Asp29 gestort hatte. Der Einfluss der apolaren Bramd Cyanosubstituenten von
ST 151 und ST 152 ist vermutlich vergleichsweisensch. Alle Inhibitoren kristalli-
sierten mit der HIV-1 Protease in der der orthorbmrhen Raumgruppe zugeordneten
Kristallform, wobei der Inhibitor ST 154 im Komplearit der HIV-1 Protease die ver-

haltnismaRig stabilsten Kristalle ausbildete. D@ndBngsmodus von ST 154 gleicht
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weitgehend dem von AB 108 in dieser Raumgruppe,Augnahme der Position der
Dimethylallylreste. Diese Abweichung kénnte zufjiiin diesem Kristall vorliegen oder
aber auch verantwortlich fur die geringe Qualitét drhaltenen Kristalle sein. Die be-
vorzugte Co-Kristallisation mit Inhibitoren, die lpce Substituenten tragen, lasst sich
vermutlich Uber die stabile Wechselwirkung mit A8p der S2- und S2'-Tasche erkla-
ren. Warum die Besetzung der Taschen in den zwemgeuppen unterschiedlich er-
folgt, lasst sich nicht abschliel3end deuten, kdmaier gegebenenfalls auf unterschied-
liche konformative Eigenschaften der individuellahibitoren hindeuten.

Es verbleibt die Frage, ob die Packung der Molekileristall den Bindungsmodus
des Inhibitors beeinflusst oder ob umgekehrt dbibitor zunéchst in einer bestimmten
Konformation bindet und sein Einfluss auf das Rro&gne bestimmte Kristallform vor-
gibt. Inwieweit die Packung in den unterschiedlitcligaumgruppen mit der Symmetrie
des Proteins und damit dem Bindungsmodus des tolsbzusammenhangt, soll im
nachfolgenden Kapitel noch eingehender beleucheeten.

Da die beschriebenen Strukturen natirlich immer Bi@adungsmodus eines Inhibitors
in der kristallinen Form des Proteins zeigen, lidigt Frage nach der Konformation in
der Losung nahe. Wie kdnnte man also herausfimaiedje Inhibitoren, deren Komple-
xe mit der HIV-1 Protease beide Kristallformen aldsn, also AB 108, ST 151 und
ST 152, auch in Lésung mehrere verschiedene Birginadi eingehen? Mittels Me-
thoden zur Bestimmung der Bindungsaffinitdt, zumspBiel der Isothermen Titrati-
onskalorimetrie oder der Oberflachenplasmonenresspeektroskopie, liel3e sich ver-
mutlich nur eine Aussage treffen, wenn die Affibithes jeweiligen Inhibitors in den
verschiedenen Bindungsmodi ausreichend voneinaatalgeicht. Eine Strukturbestim-
mung mittels NMR-Spektroskopie, die bei einem virigmanig kleinen Protein wie
der HIV-1 Protease moglich ist, wiirde dagegen dafrmation der Komplexstruktu-
ren in der Losung zeigen kénnen.

Wirde sich das Vorliegen mehrerer Bindungsmodildbibitoren in Losung bestati-
gen, ware dies interessant im Hinblick auf denlize#n Verlauf der Ausbildung von
Resistenzen der HIV-1 Protease gegentuber ihrebitalen. Solch "flexible" Inhibito-
ren konnten die Resistenzbildung verlangsamenjeden sler Lage sind, durch alterna-
tive Bindungsmodi Mutationen des Virus aus dem \zlegehen.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass die Bedalgurstrukturaufklarung im De-
sign von Wirkstoffen nicht unterschatzt werdentsolWie man sehen konnte, lasst sich

die These, dass ahnliche Liganden auch einen &lenliBindungsmodus zum Protein
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eingehen, nicht immer halten. Deshalb sollten inakr solcher Serien von Liganden

immer mehrere Komplexe mit dem jeweiligen Zielpnotstrukturell aufgeklart werden.
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2.3.2 Symmetrieaspekte der Bindung eines Oligodntiibitors an die HIV-1
Protease

Einleitung

Lineare Oligoamine wurden in vorausgehenden Studismeue Grundstrukturen fur
das Design von Inhibitoren verschiedener Aspartggasen ausgewahlt [60]. Ein se-
kundéares Amin sollte die katalytischen Aspartateessieren, wie schon zuvor bei Pyr-
rolidin-basierten Inhibitoren der HIV-1 Proteasel|[@nd Piperidin-basierten Inhibito-
ren der humanen Aspartylprotease Renin [48] eréidtyr gezeigt werden konnte. Eine
Serie von Inhibitoren mit variierenden Kettenlangearschiedenen, die Flap der Pro-
teasen adressierenden, Akzeptorgruppen und uniediichen Substituenten zur Opti-
mierung der Taschenbesetzung wurde synthetisietrtkimetisch charakterisiert. Zwei
C2-symmetrische Inhibitoren wurden im Komplex meind HIV-1 Protease Wildtyp in
der orthorhombischen Raumgruppe, B2 kristallisiert. Die Strukturaufklarung ergab
einen asymmetrischen Bindungsmodus, wie auch irhergehenden Kapitel in dieser
Raumgruppe beobachtet. [60]

Einer der Inhibitoren, KeLi033, wurde erneut symifiert und im Rahmen dieser Arbeit
noch einmal zur Kristallisation im Komplex mit ddtV-1 Protease verwendet. Def-K
Wert dieses Inhibitors wurde zu 0.8 bestimmt. [60] Es konnte ein spontanes Wachs-
tum nadelférmiger Kristalle beobachtet werden, dies zuvor beschrieben, der hexa-
gonalen Raumgruppe & zuordnet werden konnten. Die Erkenntnisse auslaauf

folgenden Strukturaufklarung sollen in diesem Kelpibrgestellt werden.

NH, NH,

Abbildung 25: Strukturformel des Inhibitors KeLi®3
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Ergebnisse

Co-Kristallisation des Inhibitors mit der HIV-1 Rease

Der Inhibitor KeLi 033 wurde mit dem HIV-1 Proteagéldtyp zur Kristallisation an-
gesetzt. Spontan wuchsen nadelférmige Kristalke otine Optimierung fur eine Daten-

sammlung verwendet werden konnten.

Datensammlung und Strukturverfeinerung

Mit Hilfe von Synchrotronstrahlung konnte von ein&mmplex der HIV-1 Protease mit
dem Inhibitor KeLi 033 am Synchrotron SLS ein Dai@z mit einer Auflosung von
2.07A gesammelt werden. Nach ihrer Prozessierumgptkoden Daten durch die Me-
thode des Molekularen Ersatzes die hexagonale Raynpg P&22 zugeordnet werden,
die auch schon zuvor bei Kristallen dieser Ausfamquorlag. In dieser Raumgruppe
enthalt die asymmetrische Einheit des Kristalls Mionomer der HIV-1 Protease. Im
Gegensatz zur Struktur des Komplexes HIV-1 PR-SII War es bei dieser Struktur
maoglich, die Raumgruppe BB auch wahrend der Verfeinerung mit dem Programm
PHENIX zu verwenden. Denn in diesem Fall musstanekéber die Symmetrieachse
hinausgehenden geometrischeestraintsfur Bindungslangen und -winkel des Inhibi-
tors, wie beim Pyrrolidinring von ST 151 erfordehlj verwendet werden. Wahrend der
Strukturverfeinerung wurde der sekundare Stickstid$ Inhibitors, wie auch zwei
Wassermolekile, auf der Symmetrieachse fixiert. Blektronendichte in der Bindeta-
sche der HIV-1 Protease definiert gut die Struktnd Anordnung des Liganden, wie
Abbildung 26 zeigt.

Abbildung 26: i-F.-Elektronendichtekarte des Inhibitors KeLi 033
-Level: 2.0
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Die weiteren, die Struktur beschreibenden kristmibischen Parameter sind in Tabel-
le 5 aufgefiihrt. Die Koordinaten der Struktur wurdender Proteindatenbank unter
dem Code 3PSU deponiert.

Bezeichnung der Struktur HIV-1 PR — KeLi033

Datensammlung und Prozessierung

Wellenléange [A] 1.00

Raumgruppe P@a2

a,b=627,¢c=824

EinheitszellparametgA; °]
a, =90.0, =120.0

Auflésungsbereich [A] 40.00-2.07 (2.13-2.07)
Anzahl einzigartiger Reflexe 6294 (506)

Reym [%0] 9.6 (51.4)
Vollstandigkeit [%0] 99.8 (99.8)

Redundanz 8.0 (7.4)

I/ 22.2 (3.6)

Matthews-Koeffizient [&/Da] 2.2

Lésungsmittelgehalt [%6] 43.2

Strukturverfeinerung

Auflésungsbereich [A] 32.82-2.07
Anzahl der Reflexe fir die Ver-

. 5701
feinerung
Anzahl der Reflexe im Testda-

550

tensatz
R-Faktor [%] 18.4
Freier R-Faktor [%0] 24.4
RMSD-Werte
Bindungslangen [A] 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

Aminosauren in bevorzugten

) 94.9
Regionen [%]
Aminosauren in zusatzlich er- -
laubten Regionen [%)] '
Sonstiges
Anzahl der Aminosauren 99

Anzahl der Atome des Inhibitors 18

Anzahl der Wassermolekiile 69

Anzahl der Atome weiterer Li-

ganden

PDB-Code 3PSU

Tabelle 5: Kristallographische Tabelle zu der SuulkIV-1 PR-KeLi033

Bindungsmodus des Inhibitors KeLi 033 in der Stimkter hexagonalen Raumgruppe
im Vergleich zu der Struktur der orthorhombischeu®gruppe

In der hexagonalen Raumgruppe®6bindet der symmetrische Inhibitor KeLi 033 C2-
symmetrisch an die HIV-1 Protease. Das sekundaren Adressiert die katalytischen
Aspartate. In der Struktur der orthorhombischenRauppe (PDB-Code 3BGB) bin-

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

einem der katalytischen Aspartate, wie Abbildunggt. [60]



2 HIV-1 Protease 55

~ Asp30

Asp254% 4 Asp25

Vg

Abbildung 27: Bindungsmodus von KeLi 033 in deruRtur der hexagonalen Raumgruppe

.
v 2.8A
A\ ]

/" Asp25B % {‘-..AspZSA

Abbildung 28: Bindungsmodus von KeLi033 in der 8t der orthorhombischen Raumgruppe [60]

Die Besetzung der Taschen der HIV-1 Protease eefaigoeiden Kristallformen gleich,
Im Gegensatz zu dem in Kapitel 2.3.1 beschriebét@imomen. Die Isobutylreste ad-
ressieren in beiden Fallen die S1- und S1'-TaseneHivV-1 Protease. Dip-Amino-
benzylsulfonamidgruppen besetzen die S2- und SHeades Proteins, wobei sich das
Interaktionsmuster in den beiden Strukturen hidenscheidet. In der Struktur der he-

xagonalen Raumgruppe interagiert die Aminofunkiidier ein Wassermolekil mit der
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Seitenkette der Aminosaure Asp30. Diese Interakteo man auch in der Struktur der
orthorhombischen Raumgruppe beobachten, jedocdhigstzusatzlich die Ausbildung
einer Wasserstoffbriicke zum CarbonylsauerstoffRteteinriickgrats von Asp30A und
Asp30B moglich. In der Struktur der hexagonalen rRguuppe ist der vergleichbare
Abstand mit 3.6A so weit, dass man die Wechselwigknicht mehr als Wasserstoff-
briickenbindung beschreiben wiirde.

In beiden Strukturen besteht eine WechselwirkurrgSadelerstoffe der Sulfonamidgrup-
pen mit den Aminosauren der Flap-Region der HIVkdtéase. In der Struktur der he-
xagonalen Raumgruppe verlauft diese Interaktionnsgtrisch tUber ein Wassermolekiil,
welches sich direkt auf der Symmetrieachse befinddtWasserstoffbriickenbindungen
zum RuUckgrat der beiden lle50-Aminosauren ausbildem. In Abbildung 27 sind alle
dem Abstandslimit entsprechenden Wasserstoffbrimkdaongen gezeigt. In der Struk-
tur der orthorhombischen Raumgruppe gibt es eldsnfakraktionen der beiden Sulfo-
namidgruppen, die Uber ein Wassermolekil vermitteltden. Diese sind hier jedoch
asymmetrisch, so dass sich auch das Wassermoleldihar anderen Position befindet
als in der zuvor beschriebenen Struktur. Weitethefindet sich ein Sauerstoff einer
Sulfonamidgruppe in Wasserstoffbriickenbindungsdistau 11e50B, so dass hier eine
zusatzliche direkte Interaktion ausgebildet werkigmn.

Die Unterschiede in der Symmetrie der Interaktioden Sulfonamidgruppen mit der
Flap-Region ergeben sich auch durch die untershtiredKonformation der Aminosau-
ren lle50 und Gly51 in den beiden Strukturen. Adhlnilg 29 zeigt, dass die Flap-
Aminosauren in der Struktur der hexagonalen Rauppgusymmetrisch vorliegen,
wahrend sie, wie Abbildung 30 zeigt, in der Strulder orthorhombischen Raumgrup-
pe durch einen Flip des lle50-Gly51-Dipeptids emsgmmetrische Anordnung einneh-

men.

Gly51 f' Gly51

7

Soed_
S\ﬂ J// 1le50
‘/"\u Gly49

Abbildung 29: Flap-Aminoséauren in der Struktur Hexagonalen Raumgruppe
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Abbildung 30: Flap-Aminosauren in der Struktur dethorhombischen Raumgruppe

Zusammenfassung und Diskussion

Der Inhibitor KeLi 033 mit einem sekundaren Amis &rundstruktur konnte im Kom-
plex mit der HIV-1 Protease in zwei verschiedenaurRgruppen kristallisiert werden.
Wie schon vergleichsweise in Kapitel 2.3.1 besdlame ist der Bindungsmodus in den
jeweiligen Strukturen verschieden. Im Unterschieddem zuvor beschriebenen Bei-
spiel ergeben sich hier jedoch im Bindungsmodukalgrismafig kleine Unterschiede,
die insbesondere die Symmetrie betreffen. Die &kiigsn der Sulfonamidgruppen mit
den Aminosauren der Flap-Region und die Wechselwigk mit den katalytischen
Aspartaten erfolgen in der Struktur der hexagon&aomgruppe symmetrisch, in der
orthorhombischen Raumgruppe dagegen asymmetrismfaub folgt auch eine unter-
schiedliche Position des zentralen Wassermolekids,die Interaktionen mit der Flap
vermittelt.

In der Proteindatenbank finden sich Hunderte vankairen der HIV-1 Protease, als
Apoprotein oder im Komplex mit peptidischen undhtipeptidischen Inhibitoren und
Substraten. Eine Suche nach diesen Strukturenri?ld8 im April 2011 anhand der
E.C.-Nummer 3.4.23.16lie der HIV-1 Protease zugeordnet wird, ergab maahueller
Erganzung bzw. Entfernung von Strukturen 331 Trefigavon konnten allein 227
Strukturen den orthorhombischen Raumgruppei2,R2und P22;2; zugeordnet wer-
den. 76 Strukturen wiesen eine hexagonale Raumgrapfj in neun dieser Strukturen
wurde das Protein als Monomer in der Raumgrupp2®gerfeinert. In den Strukturen
des Apoproteins, die sich meist durch die geotffiidée von den Komplexstrukturen
unterscheiden, besteht die asymmetrische Einhertemi aus einem Monomer der

HIV-1 Protease. Ohne Ligand kristallisierte dast&iroalso zumeist in einer symmetri-
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schen Anordnung der beiden Molekile des aktivendpenfi81l]. In den Komplexstruk-
turen dagegen weisen die Monomere zumeist eine ibweg von der Symmetrie zu-
einander auf, vorwiegend sind auch die — symméteis@der asymmetrischen - Ligan-
den asymmetrisch gebunden. Dies passt zu der Hrkendass die HIV-1 Protease,
obwohl ein symmetrisches Protein, asymmetrischestfatle bevorzugt [82]. Nicht um-
sonst sind wohl auch alle zugelassenen InhibitalemHIV-1 Protease asymmetrisch
bindende Molekile. Es stellt sich auch die Fradpee®im Hinblick auf eine Resistenz-
bildung durch Punktmutationen sinnvoller ist, asyetmsche Inhibitoren den symmetri-
schen vorzuziehen. Beim Vorliegen einer Punktmamatdie ja immer beide Molekile
des Dimers betrifft, scheint die Wahrscheinlichkeiss ein asymmetrischer Inhibitor
diese Herausforderung kompensieren kann, grol3eein83].

Die hier beobachtete, eher geringe Abweichung deduBgsmodus im Zusammenhang
mit der Symmetrie ist im biologisch relevanten Amst in der Losung vermutlich von
geringerer Bedeutung als die in Kapitel 2.3.1 besbkne, aber insbesondere von
kristallographischem Interesse und soll diesbezlidlier néher diskutiert werden.

Wie kommt es zu diesem Zusammenhang zwischen Bgmoodus des Inhibitors,
Symmetrie und Raumgruppe? Bindet zunachst der itohibuf eine bestimmte Weise
an das Protein, beeinflusst damit dessen Konfoomaind daraus folgend die Anord-
nung der Proteinmolekile im Kristall? Oder nehmenzdivor inhibierten Proteinmole-
kule in der Lésung eine bestimmte Anordnung zueadearein und geben so die Kon-
formation des Proteins und damit den Bindungsmalssinhibitors vor?

Wie zuvor beschrieben, ist die Konformation derpFfaninoséauren in den beiden
Strukturen mit unterschiedlicher Raumgruppe veestdm, was im Zusammenhang mit
der Bindung des Inhibitors an diese steht. Gibéiae Wechselwirkung zwischen den
symmetriedquivalenten Molekilen im Kristall, dienddnterschied in der Konformati-
on bedingt oder erklart? Die nachfolgenden Abbigkm sollen zunéchst einmal die
Anordnung der einzelnen HIV-1 Protease Molekileinstall zeigen. In der hexagona-
len Raumgruppe interagiert der Flap-Bereich einég-H Protease Dimers mit der
Flap-Region der benachbarten Moleklle. Das zenktt&lkel Protease Dimer ist in Ab-
bildung 31 in orange dargestellt, die symmetrieggjenten Molekile, die Interaktionen
mit der Flap eingehen, in dunkelrot. Die Flap-Regedes Moleklils ist jeweils in gold
dargestellt. Wie die Abbildung zeigt, ist der FIRapreich eines jeden Monomers in ei-
ner Art Sandwichvon der jeweils anderen Flap-Region des Dimerelpittbn Molekiils

sowie einer Flap von einem symmetriedquivalenteteko umgeben.
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Abbildung 31: Packung der Molekiile im Kristall irrchexagonalen Raumgruppe

In der orthorhombischen Raumgruppe dagegen bek&shé direkte Interaktion der
Flap-Bereiche der einzelnen Dimermolekile im Ktigeabund. Abbildung 32 zeigt ein
zentrales HIV-1 Protease Molekdl in tirkis, die Blap umgebenden Molekile sind in

blau dargestellt. Die Flap-Bereiche sind wiederargald markiert.

Abbildung 32: Packung der Molekile im Kristall irrdorthorhombischen Raumgruppe

Durch die unterschiedliche Anordnung der HIV-1 Beste Molekile im Kristall zuein-
ander unterscheiden sich natirlich auch die Wewlirggingen, die das Protein zum
jeweiligen symmetriedquivalenten Molekuil in dendasi Raumgruppen eingeht. Abbil-

dung 33 zeigt die in der hexagonalen Raumgrupptelbesden hydrophoben Interakti-
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onen zwischen der Aminosaure Phe53 mit eben di=seISymmetriedquivalents. Die
Flap-Aminosauren 42 bis 58 der beiden Ketten dedettachtenden Dimermolekils
sind grau dargestellt, die des jeweiligen Symmétugvalents in dunkelrot. Wie die
Abbildung zeigt, liegt die Aminosaure jeweils ine@vKonformationen vor, die beide zu
50% verfeinert wurden und die jeweilige Konformation symmetriedquivalenten Mo-

lekil bedingen.

Abbildung 33: Interaktionen der Flap-Region (greai) symmetriedquivalenten Molekilen
in der hexagonalen Raumgruppe (rot)

In der orthorhombischen Raumgruppe sind die Weualdelngen dieser Flap-
Aminosauren, dargestellt in grau, mit den symmatyigvalenten Molekulen, darge-
stellt in blau, ausgepragter, wie Abbildung 34 relie Aminosaure GIn61B eines
symmetriedaquivalenten Moleklls geht Wasserstofkeiibindungen zum Carbonyl-
sauerstoff des Rickgrats von Pro44A sowie zur Sleitée von GIn58A ein. Pro44A
bildet weiterhin hydrophobe Interaktionen zu denideséuren Leu63B und Ile72B des
Symmetriedquivalents aus. Der Amidstickstoff deskgiiats der Aminosaure Met46A
interagiert Uber ein Wassermolekil mit dem Carbssykrstoff des Rickgrats von
Ala71B im symmetrieaquivalenten Molekdl. In dieSgruktur liegt nur eine Konforma-
tion der Aminosaure Phe53A vor, die van der Waaéshgelwirkungen mit Trp6A und
GIn92B des Nachbarmolekiils ausbildet. Die Flap-Begier B-Kette des betrachteten
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Molektls bildet hydrophobe Interaktionen zwischep4RB und Pro44B zu der Ami-
nosaure Trp6B eines weiteren Symmetrieaquivalemss Ber Carbonylsauerstoff des
Trp42B geht aul3erdem eine Wasserstoffbrickenbindenitg der Seitenkette von

GIn92A dieses symmetrieaquivalenten Molekuls ein.

GIn61B

/ Phe53A J}‘f \ /’InSSA
rp;r.ZB . ’{i}f Prod4A ¥
\ \ ‘ . ’ ) |
Gh2AY & 9 //‘/ N

N\
WA

Abbildung 34: Interaktionen der Flap-Region (greni) symmetriedquivalenten Molekilen
in der orthorhombischen Raumgruppe (blau)

Die beschriebenen Wechselwirkungen, die die Flagidgden der HIV-1 Protease in
den beiden Raumgruppen eingehen, stehen, so weihiéich, nicht im Zusammenhang
mit den in den Abbildungen 29 und 30 gezeigtensal@edenen Konformationen des
Dipeptids 11e50-Gly51. Auch eine Uberlagerung dipFRegionen der beiden Struktu-
ren ergab keinen Anhaltspunkt, warum die zwischem 8ymmetrieaquivalenten aus-
gebildeten Wechselwirkungen nur in der jeweils ieggnden Konformation méglich
sein sollten. Eine Berechnung der RMSD-Werte deuk8iren pro Aminoséaure sollte
Aufschluss dariber geben, ob die Abweichung deitiBosn der @G-Atome in der

Flap-Region im Verhéltnis zum verbleibenden Protgidi3er ist oder nicht. Die nach-
folgenden Diagramme zeigen die RMSD-Werte zwisatenStruktur der hexagonalen
Raumgruppe und den beiden Ketten der Struktur dieotnombischen Raumgruppe.
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RMSD 24
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Abbildung 35: RMSD-Werte [A] zwischen der Struktler hexagonalen Raumgruppe
und der Kette A der Struktur der orthorhombischemmgruppe

RMSD

1 6 11 16 21 26 31 36 41 46 51 56 61 66 71 76 81 86 91 96

Nummer der Aminosaure

Abbildung 36: RMSD-Werte [A] zwischen der Struktler hexagonalen Raumgruppe
und der Kette B der Struktur der orthorhombischanmRgruppe

Der Gesamt-RMSD zwischen der Struktur der hexagonBlaumgruppe und der Kette
A der Struktur der orthorhombischen Raumgruppe wura 0.92A berechnet. Im Be-
reich der Flap-Aminoséduren 42 bis 58 betragt derSRMD.97A. Die Berechnung des
Vergleiches mit der Kette B der Struktur der orttmnbischen Raumgruppe ergab ei-
nen RMSD von 1.09A fiir das gesamte Protein undAL®t die Aminosauren der

Flap. Die RMSD-Werte sind jeweils im Bereich deag-ketwas hoher als fur das gesam-
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te Protein, wie auch in den oben dargestellten @armgien zu erkennen ist. Der Flap-
Bereich ist hier jeweils grau hinterlegt.

Auch wenn die Untersuchung der WechselwirkungerDetail keine Interaktion oder
Konformation als Ursache oder Folge der Symmetnig der Kristallpackung erkennen
lasst, ist doch anhand der hier gezeigten Daterlicleugeworden, dass die Flap-
Bereiche der jeweiligen HIV-1 Protease Molekulestieziiglich von groRer Bedeutung
sind. Vermutlich gibt es keine gezielte Interaktiaom Beispiel in Form einer Wasser-
stoffbriickenbindung, zwischen den Symmetrieaquitale, die fur die Anordnung der
Molekule im Kristall verantwortlich ist. Vielmehsi es der generell@hapeder Mole-
kile, insbesondere in den Flap-Regionen, der siaten verschiedenen Raumgruppen
unterscheidet, wie vor allem d&andwichAnordnung in der hexagonalen Raumgruppe
vermuten lasst. Ein &hnliches Phanomen ist in derdtur Gber die Substratspezifitat
der HIV-1 Protease beschrieben [84]: Es lasst lsgth generelles Muster in der Anord-
nung der Aminosauren in den Substratpeptiden bekhr, die dreidimensionale (a-
symmetrische) Gestalt, die diese ausbilden, scleistheidend zu sein.

Anhand der vorliegenden Daten lasst sich nicht ldledtend klaren, welcher Zusam-
menhang hinter dem beobacheteten Phdnomen dealksaion in zwei Raumgruppen
und der Symmetrie von Protein und Inhibitor st&keitere kristallographische Unter-
suchungen von HIV-1 Protease Komplexen mit versidnen symmetrischen und nicht

symmetrischen Inhibitoren kdnnen vielleicht ein@gds Licht ins Dunkel bringen.
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2.3.3 Kationische g-Fullerene als Inhibitoren der HIV-1 Protease

Einleitung

Fullerene sind sphérische Molekile aus Kohlenstoffi@n. Das Fulleren mit der Sum-
menformel Gp, das auch als Buckminsterfulleren bezeichnet witatde erstmals 1985
chemisch synthetisiert [85], kommt jedoch auch riatii vor. Seit seiner Entdeckung
wird die Verwendung des ¢gFullerens in vielen Gebieten der biologischen Cleem
und der Materialwissenschaften erforscht. Von magichem Interesse ist unter ande-
rem die in der Literatur beschriebene Wirksamkei sg-Derivaten als Antioxidan-
tien, Neuroprotektiva und Antiapoptotika. Auch dmhibition verschiedener Enzyme
durch Gg-Fullerene konnte gezeigt werden [86]. Im Jahr 1888de dann die erste
Studie veroffentlicht, in der §-Fullerene auch als Inhibitoren der HIV-1 Proteelsa-
rakterisiert wurden [87].

Die Bindetasche der HIV-1 Protease kann als eidesanEnden gedffneter Zylinder be-
trachtet werden, mit vornehmlich hydrophoben Eigbafien. Eine gewisse Komple-
mentaritdt zu dem hydrophoben spharischegFalleren mit einem van-der-Waals-
Durchmesser von ca. 10A, &hnlich dem DurchmesseBiheletasche der HIV-1 Pro-
tease, wurde postuliert. Seitdem wurden zahlre@fyeDerivate auf ihre Bindungsaffi-
nitat zur HIV-1 Protease Uberprift und mdgliche dingsmodi mittels computerche-
mischer Methoden vorgestellt [88-91]. Bisher gelasgedoch nicht, eine Kristallstruk-
tur der HIV-1 Protease im Komplex mit einem Fullei®erivat zu bestimmen.

In diesem Kapitel sollen drei neugy&-ulleren-Derivate als Inhibitoren der HIV-1 Pro-
tease vorgestellt werden. Die drei Verbindungenserikationische Eigenschaften
durch zwei positiv geladene Substituenten auf, rdeedative Position zueinander als
trans-2 bezeichnet wird. Positive Ladungen nah gagMbdlekil und diese relative Po-
sition der Substituenten haben sich als vorteilfiaftdie Aktivitat gegentber dem Hi
Virus erwiesen [88].

Die kationischen Eigenschaften der Verbindungebessern aulerdem die Ldslichkeit
in polaren Losungsmitteln, die bei Fullerenen meistProblem darstellt. Die Ldslich-
keit der Inhibitoren ist ein wichtiger Aspekt beardCo-Kristallisation im Komplex mit
Proteinen und auch bei Uberlegungen zum spéatemsati als Wirkstoff in der Medi-

zin.
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Ergebnisse

Kinetik

Die nachfolgenden Abbildungen zeigen die Strukimieln der drei Go-Fulleren-
Derivate. Der Go-Fulleren Grundkdorper wurde mit Pyrrolidinringetie ¢h trans-2 Posi-
tion zueinander stehen, disubstituiert. Die StioKetder Pyrrolidinringe sind positiv

geladen und teilweise mit weiteren kationischens8tuenten verknupft.

CF,CO0

TR3
Abbildung 37: Strukturformeln der C60-Fulleren-lbitoren TR 1 - TR3

Fullerene aggregieren aufgrund ihrer HydrophohiZgé&ht in einer hydrophilen Um-
gebung. Eine unspezifische Inhibition durch Aggtbddung, eine sogenannte promis-
ke Inhibition, musste daher vor der Bestimmung iKdewWerte im Enzymassay ausge-
schlossen werden. Dies ist mdglich durch die Vedueg von Detergentien, die die
Aggregatbildung verhindern [55].

Zwei verschiedene Detergentien, Tween 20 und Tixek©0, wurden zunachst im As-
say getestet, um einen Einfluss auf die Enzymdktiauszuschlieen. Es wurden je-
weils finf verschiedene Konzentrationen zwisché®01% und 1% eingesetzt: Nach
Durchfuihrung eines Ausreil3ertests wurden die Stalatbaveichungen der Messreihen,
bei denen Detergentien eingesetzt wurden, mit tardardabweichung einer Messreihe

ohne Detergens im statistischen F-Test verglicBem Standardabweichungen waren in
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keinem Fall signifikant verschieden. Dies bedewutass beide Detergentien im geteste-
ten Konzentrationsbereich im Enzymassay eingeseatten konnen.

Jedoch war unklar, welche Konzentration des Detergeforderlich ist, um eine unspe-
zifische Inhibition zu verhindern. Eine Studie adentifikation promisker Inhibitoren
unter bekannten Wirkstoffen hatte ergeben, daserwmderem der antimykotische
Wirkstoff Clotrimazol ein solch unspezifischer Ibhior ist [56]. Wirde nun dieser Ef-
fekt des Clotrimazols auch im Assay der HIV-1 Past auftreten, hatte die erforderli-
che Detergenskonzentration zur Verhinderung derrégagbildung getestet werden
konnen. Darauffolgend wurde Clotrimazol im Assay Kionzentrationen zwischen
1 mM und 100 M eingesetzt. Jedoch konnte keine Inhibition dev-HIProtease fest-
gestellt werden.

Die Messungen zur Bestimmung derWerte wurden jeweils in Anwesenheit und in
Abwesenheit eines Detergens durchgefihrt. Als Detes wurde Tween 20 in einer
Konzentration von 0,1% verwendet, eine hohere Kommagon als in vergleichbaren
Experimenten [57] und daher vermutlich ausreichieach. Die Gg-Fullerene konnten
jeweils in einer Konzentration von 50 mM in DMSOIldgt werden. Die Losung war
braun geféarbt, wies aber keine sichtbaren Fespstdikel auf. Um eine Prazipitation
bei dem Vermischen mit dem Substrat-Puffer-GemiscHer Assayplatte zu verhin-
dern, musste jedoch der Gehalt an DMSO im Gesaatiaasf 10% erhdoht werden. Die
Ergebnisse der Messungen sind in Tabelle 6 aufgefiih

Bezeichnung des Ki[ M] mit Ki[ M]ohne
Inhibitors Detergens Detergens
TR 1 30,6 34,3
TR 2 28,8 72,3
TR 3 11,1 63,2

Tabelle 6: K-Werte der Gy-Fulleren-Inhibitoren

Wie man erkennen kann, ist die Affinitat der Inkoiben zu der HIV-1 Protease in An-
wesenheit eines Detergens jeweils héher als inedeAbwesenheit, signifikant im Fall
der Inhibitoren TR 2 und TR 3. Eine unspezifischiibition, bei der die Affinitdt zum
Protein in Anwesenheit eines Detergens verminddreywkann somit ausgeschlossen

werden. Vermutlich findet jedoch trotzdem in Loswge Aggregatbildung der Inhibi-
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toren statt, die hier nicht zu einer unspezifisch@mbition flihrt, aber durch das Deter-
gens vermindert wird und daher die erhéhte Affinkédm Protein in dessen Anwesen-

heit erklart.

Co-Kristallisation der Inhibitoren mit der HIV-1 étease

Nachdem eine unspezifische Inhibition der HIV-1tBase durch die Inhibitoren ausge-
schlossen werden konnte, wurden diese zur Co-HKissti#zon der HIV-1 Protease ange-
setzt. Aufgrund der eher schwachen Bindungsafinigd Inhibitoren, insbesondere von
TR 1 und TR 2, wurden diese in mdglichst hohen Kotationen eingesetzt. Die ma-
ximale Konzentration, die dabei jeweils verwendetrae, betrug 2,5 mM, limitiert

durch eine fir erfolgreiches Kristallwachstum ddiH Protease maximal moégliche
DMSO-Konzentration von 10%. Auch nach ein&treak-Seedindonnte jedoch in

keinem der Kristallisationsansatze Kristallwachstueobachtet werden.

Zusammenfassung und Diskussion

Die Bindungsaffinitat dreier kationischerg&Fulleren-Derivate zur HIV-1 Protease
konnte bestimmt werden. Die;.Werte liegen im zweistellig mikromolaren Bereich.
Durch die Verwendung eines Detergens im Assay lkoaath eine unspezifische Inhi-
bition des Enzyms durch Aggregatbildung deg-Eullerene ausgeschlossen werden.
Dennoch gelang es im Rahmen dieser Arbeit niclkt]rhibitoren im Komplex mit der
HIV-1 Protease zu kristallisieren.

Fir eine erfolreiche Co-Kristallisation musste ester die Affinitat der Inhibitoren zur
HIV-1 Protease gesteigert oder die Loslichkeit derbindungen erhdht werden. Das
Cso-Fulleren Derivat mit der bisher hochsten bekandt#mitat zur HIV-1 Protease hat
einen K-Wert von 36 nM [89], inhibiert also das Enzym sfidgant besser als die vor-
liegenden Verbindungen. Computerchemische MethadenDocking oder Molekiil-
dynamiksimulationen kénnten helfen, die vorliegendighibitoren beziglich der Sub-
stituenten in Art und Position zu optimieren, sagea keine Co-Kristallstruktur als
Grundlage fur das Design zur Verfigung steht. Dabbie eine mdgliche Wechselwir-
kung der kationischen Gruppen mit den katalytiscAspartaten der HIV-1 Protease
bertcksichtigt werden.

Eine Einfuhrung weiterer hydrophiler Gruppen kondie Ldslichkeit der Inhibitoren
verbessern, so dass diese fur eine Co-Kristathisajeeignet waren. Denn auch Inhibi-

toren mit vergleichbarer Affinitat, aber besseréislichkeit, wie sie zum Beispiel in
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Kapitel 2.3.6 beschrieben sind, kristallisiertemelits im Komplex mit der HIV-1 Pro-
tease.

Eine weitere Moglichkeit fur eine erfolgreiche Coidtallisation ware die Verwendung
von Cyclodextrinen, die hydrophobe Molekile aufnehnand ihnen damit Léslichkeit
vermitteln konnen. Die erfolgreiche Aufnahme ei@sFullerenmolekiils durch Cyc-
lodextrine wurde bereits in der Literatur bescheref92].

Vielleicht wird eines Tages ein Fullerenderivat ®rkstoff fir ein Medikament in
Frage kommen. Dann wird es eine technologische ud&ederung sein, herauszufin-
den, wie ein solches Molekul sinnvoll appliziertrden und sich anschlieRend im Kor-

per verteilen und seine Wirkung entfalten kann.
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2.3.4 Piperidin-Derivate als Inhibitoren der HI\Piotease

Einleitung

Im Jahr 1999 wurde eine Studie der Firma HoffmaanRoche verdffentlicht, in der
Piperidin-Derivate als neue, nicht peptidomimetes¢hhibitoren der humanen Aspar-
tylprotease Renin vorgestellt wurden. Mittels staukasiertem Design konnte die Affi-
nitat der Piperidin-basierten Inhibitoren von Warien mikromolaren auf Werte im
picomolaren Bereich gesteigert werden. Auch eirt@bltion der Aspartylproteasen
Plasmepsin | und Plasmepsin Il durch Piperidin-Zsa konnte beobachtet werden
[47-49].

In dieser Arbeit voraus gegangenen Studien konmeeeits Pyrrolidin- und Oligoamin-
Derivate als Inhibitoren der HIV-1 Protease mitegidie katalytischen Aspartate adres-
sierenden Aminofunktionalitat etabliert werden [SQlifbauend auf diesen Erfahrungen
wurden nun Piperidin-Derivate als neues Grundgefiirstias Design von Inhibitoren
der HIV-1 Protease ausgewahlt. Verschiedene 3bdiguierte Piperidine wurden von
Kerstin Linde mit Hilfe von Docking-Methoden entvien und synthetisiert. Abbildung
38 zeigt beispielhaft einen moglichen Bindungsmatkss Inhibitors KeLi 152.

Abbildung 38: Bindungsmodus des Inhibitors KeLi i62Docking [93]
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Im nachfolgenden Kapitel werden die ErgebnisseGteKristallisationsansétze und der
kinetischen Messungen und die darauffolgenden tfanen des Substitutionsmusters

der Inhibitoren vorgestellt.

Ergebnisse

Im Enzymassay und in den Kristallisationsansatzardes die HIV-1 Protease Mutante
Q7K L33l L63I eingesetzt.

Kinetik
Abbildung 39 zeigt das Grundgerist der Piperidimhige. Es wurde insbesondere an

den Positionen R 1 und R 2 variiert.

Abbildung 39: Grundgerust der Piperidin-basiertembitoren

In Tabelle 7 sind die Ergebnisse der MessungerPgmridin-basierten Inhibitoren im
Enzymassay aufgefihrt. Die funf Piperidin-DerivéteLi 152, KelLi 153, KeLi 185,
KeLi 190 und KeLi 202 zeigten keine Affinitat zu rdellV-1 Protease, wéahrend es
maoglich war, fur die vier Inhibitoren KeLi 184, Kel87, KeLi 207 und KelLi 208 ei-
nen K-Wert zu bestimmen. Weiterhin konnte fur die selritsbitoren KeLi 154, Ke-
Li 155, KeLi 186, KeLi 188, KeLi 201 und KeLi 205ne Inhibition der HIV-1 Protea-
se bei einer Inhibitorkonzentration von 50@ festgestellt werden, die in der Tabelle
als prozentuale Inhibition ausgedruckt wird. DiesB®amung eines KWertes war je-

doch aufgrund der geringen Affinitat dieser Intob&n nicht moglich.
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Bezeich-
Ki % Inhibition
nung des R1 R 2 R3 _
o [ M] bei 500 M
Inhibitors
KeLi 152 \—Q \—Q —H k. 1.
F
KeLi 153 \—Q \—Q—QF —H k. 1.
F
OH
KeLi 154 \—Q \_@ —H 67,5
(0]
KeLi 155 \—Q /\(@o> —H 82,2
(@]
= OH
KeLi 184 \—Q—e —H 23,5
F
KeLi 185 —CH, —CHz | k.
QO
F )
KeLi 186 \—Q—e o | —CHs 32,8
F
O
OH
KeLi 187 \_@ —H 20,6
O
F )
KeLi 188 \—Q—e o | —H 54,1
F
@)
O
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KeLi 201 \/@\(0\ —H 46,3
o
NO,

KeLi 202 \_@ —H k1.
OH

KeLi 205 \_d —H 78,3
N

KeLi 207 \/@;\N —H 8,7
/
NH,

KeLi 208 \_@ —H 32,7

Tabelle 7: Ergebnisse der Messungen der Piperigielten Inhibitoren im Enzymassay

Co-Kristallisation der Inhibitoren mit der HIV-1 &tease

Die Inhibitoren KeLi 184, KeLi 187, KeLi 207 und Ke208, die die htchste Affinitat
im Assay zeigen konnten, wurden mit der HIV-1 Pastezur Kristallisation angesetzt.
In dem Ansatz, in dem der Inhibitor KeLi 184 verndeh wurde, wuchs ein kleiner,
dunner, plattchenférmiger Kristall. Dieser konnte €ine Datensammlung verwendet
werden. In den weiteren Ansatzen konnte auch Sadak-Seedingein Kristallwachs-
tum beobachtet werden. In den Ansatzen mit derbitunen KeLi 207 und KeLi 208
fiel das Protein als braunes Prazipitat aus.

Datensammlung und Strukturverfeinerung

Von dem oben erwdhnten Kristall aus den Kristdilisssansatzen mit dem Inhibitor
KeLi 184 konnte an der Beamline 14.2 des Synchnst®®8ESSY Il ein Datensatz mit
einer Aufldsung von 1.98A gesammelt werden. Aufdraier geringen Streufahigkeit
des Kristalls, vermutlich bedingt durch seine ggeiltisrél3e und mangelnde Dreidimen-
sionalitdt, musste fur die Datensammlung eine \eriséndlRig hohe Belichtungszeit

von 20 s verwendet werden. Die Kristallstruktur deimach Prozessierung der Daten
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und Molekularem Ersatz fur einige Zyklen verfeindagdoch konnte die in der Bindeta-
sche zu beobachtende Differenzelektronendichte maeteStruktur des Inhibitors noch
anderen Molekilen zugordnet werden. Somit erfokgiee weitere Bearbeitung dieser
Kristallstruktur.

Zusammenfassung und Diskussion

Nach Studien mit der humanen Aspartylprotease R&ammte hier gezeigt werden,
dass Piperidin-Derivate ebenfalls Inhibitoren dd¥H Protease sein konnen. Durch
Variation der Substituenten der Piperidin-Derivataterstiitzt durch Docking, gelang
es, die Inhibition auf einen einstellig mikromolaré/ert zu verbessern. Bisher war es
jedoch nicht maoglich, die HIV-1 Protease im Kompleit einem Piperidin-basierten
Inhibitor zu kristallisieren und eine Co-Kristatisktur zu bestimmen. Die beobachtete
Préazipitation in den Kristallisationsansatzen neih dnhibitoren KeLi 207 und KeLi 208
gibt Ratsel auf. Ein ahnliches Phanomen konnteriat&llisationsansatzen eben dieser
Inhibitoren mit der Aspartylprotease Endothiapepsirder Arbeitsgruppe beobachtet
werden. Eine Moéglichkeit ware, die Kristallisatitweslingungen weiter zu variieren und
alternative Kristallisationsbedingungen zu testie,fir Komplexe der HIV-1 Protease
Mutante Q7K L33l L63I bekannt sind [94]. Vielleicist es mdglich, eine Proteinprézi-
pitation durch veranderte Bedingungen zu verhindeler zu reduzieren.

Wie die Ergebnisse der kinetischen Messungen zeggeint in Position R 1 der Inhi-
bitoren eine Praferenz fur grol3ere hydrophobe 8ubsten vorhanden zu sein. Dieser
Rest soll nach den Docking-Ergebnissen die S1-Eadeh HIV-1 Protease adressieren.
Die Inhibitoren KeLi 152, KeLi 153, KeLi 154 und Kel55, die dort einen Benzylrest
tragen, zeigten keine oder eine schwache InhibtienHIV-1 Protease im Assay. Im
Falle der Inhibitoren KeLi 184 und KeLi 187, die direser Position einen Trifluorben-
zyl- bzw. einen Naphthylrest tragen, konnte einglition im zweistellig mikromola-
ren Bereich gemessen werden. Diese beiden Inhéitsind in Position R 2 mit einem
in meta-Stellung hydroxysubstituierten Benzylrdstsetzt, der, dem Docking nach zu
urteilen, die S1'-Tasche des Proteins adressieli#a. Dieser scheint nicht ohne weite-
res austauschbar zu sein, wie am Beispiel der ibohdm Keli 186, KeLi 188, Ke-
Li 190, KeLi 201, KeLi 202 und KeLi 205 zu sehen iSchon kleine Variationen, wie
die Erweiterung zu einer Hydroxymethylgruppe belLK205, fihren hier zu einer ge-
ringeren Affinitat. Mit einem Indazolrest in diesBosition zeigt KeLi 208 mit einem
Ki-Wert von 8,7 M die bisher beste Inhibition der HIV-1 Proteas¢euren Piperidin-
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Derivaten. Um so unbefriedigender, dass kein Kigtchstum unter den verwendeten
Kristallisationsansatzen erfolgte — dies konnte disem Einsatz von Inhibitoren mit
vergleichbarer Affinitat in anderen Féllen durchaesbachtet werden.

Fur eine weitere Optimierung der Piperidin-Derivat@e eine Co-Kristallstruktur mit

der HIV-1 Protease dringend erforderlich, um dertets Docking hypothetisierten

Bindungsmodus zu Uberprifen und um neue Ideenai&iiDesign zu gewinnen.
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2.3.5 Dreiarmige Pyrrolidine als Inhibitoren deivHL Protease

Einleitung

Symmetrische Pyrrolidin-Derivate wurden bereityamangegangenen Studien als Inhi-
bitoren der HIV-1 Protease etabliert. Mehrere Zgkdtrukturbasierten Designs fuhrten
zu einer Verbesserung der-Werte der Inhibitoren vom zweistellig mikromolaream
zweistellig nanomolaren Bereich. Das Substitutiomster der Pyrrolidine wurde an-
hand von Beobachtungen der Wechselwirkungen intadissrukturen optimiert, so dass
der Inhibitor AB 111 mit der hochsten Affinitat nemen K-Wert von 74 nM aufweist
[64].

In den Kiristallstrukturen der in der orthorhombisoclRaumgruppe R2;2 kristallisier-
ten Komplexe konnte beobachtet werden, dass dibitaren einen unsymmetrischen

Bindungsmodus aufweisen, wie Abbildu#@zeigt.

Ile50B Ile50A
\N_

/

%
_N\
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s2 ? o 52
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Asp25B ﬁ\ )ﬁ Asp25A

Abbildung 40 Asymmetrischer Bindungsmodus
des Inhibitors AB 111

In diesem Kapitel soll gezeigt werden, wie auf @Ggundlage dieser Beobachtungen
unsymmetrische Pyrrolidin-Derivate als Inhibitoreler HIV-1 Protease entwickelt
wurden. Das Ziel war, die Taschen der HIV-1 Pragedisrch die Aufhebung der Sym-
metrie gezielter zu adressieren. Weiterhin solfterdie Wechselwirkungen des Inhibi-
tors zum Protein nicht erforderliche Gruppen entfend somit das Molekulargewicht
der Inhibitoren reduziert werden, um den Arznefstudrakter der Inhibitoren zu erho-

hen. Die Inhibitoren wurden von Nina Klee mit Hien Docking-Methoden entwor-
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fen und synthetisiert. Nach Affinitatsbestimmungl @o-Kristallisation mit der HIV-1

Protease konnten neue Erkenntnisse in den nadbstagnzyklus einbezogen werden.

Ergebnisse

Fur die Bestimmung der kinetischen Parameter dbibitoren sowie fiur die Co-
Kristallisation wurde die HIV-1 Protease MutantekQ33l L63I verwendet. Abbil-
dung 41zeigt das Grundgerust der dreiarmigen Pyrrolidisidyéen Inhibitoren.

Abbildung 41: Grundgertst der Pyrro-
lidin-basierten Inhibitoren
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Kinetik

Die Ki-Werte der entsprechend substituierten Verbindursgjed in Tabelle &ufge-

fuhrt.
Bezeichnung K
des Inhibi- R1 R 2 '
[ M]
tors
F
F
F F
NK 82 %F %F 21
F F
OH E
NK 83 \—Q—QF 0,32
F
O F
NK 88 \—Q—/{ \—Q—QF 1,6
NH; F
OH
F
NK 93.1 \—Q—QF 0,42
F
OH
F
NK 93.2 \—Q—GF 20,2
F

Tabelle 8: K-Werte der Pyrrolidin-basierten Inhibitoren

Es wurden insbesondere die Substituenten in PodRit@ des Grundgerustes variiert. In
Position R 2 ist, mit Ausnahme des Inhibitors NK &r einen 3-Phenylpropylrest
tragt, eingp-Trifluormethylbenzylgruppe vorhanden.

Co-Kristallisation der Inhibitoren mit der HIV-1 &tease

Die Inhibitoren NK 81, NK 82, NK 83, NK 88 und NK39, deren Affinitdt zum Prote-

in im Assay gezeigt werden konnte, wurden mit d&v/-H Protease zur Kristallisation
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angesetzt. In den Kristallisationsansatzen mit d&mbitoren NK 83, NK 88 und
NK 93.1 wuchsen spontan plattchenformige KristaMach Streak-Seedindkam es
auch in den Ansatzen mit den Inhibitoren NK 81 IN#82 zu einem Kristallwachs-
tum. Die Kristalle waren haufig sehr klein und ktariteinander verwachsen. Eine Re-
duzierung der Prazipitanskonzentration und die Bliittrung der Kristallisationsanséat-
ze im Kuhlraum bei 5°C fihrte zum Wachstum von gréd Kristallen, die weniger
stark verwachsen waren. Diese Kristalle konntenHiife der zum Montieren verwen-

deten Schleife voneinander getrennt und so fir Batensammlung verwendet werden.

Datensammlung und Strukturverfeinerung

Mit Hilfe von Synchrotronstrahlung konnten am Syratton BESSY |l Datensétze von
Komplexen mit allen zuvor erwahnten Inhibitoren ayjasnelt werden. Die Auflésung
der Datensatze liegt zwischen 1.45A und 1.73A .ellat® zeigt die kristallographi-
schen Parameter, die die Daten und die Auswertiesghoeiben. Jedem Datensatz
konnte die orthorhombische Raumgruppe2P2 zugeordnet werden, in der die asym-
metrische Einheit ein HIV-1 Protease Dimer enthalt.

Bei der Datensammlung des Komplexes der HIV-1das# mit dem Inhibitor NK 88
kam es durch Vereisungen am Kristall zum Auftregames sogenannten Eisringes. Die-
ser storte die Auswertung der Reflexe in dem bietneien Auflosungsbereich. Im Be-
reich von 2.00A bis 1.89A ist somit die Vollstankit der Daten auf 68,0% reduziert
und die dazugehérigen R-Faktoren verhaltnismalahhbies erklart, warum der R-
Faktor sowie der freie R-Faktor der gesamten Strukh Verhdaltnis zu den anderen
Strukturen hoher ist.

Die Koordinaten der funf Strukturen wurden in deotBindatenbank 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

Wellenlange [A]

0.91841

0.91841

0.91841

0.91841

1849

Raumgruppe

P2,2

P22,2

P22,2

P22,2

P22,2

Einheitszellparameter

[A]

a=58.2,b=86.1,
c =46.5;

a, , =900

a=57.9,b=86.0,
c =46.5;

a, , =900

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

Auflésungsbereich [A]

30.00-1.45 (1.48-1.45)

30103 (1.76-1.73)

30.00-1.61 (1.64-1.61)

50.00-1583-1.59)

30.00-1.62 (1.65-1.62)

Anzahl einzigartiger Re-

41616 (1989)

24130 (1150)

30793 (1493)

30476 (p117

29643 (1251)

flexe

Rsym [%0] 6.2 (28.6) 4.4 (19.0) 10.0 (28.6) 5.2 (17.8) .1 @5.7)
Vollstéandigkeit [%6] 98.5 (95.9) 96.8 (93.6) 99(99.3) 94.7 (99.4) 98.5 (83.8)
Redundanz 45 (4.2) 3.6 (3.6) 6.4 (7.0) 3.1(3.1) .1 (8.6)

1/ 23.2 (4.8) 28.8 (6.0) 18.5(6.1) 21.0 (6.0) 2.3)
Matthews-Koeffizient

A%Da] 2.7 2.7 2.7 2.7 2.7
Lésungsmittelgehalt [%6] 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
Auflésungsbereich [A] 27.77-1.45 28.97-1.73 28.95611 40.94-1.59 27.65-1.61
Anzahl der Reflexe fur die
Verfeinerung 37396 21742 27502 28823 26661
Anzahl der Reflexe im
Testdatensats 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
Bindungsléangen [A] 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
Aminosauren in bevorzug
) 96.2 96.2 95.6 96.8 97.5
ten Regionen [%]
Aminosauren in zuséatzlich
_ 3.8 3.8 4.4 3.2 2.5
erlaubten Regionen [%0]
Sonstiges
Anzahl der Aminosauren 198 198 198 198 198
Anzahl der Atome des
. 39 41 38 40 39
Inhibitors
Anzahl der Wassermolek}-
| 291 250 267 250 206
e
Anzahl der Atome weiteref
] 21 11 11 3 17
Liganden
PDB-Code 30BF 3QRM 3QPJ 30RS 30RO

Tabelle 9: Kristallographische Tabelle zu den Suitdn der Komplexe der HIV-1 Protease mit den lithien NK 81, NK 82, NK 83, NK 88 und NK 93.1




Die Differenzelektronendichte in der Bindetaschénilert jeweils gut die Struktur und
Anordnung der verschiedenen Liganden in der Birsiéi®, wie Abbildung 42 zeigt.

NK 81 NK 82

NK 83 NK 88

NK 93.1

Abbildung 42: i-F-Elektronendichtekarten der dreiarmigen Pyrrolidiridate
-Level: 2.5
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HIV-1 PR- HIV-1 PR- HIV-1 PR- HIV-1 PR- HIV-1 PR-

NK 81 NK 82 NK 83 NK 88 NK 93.1
HIV-1 PR-

- 0.25 0.26 0.40 0.45
NK 81
HIV-1 PR-

0.25 - 0.26 0.34 0.45
NK 82
HIV-1 PR-

0.26 0.26 - 0.40 0.38
NK 83
HIV-1 PR-

0.40 0.34 0.40 - 0.48
NK 88
HIV-1 PR-

0.45 0.45 0.38 0.48 -
NK 93.1

Tabelle 10: RMSD-Werte [A] der Strukturen der dreimen Pyrrolidinderivate

Die Ahnlichkeit der funf Strukturen der HIV-1 Prat® zueinander zeigen die berech-
neten RMSD-Werte fiir die &5Atome. Die Abweichungen liegen zwischen 0.25A und
0.48A.

Vergleich der Bindungsmodi der Inhibitoren

Ein Vergleich der Bindungsmodi der funf dreiarmigegrrolidinderivate zeigt, dass
diese in den jeweiligen Strukturen einen sehr &heh Bindungsmodus eingehen. Ab-
bildung 43 zeigt eine Uberlagerung der KoordinatenInhibitoren. Die Besetzung der
Taschen der HIV-1 Protease erfolgte jeweils analdgy. Teil des Inhibitors, der die
Sulfonamidgruppe tragt, adressiert jeweils die &&¢che des Proteins, wahrend die ver-
schiedenen Substituenten in Position R 1 die S&fi@besetzen. Die Substituenten in
Position R 2 ragen in die S1'-Tasche der HIV-1 &asé. Die S1-Tasche verbleibt durch
den Inhibitor stets unbesetzt.
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Abbildung 43:Uberlagerung der Koordinaten der fiitifibitoren NK 81, NK 82,
NK 83, NK 88 und NK 93.1 in der Bindetasche der HI\Protease (beige)
Die Flap-Region des Proteins wurde entfernt.

Gemeinsamkeiten im Bindungsmotiv stellen insbesmndie Wechselwirkungen des
Pyrrolidinstickstoffs mit den katalytischen Aspaeta und die Interaktionen der Sauer-
stoffe der Sulfonamidgruppe mit den Amidstickstoffeles Ruckgrats der Flap-
Aminosauren 1le50A und 1le50B dar. Auch die Wechwddungen des Carboxamids
mit der Aminosaure Asp30B in der S2-Tasche desbltdrs kénnen in jeder der funf
Strukturen vergleichbar beobachtet werden: DekStiéf des Carboxamids interagiert
mit der Seitenkette, der Sauerstoff mit der Amigge des Rickgrats von Asp30B.
Van der Waals-Interaktionen dieses Substituented Isier dartiber hinaus moglich zu
den Aminosauren Ala28B, Asp30B, Val32B, Gly48B,e5DA, 11e50B und lle84B.
Eine weitere Gemeinsamkeit im Bindungsmodus deibitdten ist die Méglichkeit zur
Ausbildung einer zuséatzlichen Wasserstoffbriickesony zu Asp25A durch den se-
kundaren Stickstoff der Inhibitoren.
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Abbildung 44: Gemeinsamkeiten im Bindungsmodus der
dreiarmigen Pyrrolidininhibitoren

In Position R 2 der Inhibitoren ist, mit Ausnahmesdnhibitors NK 81, eine Trifluor-
methylbenzylgruppe vorhanden. Die Position der Ftone dieser Gruppe wird durch
die Elektronendichte in den entsprechenden Strektugut definiert: Die Trifluor-
methylgruppe ist nicht ungeordnet, wie in der Sinuldes Komplexes der HIV-1 Pro-
tease mit dem Inhibitor AB 111 (PDB-Code: 2QNN [6d¢obachtet werden konnte. Es
bestehen Interaktionen zwischen der Aminoséure Brg8d zwei Fluoratomen der

Trifluormethylgruppe, wie Abbildung 45 zeigt.

Arg8B

Abbildung 45: Interaktionen der Trifluormethylgrupp
des Inhibitors NK 82 (orange) in der S1'-Tasche

Organische Fluorsubstituenten sind aufgrund iheeingen Polarisierbarkeit schwache
Wasserstoffakzeptoren und scheinen kaum starke atsasBbriickenbindungen auszu-



86 2 HIV-1 Protease

bilden, wie eine Untersuchung struktureller Dategab [95]. Nichtsdestotrotz besitzen
ungefahr 20% der pharmazeutischen Wirkstoffe heéagmueinen oder mehrere Fluor-
substituenten, die oft benachbart zu Wasserstafkeridonoren zu finden sind. C-F
Interaktionen mit der Guanidiniumgruppe des Arginwmerden haufig beobachtet, so
dass dieser Seitenkette ein fluorophiler Charakteyeschrieben wird [96]. Van der
Waals-Interaktionen dieses Substituenten werdenden Aminosauren Leu23B,
Gly27A, Gly48A, Gly49A, Pro81B, Val82B und lle84Busgebildet. Der Inhibitor
NK 81 besitzt als einziger in dieser Position eipeRhenylpropyl-Substituenten, der
van der Waals-Interaktionen zu eben diesen Aminmesaund zuséatzlich zu Arg8B ein-
geht.

Die Inhibitoren NK 81 und NK 82 besitzen in PogitiR 1 ebenfalls eine Trifluor-
methylbenzylgruppe als Substituenten. Wiederuneiis¢ geordnete Konformation der
Trifluormethylgruppe in der Elektronendichte erkban In der S2'-Tasche ist die Aus-
bildung verschiedener Wechselwirkungen maoglich, imiédbbildung 46 gezeigt wird.
Die Fluoratome kdnnen mit der Seitenkette und demdatickstoff des Ruckgrats der

Aminosaure Asp30A und dem Amidstickstoff des Ruekgvon Asp29A interagieren.

Asp30A

Asp29A

Abbildung 46: Interaktionen der Trifluormethylgrupp
des Inhibitors NK 82 (orange) in der S2'-Tasche

Eine weitere Interaktion des Inhibitors NK 82 zwesn Fluoratom der Trifluor-
methylgruppe in der S1'-Tasche, vermittelt Ubenessermolekil, ist moglich. Dieses
Wassermolekul ist auch in der Struktur des Kom@eder HIV-1 PR mit dem Inhibitor
NK 81 prasent: Es kann aul3erdem Wasserstoffbriak@umbgen zu der Seitenkette und
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dem Amidstickstoff der Aminosaure Asp29A, zum Carydeauerstoff des Rickgrats
von Gly27A und zu einem weiteren Wassermolekuil gdeshb.

Van der Waals-Wechselwirkungen der Substituentelen S2'-Tasche sind zu den
Aminosauren Ala28A, Asp29A, Asp30A, Val32A, lled7G)y48A, 1le84A und 1le50B
maglich.Der Inhibitor NK 83 ist in meta-Position mit eindydroxygruppe substituiert,
die Wechselwirkungen sowohl mit der Seitenkette deh Amidstickstoff des Protein-
rickgrats der Aminosaure Asp30A als auch mit demdatickstoff des Rickgrats von
Asp29A ausbilden kann. Der Inhibitor NK 93.1 besi#wei Hydroxygruppen in meta-
Position am aromatischen Ringsystem. Eine der Hydpappen befindet sich in der
gleichen Position wie die des Inhibitors NK 83 bildiet auch vergleichbare Wechsel-
wirkungen aus. Die andere Hydroxygruppe interagrettdem Amidstickstoff und dem

Carbonylsauerstoff der Aminosaure Gly48A.

Gly48A

Asp29A AsSp29A

Asp30A
Asp30A

Abbildung 47: Interaktionen der Hydroxygruppen tréribitoren NK 83 (links, blau
und NK 93.1 (rechts, tirkis) in der S2'-Tasche

Bedingt durch die unterschiedliche Position ihreefaktionspartner nimmt die Amino-
saure Asp30A in den Strukturen der Komplexe mit kidabitoren NK 83 und NK 93.1
eine etwas andere Konformation ein als in den 8irek mit den Inhibitoren NK 81
und NK 82, die die S2'-Tasche mit der Trifluorméllenzylgruppe adressieren: Die
Seitenkette neigt sich in Richtung der Hydroxygrippm die Interaktion zu ermdgli-
chen. Betrachtet man nun die Konformation der Avs@ure in der Struktur mit dem
Inhibitor NK 88, der eine Carboxamidgruppe in pRB@sition am Ring tragt, fallt auf,
dass die Seitenkette von Asp30A hier weggedrehDist Sauerstoff des Carboxamids
interagiert hier vermittelt Gber ein Wassermolekiil der Seitenkette. Eine weitere
Wechselwirkung ist maglich zum Amidstickstoff degdRgrats von Asp30A.
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Gly48A

Asp30A

Abbildung 48: Links: Interaktionen der Carboxygrepges Inhibitors NK88 (grau) in der S2'-Tasche
Rechts: Konformationen des Aspartats 30A in dem Sirukturen

Der Stickstoff des Carboxamids geht keine direKtegaraktionen zum Protein ein. Je-
doch sind Interaktionen zu zwei Wassermolekuilen liddgvon denen eines dann mit
dem Amidstickstoff und dem Carbonylsauerstoff déskgrats von Gly48A in Kontakt
steht.

Zusatzliche Molekile in der S1-Tasche der HIV-1tPase

In der vom jeweiligen Inhibitor nicht besetzt&i-Tasche der HIV-1 Protease wurde
ebenfalls Differenzelektronendichte beobachtet,utiterschiedlichen Molekllen zuge-
ordnet werden konnte. In der Struktur des Kommaxé dem Inhibitor NK 81 befin-
det sich ein Glycerol-Molekul in der S1-Tasche, ahels vermutlich vom Einsatz des
Glycerols als Kryoprotektivums stammt. Abbildung Z€igt den Bindungsmodus des
Glycerolmolekils. Eine der Hydroxygruppen inteeaimit der Carbonylgruppe des
Ruckgrats von Gly48B der HIV-1 Protease. Die vabddaden Hydroxygruppen gehen
jedoch keine Wasserstoffbriickenbindungen ein.
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Gly48B

Asp25B ASp25A

Abbildung 49: Bindungsmodus ung-F.-Elektronendichtekarte ¢(Level 3.0) des Glycerolmolekiils
(grau) in der S1-Tasche der Struktur des KompleeedHIV-1 PR mit dem Inhibitor NK 81 (violett)

Allein Wassermolekiile besetzen diese Tasche irsttaktur mit dem Inhibitor NK 88.

Die Differenzelektronendichte in den Strukturen Bemplexe mit NK 82, NK 83 und

NK 93.1 konnte dem Molekil Dithiandiol zugeordnet¢rden. In den Kristallisations-
bedingungen ist Dithiothreitol in einer finalen Kaamtration von 100 mM enthalten,
um die Ausbildung unerwinschter, die Kristallisatibehindernder Disulfidbriicken
zwischen Cystein-Aminosauren in der HIV-1 Proteaseeduzieren. Bei der Reaktion
mit Uber Disulfidbriicken verknipften Cystein-Amidosen wird Dithiothreitol selbst
zu dem cyclischen Disulfid Dithiandiol oxidiert [D¥vie Abbildung 50 zeigt.

“,rS\SJJ" J\pSH JJ\.SH ~
HO,,
. T 3
i@
HO

Abbildung 50: Reduktion von Disulfiden im Protein
und Oxidation von DTT zu DTD

SH

SH
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In den drei Kristallstrukturen wird das Molekul Biandiol unterschiedlich gut durch
die Differenzelektronendichte definiert. In deruktiur des Komplexes mit dem Inhibi-
tor NK 83 zeigt die Elektronendichte deutlich dieeu®tur und Konformation des Mole-
kils, wie Abbildung 51 zeigt. In den Strukturen ndién Inhibitoren NK 82 und
NK 93.1 ist ebenfalls deutlich zu erkennen, welBlosition das Dithiandiol in der S1-
Tasche einnimmt, jedoch wurde die Besetzung auf ®x%. 77% verfeinert. Auch
nach Einbau des Dithiandiol in die Struktur des Kteres der HIV-1 Protease mit dem
Inhibitor NK 82 ist eine Restelektronendichte enkigar: Vermutlich bindet also Dithi-
andiol nicht in der Gesamtheit aller Proteinmolekiiah Kristall, sondern teilweise auch
weitere Moleklle wie zum Beispiel Wasser oder GigteDie verbleibende Differenz-
elektronendichte, die der Besetzung durch diesesklité entsprechen sollte, liel’ sich

jedoch diesbeziglich nicht im Detail interpretieren

Asp25B AsSp25A
Gly27B

Abbildung 51: Bindungsmodus ung-F.-Elektronendichtekarte {(Level: 3.0) des Dithian-
diolmolekdls (blau) in der S1-Tasche der Struktes Homplexes der HIV-1 PR mit dem
Inhibitor NK 83 (dunkelrot)

Die Wechselwirkungen des Dithiandiolmolekils mitrdBrotein sind in den Strukturen
der Komplexe der HIV-1 Protease mit den InhibitoM 82, NK 83 und NK 93.1 die

gleichen. Beide Hydroxygruppen kénnen Wasserstotkenbindungen zur Carbo-
nylgrupe des Proteinrickgrats der Aminosaure Glyddgbilden. Eine weitere Interak-
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tion ist zwischen einer der Hydroxygruppen und Seitenkette eines der katalytischen

Aspartate, Asp25A, moglich.

Zusammenfassung und Diskussion

Auf der Grundlage vorangegangener Arbeiten gelangriolgreich, eine Serie dreiar-
miger, nicht symmetrischer Pyrrolidinderivate atdibitoren der HIV-1 Protease zu
entwickeln. Die kinetischen Messungen ergaben Ihbitswerte bis hin in den dreistel-
lig nanomolaren Bereich. Der Bindungsmodus derhbibttien zu der HIV-1 Protease
konnte durch Co-Kristallisation und anschlieBen8tukturldsung aufgeklart werden.
Die Bindung der Inhibitoren zum Protein erfolgt den jeweiligen Strukturen ver-
gleichbar. Der Substituent, der die S2-Tasche bedefigt jeweils einen Carboxamid-
substituenten am Ringsystem, der polare Wechseaiwgén ausbildet. Dieser Teil des
Inhibitors wurde im Rahmen dieser Arbeit noch nicatiiert. Hier bietet die Einfih-
rung und das Testen verschiedener polarer Subsitud’otential fur eine weitere Op-
timierung der Inhibitoren.

Der Charakter der Interaktionen der Trifluormetmyjgpen konnte bisher nicht voll-
standig geklart werden. Wie die-Werte der Inhibitoren NK 81 und NK 82 jedoch
zeigen, ist die Bindung der Trifluormethylbenzylgpe in der S1'-Tasche im Vergleich
zum Phenylpropylrest bevorzugt.

Die Ergebnisse des Enzymassays lassen einen theutlitrend zur Bevorzugung der
polaren Substituenten in der S2-Tasche erkennem.Affinitdt der hydroxybenzyl-
substituierten Inhibitoren NK 83 und NK 93.1 isudich héher im Vergleich zu den
Inhibitoren mit den trifluormethylsubstituierten ®en in dieser Position. Die Inhibition
von NK 88 mit der Carboxamidfunktionalitat ist dgge nur geringfiigig besser.

Im Unterschied zu den vorausgehenden Studien blielS1-Tasche in den Kristall-
strukturen der HIV-1 Protease im Komplex mit deeiamigen Pyrrolidinderivaten
unbesetzt. Dies fiihrte dazu, dass sich kleine Midgldie mit den Kristallen in Kon-
takt kamen, in dem verbleibenden Raum der Bindb&aptatzieren konnten. Die Ami-
nosauren Gly27B und Gly48B werden von DithiandieWb Glycerol adressiert. Das
Design fur eine potentielle Erweiterung der Inlob&n um einen vierten Arm kénnte
dieses Interaktionsmuster aufgreifen und es alsnigieber flr einen weiteren Zyklus
strukturbasierten Designs verwenden.

Ein Vergleich des vieramigen symmetrischen InhifsitdB 111 mit dem Inhibitor

NK 88 zeigt, dass viele Gemeinsamkeiten im Bindomgus bestehen. Die Wechsel-



92 2 HIV-1 Protease

wirkungen des Pyrrolidinrings mit den katalytisch@spartaten, die Interaktion der
Sauerstoffe der Sulfonamidgruppe mit der Flap-Regiod die Wasserstoffbriickenbin-
dungen der Carboxamidgruppe mit der Aminosaure BBp8 der S2-Tasche sind er-
halten geblieben. Die Trifluormethylbenzylgrupper dahibitoren NK 82, NK 83,
NK 88 und NK 93.1 nimmt eine vergleichbare Positinorder S1'-Tasche ein wie der
Inhibitor AB 111. Unterschiedlich ist nur, dass digfluormethylgruppe von AB 111

keine eindeutige Konformation der Fluoratome ausivei

ST

S2
S2'

S1

Abbildung 52: Uberlagerung der Koordinaten der itoiren AB 111
(turkis) und NK 88 (grau) in der Bindetasche dévH Protease

Der tertiare Stickstoff einer der Sulfonamidgruppem AB 111 wurde bei den dreiar-
migen Pyrrolidinderivaten durch einen sekundaraokStoff ersetzt: Eine zusatzliche
Interaktion zu Asp25A ist so mdglich. Die entspreratie Sulfongruppe ist in den neuen
dreiarmigen Inhibitoren nicht mehr vorhanden —maer Kristallstruktur des Komple-
xes mit AB 111 keine gerichtete Wechselwirkung arkear war, wurde es beim Design
nicht beriicksichtigt. Die Carboxamidgruppe in d8Basche nimmt in den Strukturen
der Komplexe der HIV-1 Protease mit den InhibitoB 111 und NK 88 eine ver-
gleichbare Position ein und bildet die gleichen Wsstwirkungen aus. Auch die Kon-
formation der Aminoséure Asp30A stimmt Uberein. Digroxysubstituierten Reste
wurden im Design der vierarmigen Inhibitoren nigwmgesetzt, so dass ein direkter
Vergleich hier nicht moglich ist.

Die Reduzierung der Anzahl der "Arme" der Inhib&ornon vier auf drei bringt absolut

betrachtet scheinbar keinen Gewinn an Affinitdedilberrascht um so mehr, da fir die
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zweite Sulfongruppe der vierarmigen Inhibitorerg @n Protein keinen Wechselwir-
kungspartner findet, ein nicht kompensierter Pii@shre Desolvatation bezahlt werden
muss. Der vierarmige Inhibitor AB 111 hat einen ®wtedlig nanomolaren KWert, an

den die dreiarmigen Derivate nicht heranreicherséataliche Interaktionen in der S1-
Tasche wirden sicherlich einen deutlichen Affisigggwinn erzielen. Jedoch konnte
durch die Verkleinerung das Molekulargewicht dehilitoren reduziert werden und
somit ihr Arzneistoffcharakter erhéht werden. Digiitaten mussen somit auch relativ

zum Molekulargewicht betrachtet werden.
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2.3.6 Bizyklische Pyrrolidine als Inhibitoren deNH1 Protease

Einleitung

Ein Pyrrolidinring als die katalytischen Aspartaédressierender Grundbaustein einer

Vielzahl von Inhibitoren der HIV-1 Protease wurdeviorangegangenen Studien etab-

liert. [50] Aufbauend auf diesen Ergebnissen wurde Nina Klee ein neues Grundge-

rust entwickelt: Durch Kombination des Pyrrolidimst einem Pyrazindion sollen die

Flap-Region der HIV-1 Protease adressiert und Igieitig weniger flexible und damit

entropisch begunstigte Inhibitoren geschaffen werdassende Substituenten zur Be-

setzung der Taschen der HIV-1 Protease wurden iffi¢ Mon Docking ausgewabhit.

[98] Die Ergebnisse aus dem Enzymassay und Codflissttion dieser bizyklischen

Pyrrolidin-basierten Inhibitoren mit der HIV-1 Peaise werden in diesem Kapitel vor-

gestellt.

Ergebnisse

Fur die Bestimmung der kinetischen Parameter daibitoren sowie fur die Co-
Kristallisation wurde die HIV-1 Protease MutantekQ33l L63I verwendet. Abbil-
dung 53 zeigt das Grundgeriist der bizyklischen digin-basierten Inhibitoren der

HIV-1 Protease.

N
H

Abbildung 53: Grundgerust der bizyklischen
Pyrrolidine
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Kinetik

Die Ki-Werte der bizyklischen Pyrrolidine zeigt Tabelle 1

Bezeichnung

des Inhibi- R Ki[ M]
tors
OH
NK 101 @ 3.8
NK 102 —@ 17.2
OH
NK 143 d 21.9

~N

NK 144 @QH 55.2
O_

NK 150 @ 21.6

Tabelle 11: KWerte der bizyklischen Pyrrolidin-basierten Inkibben

Co-Kristallisation der Inhibitoren mit der HIV-Irétease

Die Inhibitoren NK 101, NK 102, NK 143 und NK 15Quvden mit der HIV-1 Protease
zur Kristallisation angesetzt. Innerhalb einigeg@avuchsen in den Kristallisationsan-
satzen mit dem Inhibitor NK 101 grof3e, wohlgeformgeaderférmige Kristalle, die
sich in der Form von den eher plattchenformigerstatien der Komplexe der HIV-1
Protease mit den dreiarmigen Pyrrolidin-Inhibitorenterschieden. NaclStreak-
Seedingerfolgte auch in den Ansatzen mit den andererbitdren ein Wachstum ver-

gleichbarer Kristalle.

Datensammlung und Strukturverfeinerung

An der Beamline 14.2 des Synchrotrons BESSY Il kenDatenséatze von Komplexen

der HIV-1 Protease mit den Inhibitoren NK 101 un N3 gesammelt werden. Die
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Datensammlung von Kristallen der Komplexe mit defnilditoren NK 102 und NK 150

war im Rahmen dieser Arbeit nicht mehr maoglich.

Tabelle 12 zeigt die kristallograhischen Parameader,die Daten und die Auswertung
beschreiben. Beiden Datensatzen konnte die orthdslsche Raumgruppe 222 zu-
geordnet werden, in der die asymmetrische Einheiti$/-1 Protease Dimer umfasst.

Aufgrund der hohen Auflésung der Strukturen von8Adzw. 1.45A war eine ani-

sotrope Verfeinerung der B-Werte mdglich.

Bezeichnung der Struktur

HIV-1 PR — NK 101

HIV-1 PR— NK 143

Datensammlung und Prozessierung

Wellenlange [A]

0.91841

0.91841

Raumgruppe

R2,2

P22,2

Einheitszellparameter [A,°]

a=58.4,b=857,c=46.9;
a, , =900

a=57.9,b=856,c=46.8
a, , =900

Auflésungsbereich [A]

30.00-1.38 (1.40-1.38)

50185 (1.48-1.45)

Anzahl einzigartiger Reflexe 47925 (2263) 41637620
Reym [%0] 3.8 (36.5) 5.7 (47.5)
Vollstandigkeit [%0] 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 [&/Da] 2.7 2.7
Lésungsmittelgehalt [%] 54.7 54.2
Strukturverfeinerung

Auflésungsbereich [A] 29.18-1.38 23.67-1.45
Anzahl der Reflexe fir die Ver-

feinerung 43085 39386
Anzahl der Reflexe im Testda- 4815 2071
tensatz

R-Faktor [%)] 14.9 15.1

Freier R-Faktor [%0] 18.1 18.3
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RMSD-Werte

Bindungslangen [A] 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

Aminosauren in bevorzugten

Regionen [%] 96.2 96.2
Aminosauren in zusatzlich er-

laubten Regionen [%)] 38 38
Sonstiges

Anzahl der Aminosauren 198 198
Anzahl Atome des Inhibitors 29 33
Anzahl der Wassermolekiile 294 243
Anzahl der Atome weiterer Li-

ganden 3 3
PDB-Code 30N8 3QP0

Tabelle 12: Kristallographische Tabelle zu den I8trren der Komplexe der HIV-1 Protease
mit den Inhibitoren NK 101 und NK 143

Die Differenzelektronendichte in der Bindetaschéniert jeweils gut die Struktur und

Anordnung der Liganden in der Bindetasche, wieAdibildungen 54 und 55 zeigen.
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Abbildung 54: -F.-Elektronendichtekarte fir den
Inhibitor NK 101 ( -Level: 3.5)

50%

33%

Abbildung 55: i-F.-Elektronendichtekarte fir den Inhibitor NK 143l(evel: 3.5)

Die Besetzung des Inhibitors NK 143 wurde zu 83%eneert. Eine der Hydroxy-
methylengruppen liegt in zwei Konformationen voriewAbbildung 55 zeigt. Diese
wurden zu 50% und 33% verfeinert. Zusatzliche Déefezelektronendichte wurde ent-
lang des aromatischen Ringsystems dieses Subsétuand nahe der Hydroxymethy-
lengruppe, deren Besetzung zu 50% verfeinert wusdepachtet. Die Ursache dafir
konnte jedoch nicht abschliel3end geklart werden.

Die Qualitat der Elektronendichte im Bereich deag=tler HIV-1 Protease war im Ver-
héaltnis zu den anderen im Rahmen dieser Arbeieuesften Strukturen reduziert. Ins-
besondere in der Struktur des Komplexes der HI\fegtdase mit dem Inhibitor NK 101
konnte nahe den Aminosauren 1le50A bis Gly52A uled 1B bis Val56B Differenz-
elektronendichte beobachtet werden. Die Verfeingreiner alternativen Konfomation
des Proteins in diesen Bereichen liel3 sich jedaddit realisieren. Eine verhaltnismalig
hohe Beweglichkeit in diesem Bereich scheint jedeehrscheinlich. In Tabelle 13
sind die durchschnittlichen B-Werte fir diesen Bsreden durchschnittlichen B-

Werten flr das gesamte Protein gegentbergestdfitVArgleich werden dabei bei-
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spielhaft die Kristallstrukturen der Komplexe delVHL Protease mit den dreiarmigen
Pyrrolidinderivaten NK 81 und NK 82 herangezogesi, deren Verfeinerung das beo-

bachtete Phanomen nicht auftrat.

) ) Durchschnittliche B-Werte o
Bezeichnung der Kristall- _ _ Durchschnittliche B-Werte
im Bereich 1le50A-Gly52A / )
struktur des Gesamtproteins
lle47B-Val56B

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 BereicB50A-Gly52A / lle47B-Val56B und des Gesamtpro-
teins der Kristallstrukturen der Komplexe der H\Rdotease mit den Inhibitoren NK 101, NK 143,
NK 81 und NK 82

Die B-Werte der Kristallstrukturen der Komplexe diliV-1 Protease mit den bizykli-
schen Pyrrolidininhibitoren sind im Verhéltnis zendanderen beiden Strukturen weder
relativ noch absolut signifikant erhéht. Allgemest zu beobachten, dass die B-Werte

im Bereich der Flap-Region hoher sind als der Dsehhitt.

Abbildung 56: Kristallstrukturen der Komplexe deitM-l Protease mit den Inhibitoren NK 101 (links)dun
NK 81 (rechts), eingefarbt in Abhéangigkeit vom B-k@iedriger B-Wert=blau, hoher B-Wert=griin)

Dies verdeutlicht auch Abbildung 56, in der dieugturen der Komplexe der HIV-1
Protease mit den Inhibitoren NK 101 und NK 81 inh&bgigkeit vom B-Wert einge-
farbt sind.
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Vergleich der Bindungsmodi der Inhibitoren

Eine Uberlagerung der Koordinaten der Inhibitoreld M1 und NK 143 zeigt, dass
diese einen sehr ahnlichen Bindungsmodus zum Rretenehmen. Lediglich die Posi-
tion der aromatischen Ringe ist leicht verAndeatnid die jeweiligen Interaktionen der
Hydroxygruppen in der S2- und S2'-Tasche ausgehbiMdeden kbonnen.

Abbildung 57 Uberlagerung der Koordinaten der Inhibitoren
NK 101 (lila) und NK 143 (violett)

Der Stickstoff des Pyrrolidinrings interagiert, vaevartet, mit den katalytischen Aspar-
taten 25A und 25B. Die Carbonylsauerstoffe des #ydions gehen Wechselwirkun-
gen mit der Flap-Region der HIV-1 Protease ein. &fth ein Carbonylsauerstoff eine
direkte Interaktion zum Amidstickstoff des Riickgrabn lle50B eingeht, werden wei-
tere Wechselwirkungen Uber ein Wassermolekul veemitDieses kann Wasserstoff-
brickenbindungen zu den Amidstickstoffen des Riafisgvon 1le50B, Gly51A und
Gly51B sowie zum Carbonylsauerstoff von Gly52A ehegn. In der Struktur des
Komplexes der HIV-1 Protease mit dem Inhibitor N&31lbetragt die Distanz zum
Amidstickstoff des Ruckgrats von Gly52A 3.5A, inrd8truktur mit dem Inhibitor
NK 101 3.6 A, so dass hier eine weitere, eher scheiaWasserstoffbriickenbindung
maoglich ist. Die Interaktionen mit der Flap-Regiom Detail werden am Beispiel des
Inhibitors NK 143 in Abbildung 60 gezeigt. Eine Ballstruktur mit einem im Hinblick
auf die Flap-Region alternativen Bindungsmodusidetbitors NK 101 wird in Kapitel
2.3.7 vorgestellt.

Die Substituenten des bizyklischen Grundgerustethes die S2- und S2'-Tasche der
HIV-1 Protease. Die Hydroxygruppen des Inhibitots N1 interagieren in beiden Ta-
schen mit den Amidstickstoffen der Aminosauren Asp®d Asp30. Weiterhin sind
Wechselwirkungen zu jeweils zwei Wassermolekilengliob. Van der Waals-
Wechselwirkungen dieser Substituenten, insbesorararomatischen Ringe, werden
zu den Aminosauren Ala28, Asp29, Asp30, Val 3417ldle50 und lle84 ausgebildet.
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Gly52A Gly51A
Gly51B
lle50A
lle50B
Asp30A Asp29B
Asp30B
ASpP29A Asp25A Asp25B
Abbildung 58: Bindungsmodus des Inhibitors NK 10ta)
Gly52A
Gly51A
Gly51B lle50A
lle50B
Asp29B
Asp30A
Asp30B
Asp29A AsSp25A Asp25B

Abbildung 59: Bindungsmodus des Inhibitors NK 1¢®lett)
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Gly52A
Gly51B Gly51A

le50B [le50A

Abbildung 60: Interaktionen des Inhibitors NK 143
(violett) mit den Aminosauren der Flap-Region der
HIV-1 Protease (beige)

Asp29B
Asp30A

Asp30B Asp29A

Abbildung 61: Interaktionen des Inhibitors NK 148ofett) in der S2-Tasche (rechts) und
S2'-Tasche (links) der HIV-1 Protease (beige)

Die Position der Hydroxymethylengruppen des InbisitNK 143 ist durch die zusatzli-
che Methylgruppe leicht verschieden, so dass sich &nterschiede in den Wechsel-
wirkungen ergeben. Die Hydroxymethylengruppe des $2-Tasche adressierenden
Substituenten wurde in zwei Konformationen verfdineiegt sie in der Konformation

vor, die mit einer Besetzung von 50% verfeinert deyrsind Interaktionen zum A-
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midstickstoff des Ruckgrats der Aminosaure Asp29d ainem Wassermolekil még-
lich. Die alternative Konformation wurde mit ein@esetzung von 33% verfeinert. Hier
sind Wechselwirkungen sowohl mit den Amidstickstaffdes Rickgrats von Asp29B
und Asp30B als auch mit der Seitenkette von AspB8Rylich. Zusatzliche van der
Waals-Wechselwirkungen dieses Substituenten im lgietg zum Inhibitor NK 101
werden zu den Aminoséauren Gly27B und Gly48B ausdebiln der S2'-Tasche liegt
nur eine Konformation der Hydroxymethylengruppe, e sich jedoch von den in der
S2-Tasche beobachteten unterscheidet. In dieseioKoation sind Wechselwirkungen
zu den Amidstickstoffen des Rickgrats der AminosauAsp29A und Asp30A, der
Seitenkette von Asp30A und einem Wassermolekil imliglVan der Waals-
Wechselwirkungen dieses Substituenten werden vehgar zu dem Inhibitor NK 101
ausgebildet, jedoch zusétzlich zu der Aminosausg&\. Die Interaktionen in der S2-
und S2'-Tasche werden im Detail in Abbildungdikgestellt. Die S1- und S1'-Tasche

verbleiben durch den Inhibitor unbesetzt und etgnainehrere Wassermolekile.

Zusammenfassung und Diskussion

Biyzklische Pyrrolidine konnten als Inhibitoren ddiV-1 Protease etabliert werden.
Die Bindungsaffinitat von funf verschiedenen Deterazu der HIV-1 Protease konnte
im Enzymassay bestatigt werden. Es gelang, viedrdebitoren im Komplex mit der
HIV-1 Protease zu kristallisieren. Zwei Kristallgtturen von Komplexen der HIV-1
Protease mit den Inhibitoren NK 101 und NK 143 Kennbestimmt werden. Ein Ver-
gleich der Bindungsmodi der beiden Inhibitoren gettass beide sehr &hnlich an das
Protein binden. Abweichungen im Bindungsmodus exgetich durch die unterschied-
lichen Substituenten in meta-Position der aromlaisdRingsysteme: NK 143 besitzt im
Gegensatz zu NK 101 eine zuséatzliche Methylengruppsechen der Hydroxygruppe
und dem aromatischen Ring. Zu den auch bei NK Xibachteten Interaktionen mit
den Amidstickstoffen des Rickgrats von Asp29A unsb20A in der S2'-Tasche
kommt im Fall von NK 143 eine Wechselwirkung mit &eitenkette von Asp30A hin-
zu. Jedoch stellt sich die Frage, warum diese raabh fur den Inhibitor NK 101 még-
lich ist. Wie schon in Kapitel 2.3.5 beschriebenrade) ist die Seitenkette von Asp30 in
ihrer Konformation sehr flexibel und kann sich andeweiligen Inhibitor anpassen.
Betrachtet man aul3erdem die Ergebnisse des Enzgysassei dem der Inhibitor
NK 143 eine schachere Affinitdt zu der HIV-1 Prateaaufweist als der Inhibitor

NK 101, scheint es, als ob diese zuséatzliche lktiena keinen Gewinn bedeutet. In der
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S2-Tasche geht die Hydroxymethylengruppe des ItdgrdbNK 143 je nach Konforma-
tion unterschiedliche Wechselwirkungen ein: In selmwacher besetzten Konformation
konnen zusétzlich zu der Wechselwirkung mit demkgiett Interaktionen zu der Sei-
tenkette von Asp30B ausgebildet werden. Dennoctieste nicht die bevorzugte Kon-
formation. Es lasst sich an dieser Stelle niclschlelRend klaren, welchen Beitrag die
einzelnen Interaktionen zur Bindungsaffinitat demibitoren leisten. Nach der Struktur-
aufklarung der Komplexe der HIV-1 Protease mit tfénbitoren NK 102 und NK 150
konnen weitere Informationen Uber deren Bindungsniedfen, die ersten Kristall-
strukturen und die KWerte weiter zu interpretieren. Der Inhibitor NR11zeigt bisher
im Enzymassay die héchste Affinitat zu der HIV-btease und sollte damit als Grund-
lage fur das weitere Design verwendet werden. Emeeiterung der Moleklle um Sub-
stituenten, die die S1- und S1'-Tasche der HIVdtdase adressieren kdnnen, ware zur
Steigerung der Bindungsaffinitat sinnvoll. In Kagit2.3.7 wird vorgestellt, wie ein
Screeningnach Fragmenten durchgefuhrt wurde, die zusatztichdem Inhibitor
NK 101 in der S1- und S1'-Tasche binden kbnnennaoe Ideen zur Optimierung der

bizyklischen Pyrrolidin-Inhibitoren zu gewinnen.
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2.3.7 Verwendung von Fragmenten im strukturbasiditesign von Inhibitoren der
HIV-1 Protease

Einleitung

Bizyklische Pyrrolidinderivate wurden in Kapitel3%6 als neue Inhibitoren der HIV-1
Protease vorgestellt. Die bisher entwickelten Ilitbren adressieren die S2- und S2'-
Tasche des Proteins. Dabei liegt die Bindungsadirdes starksten Inhibitors NK 101
im einstellig mikromolaren Bereich. Die Bindetasaler HIV-1 Protease bietet weite-
ren Raum flr die Bindung von Molekilen, wie zumdpéel in der S1- und S1'-Tasche.
Dies konnte bereits vergleichbar im Fall der dmaigen Pyrrolidinderivate gezeigt
werden: Die von diesen Inhibitoren nicht adressi&1-Tasche wurde im Rahmen der
Kristallisation von verfligbaren kleinen Moleklleedetzt. Um die Bindungsaffinitat
der bizyklischen Pyrrolidinderivate zu erhdhen, kém die vorliegenden Verbindungen
synthetisch erweitert und weitere Bereiche der Biasche adressiert werden. Fur das
Design dieser neuen Inhibitoren ist es dabei wgchti berticksichtigen, welche Interak-
tionen im verbleibenden Teil der Bindetasche reteszin kbnnen. Um dies zu unter-
suchen und um neue Ideen fir die molekularen Streiktder Inhibitoren zu generieren,
wurden Fragmente als Sondenmolekile verwendet.eDiegsden zunachst von Nina
Klee im Docking ausgewahlt und anschlieBend im Bragsay und in Kristallisations-
ansatzen eingesetzt. Das Ziel dieser Arbeit sséite, Kristallstrukturen der HIV-1 Pro-
tease im Komplex mit einem bizyklischen Pyrrolidengat und verschiedenen Frag-
menten zu bekommen. Die Informationen Gber den Bigdmodus und die molekulare
Struktur der Fragmente sollen in das Design zukgefinhibitoren einflie3en.
Fragmente sind kleine Molekile, deren Molekulargéviir gewdhnlich unter 300 Da
liegt. Die Verwendung fragmentbasierter Ansatzedssi Suche nach neuen Wirkstof-
fen hat in den letzten Jahren stark zugenommeracbesdafir war der Wunsch nach
kleineren Ausgangsmolekilen als Startstrukturenwimkstoffdesign, die dann syste-
matisch zu Arzneistoffen erweitert werden konn&9-101] Die fir diese Arbeit ver-
wendete Fragmentbibliothek wurde von Tobias CraaRahmen einer Industriekoope-
ration zusammengestellt. Sie besteht aus 364 Fragmedie anhand verschiedener
Kriterien, wie zum Beispiel der Anzahl der Nichtwasstoffatome, dem Molekularge-
wicht, der Anzahl von Wasserstoffdonoren und —atarem und der Anzahl frei drehba-

rer Bindungen, ausgewahlt wurden. [102]
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In der Literatur findet sich bereits ein erfolgteis Beispiel fur die verwendete Metho-
de. Zur Optimierung eines Inhibitors des humanetzddchockproteins 90 (HSP90)
wurde ein NMRScreeningmit einer Fragmentbibliothek durchgefihrt. Nach &ruk-
turaufklarung eines ternaren Komplexes von Protiihjbitor und einem Fragment
mittels Rontgenkristallographie und NMR-Spektrogkogonnte der Inhibitor durch
Verknupfung mit dem Fragment erfolgreich hinsiditlder Bindungsaffinitat optimiert
werden. [103]

Ein Fragment-basiertes kristallographiscBeseeninggegen die HIV-1 Protease wurde
bereits in der Literatur beschrieben. Dabei konrtesei potentielle Bindestellen fur
Fragmente ausserhalb der Bindetasche der HIV-le&et durch Kristallstrukturen
identifiziert werden. Es gelang jedoch nicht, di&/H Protease im Komplex mit allein
einem Fragment in der Bindetasche zu kristallisief£04] Der Versuch einer solchen
Co-Kiristallisation und die damit zusammenh&ngenderausforderungen sollen eben-

falls in diesem Kapitel vorgestellt und diskutiestrden.

Ergebnisse

Auswahl der Fragmente

Eine Auswahl von 59 Fragmenten aus der beschriebBiiiothek mit einem Moleku-
largewicht von maximal 170 g/mol wurde von Nina &lir ein Docking mit dem Pro-
gramm FlexX verwendet. Nach anschlieRender Miniomgrmit dem Programm Mi-
niMuDS wurden anhand des im Docking erhaltenene&&and nach visueller Inspekti-
on der Ergebnisse zehn Fragmente ausgewahlt. Dikt&tformeln dieser Fragmente
sind nachfolgend abgebildet. Die korrespondiereridemmern entsprechen denen der
Fragmentbibliothek.
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Nr. 5 Nr. 92 Nr. 115 Nr. 185
o 0
—N
N J_< O/\ \
©i/; | N S
NH, O NH
o NH, 2
Nr. 211 Nr. 266 Nr. 274 Nr. 285
| o N
o N
NS Nt e
0
o N__A__0O
H,N E
OH NH,
Nr. 286 Nr. 354
OH OH ¢
O\
H,N S

Tabelle 14: Strukturformeln der verwendeten Fragmen

Zur Prifung der Identitat und der Reinheit der kéoferworbenen Fragmente wurden
massenspektrometrische Untersuchungen von dem Kaiapespartner Merck KGaA
durchgefuhrt. Die Identitdt des Fragmentes Nr. 8@nike dabei nicht bestatigt werden.
Die Reinheit von Fragment Nr. 286 wurde durch digessungen zu 10% spezifiziert.
Somit konnten diese beiden Fragmente nicht fur mx@atelle Arbeiten verwendet

werden.

Kinetik

Im Enzymassay wurde getestet, ob die Fragmenta eunsitzlichen Beitrag zur Inhibi-
tion des Inhibitors NK 101 leisten kdnnen. Der bitor NK 101 wurde jeweils in einer
finalen Konzentration von 10M eingesetzt, was zu einer Inhibition der HIV-1 tease
von 67,3% fuhrte. Die Fragmente wurden jeweils imeefinalen Konzentration von
1 mM verwendet. Im Fall der Verwendung von dreisdreFragmente in Kombination
mit dem Inhibitor NK 101 konnte ein zusatzlichefekt festgestellt werden: Die Inhi-
bition in Anwesenheit von Fragment Nr. 115 konni¢ &l1,9%, mit Fragment Nr. 266
auf 91,0% und mit Fragment Nr. 354 auf 91,5%. ggstewerden. Jedoch ergab die
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Testung dieser Fragmente in Abwesenheit des langhiébenfalls eine Inhibition der
HIV-1 Protease. Fragment Nr. 115 inhibierte dagdtnozu 39,8%, Fragment Nr. 266
zu 64,8% und Fragment Nr. 354 zu 77,3%. Somit &saces als wahrscheinlich, dass
der beobachtete zusatzliche Effekt nicht koopemativ, sondern durch eine individuelle
Reaktion der Fragmente mit dem katalytischen Zemtder HIV-1 Protease verursacht

wurde.
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HIV-1 Protease

Blank 5 115 185 211 266 274 285 354

Nummer der Fragmente

Abbildung 62: Prozentuale Inhibition der HIV-1 Reate durch die Fragmen-
te in Anwesenheit des Inhibitors NK 101
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Abbildung 63: Prozentuale Inhibition der HIV-1 Reate durch die Fragmen-
te in Abwesenheit des Inhibitors NK 101

Co-Kristallisation der HIV-1 Protease mit den Fragmen Nr. 266 und Nr. 354

Die Fragmente Nr. 266 und Nr. 354, die im Enzymassiae signifikante Inhibition der
HIV-1 Protease auch in Abwesenheit des Inhibitoks191 zeigen konnten, wurden in
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einer finalen Konzentration von 2mM mit dem Proteim Co-Kristallisation angesetzt.

Es wuchsen in beiden Ansétzen kleine, diinne Kigstdie sich als sehr leicht zerbrech-
lich erwiesen. So gelang die Uberfiihrung in dasoigrgtektivum und das anschlieRen-
de Einfrieren im flussigen Stickstoff nur mit einéfnistall aus den Ansatzen mit Frag-
ment Nr. 354. Es konnte ein Datensatz mit einedésuing von 2.0A am Synchrotron
BESSY Il gesammelt werden. Aufgrund des verhaltéidig geringen Diffraktionsver-

maogen des Kristalls, vermutlich bedingt durch seBréRe, musste dabei eine relativ
hohe Belichtungszeit von 20 s pro Bild gewéahlt veerdLeider konnte nach einigen
Zyklen der Verfeinerung des Datensatzes der inBilmietasche nachweisbaren Diffe-
renzelektronendichte keine eindeutige molekulanik8ir zugeordnet werden. Das
Fragment hatte nicht quantitativ an die Proteinkidlle im Kristall gebunden. Somit

erfolgte keine weitere Bearbeitung dieses Datersatz

Co-Kristallisation der HIV-1 Protease mit dem Initoib NK 101 in Kombination mit

den Fragmenten Nr. 5 und Nr. 285

Die Fragmente Nr. 5 und Nr. 285 wurden fir einelCistallisation mit der HIV-1 Pro-
tease und dem Inhibitor NK 101 verwendet. Die Mdthsollte zun&chst mit zwei der
acht verbleibenden Fragmente getestet werden,ng@aC»-Kristallisation im Vergleich
zum Soakingsowohl zeit- als auch materialaufwendiger ist. Biale Konzentration
des Inhibitors sowie die der Fragmente in den Klisationsanséatzen und auch spater
im Kryoprotektivum betrug 1mM. In den Kristallisatisansatzen wuchsen jeweils gro-
Be, wohlgeformte, quaderférmige Kristalle, derensgahen denen der Kristalle des
Komplexes der HIV-1 Protease mit den bizyklischegmrélidin-Inhibitoren entsprach.
Von jeweils einem Kristall aus den Ansatzen mit é@iden Fragmenten konnten Da-
tensatze am Synchrotron BESSY Il gesammelt werdenAuflésung des Datensatzes
des Kristalls mit Fragment Nr. 5 betragt 1.6A, dies Datensatzes des Kristalls mit
Fragment Nr. 285 1.47A. Die Differenzelektronenttcim der Bindetasche definiert gut
die Koordinaten und somit die Position des InhitsithK 101, jedoch konnte auch nach
einigen Verfeinerungszyklen keine zuséatzliche Défeelektronendichte fir das jewei-
lig erwartete Fragment beobachtet werden. Somaigtef auch keine weitere Bearbei-

tung dieser Datensatze.
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Co-Kristallisation der HIV-1 Protease mit dem Initoib NK 101 und anschliel3endes
Soakingvon Fragmenten

Da die initialen Co-Kristallisationsexperimente,ewbeschrieben, erfolglos geblieben
waren, wurde nun die Methode des sogenan8takingsausprobiert. Die HIV-1 Pro-
tease wurde mit dem Inhibitor NK 101 co-kristaigi Die erhaltenen Kristalle wurden,
wie in Kapitel 2..2.3 beschrieben, fur dasakingmit den acht Fragmenten verwendet.
Es gab deutliche Unterschiede im Einfluss der éme&re Fragmente auf die visuell ab-
schatzbare Kristallqualitat, so dass die finale Zamiration und die Dauer d8sakings

individuell variiert werden mussten. Diese Parametrden in Tabelle 15 aufgeflhrt.

Nummer des
5 115 185 211 266 274 285 354
Fragments

Fragment-
konzentration 10mM| 40 mM| 40 MM | 40 mM| 40 mM | 40 mM| 40 mM| 40 mM

beim Soaking

Dauer desSoa- ) ) ) ) ) )
" 90 min|{ 30min| 30min 30min 30min 90 mjn 90 min B
ings

Auflésung des
g 1.73A | 1.39A| 1.55A| 1.55A| 1.46A 1.734 1.50A 1.25Q
Datensatzes

Differenz-
elektronendichte + + + - + - + +

fur NK 101

Differenz-
elektronendichte
fur das Frag-

ment

Tabelle 15: Parameter des kristallographischenrfreagScreenings

Datensammlung und Strukturverfeinerung

Es konnten acht Datensdtze gesammelt werden, dagbs am an der Beamline 14.2
des Synchrotron BESSY Il, zwei amhouseRdntgendiffraktometer. Die dazugehdrige

Auflésung der Datensatze zeigt Tabelle 15. Naclgem Verfeinerungszyklen wurde
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die Differenzelektronendichte in der Bindetaschérdmhtet. In zwei Strukturen war
keine Differenzelektronendichte vorhanden, die dehibitor NK 101 zugeordnet wer-
den konnte. In den verbleibenden sechs Strukturedewvder Inhibitor durch die Diffe-
renzelektronendichte gut definiert. In sieben deht &Strukturen war keine Differenz-
elektronendichte vorhanden, die der molekularenk8ir der fir dasSoakingverwen-
deten Fragmente zugeordnet werden konnte. In elf@hgelang es jedoch dem Frag-
ment, in die Bindetasche vorzudringen: In der Strukles Kristalles, der fur eifoa-
king mit dem Fragment Nr. 115 verwendet worden warDifferenzelektronendichte
fur zwei Molekile des Fragments vorhanden. Abbilféd zeigt, dass die Fragmente
gut durch die Differenzelektronendichte definiererden, dabei ist die Qualitat der
Dichte fur das Fragment in der S1-Tasche etwasrh@he Verfeinerung dieses Daten-
satzes wurde somit abgeschlossen und die Koordirgge Struktur unter dem Code
3QIH in der Proteindatenbank deponiert. Aufgrund ldghen Auflosung der Struktur
von 1.39A war eine anisotrope Verfeinerung der Bde&/enoglich. Die kristallographi-

schen Parameter, die die Daten und die Auswertaaghbeiben, zeigt Tabelle 16.
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HIV-1 PR — NK 101/

Bezeichnung der Struktur
Fragment 115

Datensammlung und Prozessierung

Wellenlénge [A] 0.91841

Raumgruppe P2,2

o a=58.0,b=854,c=46.7
EinheitszellparametdA, °J;

a, , =90.0
Auflésungsbereich [A] 50.00-1.39 (1.41-1.39)
Anzahl einzigartiger Reflexe 47014 (2342)
Reym [%0] 6.6 (47.1)
Vollstandigkeit [%0] 98.8 (100.0)
Redundanz 4.4 (4.2)
I/ 19.3 (3.0)

Matthews-Koeffizient [&/Da] 2.7

Lésungsmittelgehalt [%] 54.0

Strukturverfeinerung

Auflésungsbereich [A] 24.01-1.39
Anzahl der Reflexe fur die Ver-

_ 44640
feinerung
Anzahl der Reflexe im Testda-

2339

tensatz
R-Faktor [%] 15.1
Freier R-Faktor [%] 17.1
RMSD-Werte
Bindungslangen [A] 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

Aminosauren in bevorzugten

) 96.8
Regionen [%]
Aminosauren in zusatzlich er- 32
laubten Regionen [%)] '
Sonstiges
Anzahl der Aminosauren 198

Anzahl der Atome des Inhibitorg 27

Anzahl der Fragmentatome 12

Anzahl der Wassermolekiile 280

Anzahl der Atome weiterer Li-

ganden

PDB-Code 3QIH

Tabelle 16: Kristallographische Tabelle zu der I8trudes Komplexes der HIV-1 Protease
mit dem Inhibitor NK 101 und dem Fragment Nr. 115
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Abbildung 64: k-F-Elektronendichtekarte fir die Fragmentelgevel: 3.0)
Links: Fragment in der S1-Tasche, rechts: Fragrnmeaér S1'-Tasche

Bindungsmodus der Fragmente

Zwei Molekile des Fragments Nr. 115 binden zuséiziu dem Inhibitor NK 101 in
der Bindetasche der HIV-1 Protease. Wahrend debitoh die S2- und S2'-Tasche des
Proteins adressiert, binden die FragmentmolekiteiS1- und S1'-Tasche, wie Abbil-

dung 65 zeigt.

ST
S2

S2'
S1

Abbildung 65: Besetzung der Subtaschen der HIVetdase durch den
Inhibitor NK 101 und zwei Molekiile des Fragments Nt5
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Der Bindungsmodus im Detail ist am Beispiel deggRrants in der S1'-Tasche in Ab-
bildung 66 gezeigt. Beide Fragmentmolekiile gehdrena die gleichen Interaktionen
ein. Die Aminogruppe des Fragments findet Partaepbtentielle Wasserstoffbriicken-
bindungen in den Aminosauren Asp25B und Gly27A. O&boxylgruppe des Carbon-
saureethylesters in meta-Position kann als Akzefitoiden Wasserstoff von Arg8B

dienen. Diese Aminoséaure liegt jedoch in zwei Konfationen vor, so dass diese Inter-
aktion nicht in allen Molekilen des Kristalls aulstget werden kann. Die Konformati-

on der Aminosaure Arg8, die die Wechselwirkung deim Fragment eingehen kann,
wurde in der S1'-Tasche zu 53% und in der S1-Tazal&8% verfeinert.

47% 53%

Asp25B
Arg8B
g Gly27A

Abbildung 66: Interaktionen des Fragments (turkisgjer S1'-
Tasche der HIV-1 Protease (beige)

Van der Waals-Wechselwirkungen werden zwischenktagmenten und den Amino-
sauren Arg8, Leu23, Asp25, Gly27, Gly48, Gly4950e Phe53, Pro81, Val82 und
lle84 und auch zu dem Inhibitor NK 101 ausgebiltieder S1'-Tasche sind zusatzliche
van der Waals-Wechselwirkungen zu der AminosdupbArdes symmetrieaquivalen-

ten Molektls maoglich.

Bindungsmodus des Inhibitors NK 101

Der Inhibitor NK 101 bindet nahezu vergleichbardar in Kapitel 2.3.6 beschriebenen
Struktur an die HIV-1 Protease. Wahrend die Intioalen zu den katalytischen Aspar-
taten und in der S2- und S2'-Tasche erhalten delisind, lasst sich jedoch ein Unter-
schied in der Wechselwirkung mit der Flap-Regionid®/-1 Protease feststellen. Wie
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Abbildung 67 zeigt, interagieren in dieser Strukberde Carbonylsauerstoffe des Inhi-
bitos direkt mit den Amidstickstoffen der Aminosénrile50A und lle50B. In der zuvor
beschriebenen Struktur gibt es dagegen nur eie&tdiinteraktion zu 1le50B, wahrend
weitere Wechselwirkungen tber ein Wassermolekideau Amidstickstoffen des Rulck-
grats von 11e50B, Gly51A und Gly51B sowie zum Carydeauerstoff von Gly52A

vermittelt werden. Dieser Unterschied ist moglicarah einen Flip des Dipeptids
lle50A-Gly51A. Die Position der Carbonylsauerstoffes Inhibitors NK 101 ist durch
das veranderte Interaktionsmuster in den beiderktiien ebenfalls leicht verschieden.

Gly51A Gly51B Gly51A Gly51B

Ile50A
[le50A
le50B [le50B

Abbildung 67: Interaktionen des Inhibitors NK 10t oer Flap-Region der HI\L- Protease
Links: Bindungsmodus in der Kristallstruktur mit gwgebundenen Fragmentmolekilen
Rechts: Bindungsmodus in der in Kapitel 2.3.6 basblenen Kristallstruktur ohne Fragmentmolekiile

Zusammenfassung und Diskussion

Es wurde ein Fragment-basiert&sreeningdurchgefiihrt, dessen Ziel es war, Molekile
zu identifizieren, die parallel zu dem bizyklischBgrrolidin-Inhibitor NK 101 an die
HIV-1 Protease binden kénnen. Die im Docking ausgjdten Fragmente wurden zu-
nachst im Enzymassay getestet. Dabei stellte sechul, dass einige Fragmente zwar
eine Inhibition der HIV-1 Protease zeigen konnteaoch unabhangig vom Inhibitor
NK 101. Ein kooperativer Effekt der ausgewahlteagrnente konnte dabei jedoch nicht
festgestellt werden.

Eine Co-Kristallisation der HIV-1 Protease mit zvder Fragmente, die eine Inhibition
im Assay zeigen konnten, fuhrte jedoch nur zu gai@h minderwertigen Kristallen.

Trotzdem gelang es, einen Datensatz von einemrdigsgtalle zu sammeln: Jedoch
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konnte die Differenzelektronendichte in der Bindete keiner eindeutigen Struktur
zugeordnet werden. Dieses Ergebnis lasst vermdéss, schon anhand der Kristallqua-
litat abgeschatzt werden kann, ob eine Bindung tipaéim erfolgt ist. Eine &hnliche
Beobachtung bei der Co-Kristallisation der HIV-tease mit dem Inhibitor KeLi 184
wurde bereits in Kapitel 2.3.4 beschrieben.

Bisher ist in der Literatur keine Kristallstruktder HIV-1 Protease im Komplex mit
einem Fragment allein in der Bindetasche beschmiebm solch kleines Molekul hat es
schwer, mit hinreichender Affinitat gleichzeitigedkatalytischen Aspartate und die
Flap-Region zu adressieren. Fir eine erfolgreichstélisation der HIV-1 Protease in
den orthorhombischen und den hexagonalen Raumgnggbeint jedoch die Stabilisie-
rung der Flap-Region durch ein Molekdul in der Bitadghe unabdingbar: Die Packung
der einzelnen Molekile im Kristall ist in dieserrfonur bei geschlossener Flap denk-
bar. Es ware sicherlich moglich, eine Kristallsttukder HIV-1 Protease im Komplex
mit einem Fragment bei getffneter Flap zu bekomn@anKristallisation undSoaking
sind als Methode beides denkbar. Eine Kristallisain dieser Konformation erfolgte
zumeist in der tetragonalen Raumgruppe2i24 und erfordert vermutlich veranderte
Kristallisationsbedingungen. Jedoch ist eine sokhstallstruktur, bei der die Bindeta-
sche weit gedffnet und damit sehr unterschiedinshvierhaltnis zu Komplexstrukturen
mit Inhibitoren ist, somit weniger geeignet als gasgspunkt fir das strukturbasierte
Design.

Eine weitere Mdglichkeit ware, die HIV-1 Protease einem niedrig affinen Inhibitor
zu kristallisieren und anschlieRend zu versuchen,ldhibitor durct5oakingmit einem
Fragment zu verdrangen. Dass dies mdglich sein,kasgt das Fehlen der Differenz-
elektronendichte fur den Inhibitor NK 101 in demuBturen der Kristalle aus deBoa-
king mit den Fragmenten Nr. 211 und Nr. 274. Vermutkamnten die Fragmente in
einem Teil der Molekule im Kristall den Inhibitorfelgreich verdrangen, jedoch selbst
noch keine quantitative Bindung an die HIV-1 Pregeaingehen, so dass die Differenz-
elektronendichte weder dem Inhibitor noch dem Fragnzugeordnet werden konnte.
Eine hthere Fragmentkonzentration, eine langereeDdeasSoakingsund das Testen
weiterer geeigneter Fragmente konnten hier zumld:fidnren.

Das urspriingliche Ziel, eine Kristallstruktur ddivHL Protease im Komplex mit einem
bizyklischen Pyrrolidininhibitor zusammen mit eindfragment zu erhalten, wurde er-
reicht: Eines von acht verwendeten Fragmenten lkeonath einem kristallographischen

Screeningn der Bindetasche identifiziert werden. Der Bingesmodus des Fragments
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in der S1-und S1'-Tasche gibt Aufschluss Uber wgehinteraktionspartner in der Bin-
detasche der HIV-1 Protease: Die Adressierung aeindsauren Arg8 und Gly27 sollte
im nachfolgenden Design beriicksichtigt werden. @eiinteraktionen zu den katalyti-
schen Aspartaten scheinen moglich. Auch das DitlhwdeMolekdil, das in einigen Kris-
tallstrukturen der HIV-1 Protease mit den dreiamnid?yrrolidinderivaten in der S1-
Tasche vorhanden ist, bindet an Asp25A und Gly27B.

Fir die Unterschiede in den Interaktionen des litdri® NK 101 mit den Aminosauren
der Flap-Region in den beiden Strukturen lasst sath detaillierter Betrachtung der
Kristallstrukturen keine nahe liegende Erklarungdén. Die Bindung der Fragmente
scheint in keinem ursachlichen Zusammenhang mit Bgpeptidflip oder der leicht
veranderten Konformation des Inhibitors zu stehdmierschiede in der Konformation
des Dipeptids lle50-Gly51 wurden schon in weitefeistallstrukturen beobachtet. Dies
ist zum Beispiel in Kapitel 2.3.2 beschrieben. & 8truktur des Komplexes der HIV-1
Protease mit dem Inhibitor NK 82 konnte dieses Piijgesogar in zwei Konformatio-
nen verfeinert werden. Wahrend der Verfeinerungaldedener Strukturen fiel aul3er-
dem immer wieder auf, dass die Elektronendichtdi@sem Bereich qualitativ relativ
schlecht ist. Somit liegt die Vermutung nahe, ddiesGeometrie des Dipeptids sehr
flexibel sein kann und sich in diesen beiden Fatieféllig ergeben hat.

Eine direkte Verknipfung des Inhibitors NK 101 mihem oder zwei Molekllen des
Fragments, die zu einer héheren Bindungsaffini#it bzyklischen Pyrrolidinderivate
fuhren soll, scheint synthetisch schwierig zu s@égdoch umfasste diesgsreeningiur
eine kleine Auswahl an Fragmenten. Nachdem hieeigeaverden konnte, dass der
methodische Ansatz auch fur dieses Zielprotein tionkert, kbnnen nun viele weitere
Molektle, aus der Fragmentbibliothek und daribeahs, getestet werden. Ein kristal-
lographischesScreeningist verhaltnismalig zeit- und materialaufwendig@ahBr wére
eine Vorauswahl mittels einer anderen Methode,etiea NMR oder SPR, sinnvoll. Im
fluoreszenzbasierten Assay konnte die kooperativeluhg des Fragments Nr. 115
nicht festgestellt werden. Eine Kombination veredener Assaymethoden und der
Vergleich mit den resultierenden Kristallstruktunearen wegweisend fur die Zukunft

des Fragment-basierten Wirkstoffdesigns.
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3 Transglutaminase 2

3.1 Einleitung

3.1.1 Zdliakie

Die Autoimmunerkrankung Zdéliakie wird induziert @¢ardie Aufnahme von Proteinen
aus Getreide wie Weizen, Roggen und Gerste mitNdérung. Diese Proteine werden
mit dem Sammelbegriff Gluten oder umgangssprachdiosbh als Klebereiweil3e be-
zeichnet und besitzen einen hohen Anteil an dennAs#iuren Prolin und Glutamin.
Zoliakiepatienten entwickeln eine chronische Emathie und als Folge eine Abfla-
chung der intestinalen Mukosa, so dass deren absoifpunktion reduziert ist. Nahr-
stoffe kdnnen somit schlechter aufgenommen wer@enSymptome der Zdliakie sind
gastrointestinale Beschwerden wie Durchfall undr&shen, aber auch Lethargie und
Gewichtsverlust. Mit der Zeit kbnnen Patienten aAcmien oder Osteoporose entwi-
ckeln. Das Risiko fur Krebserkrankungen und damdahedie Mortalitét ist erhoht.

Es besteht eine genetische Pradisposition fur digvieklung einer Zdliakie. Nahezu
alle betroffenen Patienten exprimieren die Histogatibilitditsantigene HLA-DQ2 und
HLA-DQ8, die Glutenpeptide binden kénnen.

Abbildung 68: Interaktion zwischen HLA-DQ2 und einé&lutenpeptid
Die aus der Deamidierung von Glutamin resultieremeigativ geladene
Aminosaure Glutamat bindet in Position 4 und 65]10
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Die resultierenden Komplexe l6sen eine T-Zell-vétraitie Immunantwort und damit

die beschriebene Symptomatik aus. Die beschriebéfistokompatibilitdtsantigene

binden in einigen Positionen bevorzugt negativ dEt@ Aminosauren, wie Abbildung
68 zeigt. Diese kommen von Natur aus nicht in $ikgmter Anzahl in Gluten vor. Die

Transglutaminase 2 erhdht die Affinitat der Glutepijde zu den Histokompatibilitats-
antigenen, in dem sie die Deamidierung von Glutamimegativ geladenem Glutamat
katalysiert. [105-107]

Nach ihrer Identifizierung als Autoantigen [108] ravi rekombinant hergestellte
Transglutaminase 2 nun in enzymbasierten Test®m|gnose der Zoliakie eingesetzt.
Die Pravalenz der Krankheit in der Weltbevolkerumigd auf 1% bis 2% geschétzt,
wobei geographische und ethnische Unterschiedelast [106] Ein Ausschluss von
Gluten in der Nahrung fuhrt zur Remission der plathischen Veranderungen der
Darmschleimhaut und der beschriebenen Symptomechdoedeutet eine glutenfreie
Diat fur die Patienten eine grof3e Einschrankungladrensqualitat, da eine Vielzahl
von Nahrungsmitteln Gluten enthalten. Dennochiestsomentan alternativios, da kei-
ne Therapeutika zur Behandlung der Zéliakie zurftging stehen. Es gibt jedoch viel-
versprechende Ansétze zur Entwickung einer Therapigitoren der Transglutamina-
se 2, wie in dieser Arbeit beschrieben, konntendi@em Einsatz als Arzneistoff die
Affinitat der Glutenpeptide zu den beschriebenestdkiompatibilitditsantigenen redu-
zieren. [109] Eine andere Mdglichkeit ist der Eirsaon oral applizierbaren Enzymen
zur Spaltung des Glutens in unschéadliche Bestdad{2iL0]

3.1.2 Die Transglutaminase 2

Die Familie der Transglutaminasen

Transglutaminasen katalysieren calciumabhangigpdstranslationale Modifizierung

von Proteinen durch Transamidierung und Deamidger&re kommen in einer Vielzahl

von Organismen vor, darunter Pflanzen, Saugetiace auch Mikroorganismen. Das
humane Genom enthéalt neun fir Transglutaminaseiererdie Gene. Die Funktion und
das Vorkommen der daraus resultierenden Proteime T@abelle 17 dargestellt. Es han-
delt sich jeweils um relativ grof3e Proteine mitesm Molekulargewicht zwischen

70 kDa und 90 kDa.

Drei der humanen Transglutaminasen sind bishektsiell charakterisiert worden: Die

Transglutaminase 2, die Transglutaminase 3 undBllg#gerinnungsfaktor Xlll. Es be-
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steht eine hohe strukturelle Ahnlichkeit zwischesn direi Proteinen, die aus jeweils

vier Domanen bestehen. [111-113]

Protein

Funktion

Vorkommen

PDB-Codes der Kris-

tallstrukturen

Transglutaminase 1

Keratinozyten-

Differenzierung

Membrangebunden in

Keratinozyten

Transglutaminase 2

Apoptose, Zelladha-
sion, Matrixstabilisie-
rung, Signaltransduk

tion

In zahlreichen Gewe-
ben verbreitet; intra-
und extrazelluléar,

membrangebunden

1KV3[114], 3LY6
[115], 2Q3Z [6], 3S3J
3S3P, 3S3S, 2X7Z
[116]

Transglutaminase 3

Keratinozyten-

Differenzierung

Haarfollikel, Epider-

mis, Gehirn

INUD, 1NUF, INUG
[117], 1LOM, 1LON
[118]

Transglutaminase 4

Reproduktion

Prostata

Transglutaminase 5

Keratinozyten-

Differenzierung

Vorhaut, Skelettmus-

kulatur

Transglutaminase § unbekannt Hoden, Lunge -
Ubiquitéar, aber vor
Transglutaminase 71  unbekannt allem in Hoden und | -

Lunge

Faktor XIlII

Blutgerinnung,
Wundheilung, Kno-

chenwachstum

Thrombozyten, Pla-
zenta, Makrophagen,
Gelenkflissigkeit,

Knorpel,

1FIE [119], 1GGY,
1GGU, 1QRK [120],
1GGT [121], 1F13
[122], 1EXO, 1EVU
[123]

Erythrozyten-Band
4.2

Hauptbestandteil deg
Membranskeletts der
Erythrozyten; keine

katalytische Aktivitat

Erythrozyten, Kno-

chenmark, Milz

Tabelle 17: Funktion und Vorkommen der humanen Jghnaminasen [113]
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Die Struktur der Transglutaminase 3 ist wie die Biensglutaminase 2 bereits in einer
aktiven, fur Substrate oder Inhibitoren zuganglick®nformation beschrieben worden.
Diese wird jedoch nicht durch eine Verdnderungreédativen Lage der Domanen zu-
einander, sondern durch eine proteolytische Spalawischen der katalytischen Do-

mane und der-Barrel-Domane 1 herbeigefihrt. [118]

Funktion und Vorkommen der Transglutaminase 2

Die Transglutaminase 2, auch als Gewebetransglotsmibezeichnet, ist hauptsachlich
im Cytosol lokalisiert, kommt aber auch im Zellkeam Zellmembranen und extrazellu-
l&r vor. Intrazellular ist die enzymatische Aktatitdes Proteins durch die Anwesenheit
von Nukleotiden wie zum Beispiel GDP reduziert. Higngiert die Transglutaminase 2
auch als GTPase, ATPase, Proteinkinase und Prateifid-Isomerase. Durch ihre
Multifunktionalitat ist sie an zahlreichen physigischen Prozessen wie der Apoptose,
der Wundheilung, der Matrixstabilisierung und degn@ltransduktion beteiligt. Jedoch
ist die Transglutaminase 2 auch in pathologischehdrismen involviert. lhr wird un-
ter anderem eine Rolle bei der Entstehung des #dtrvon Tumorerkrankungen,
atherosklerotischen Plaques, neurodegenerativerarikingen, darunter Chorea Hun-
tington und Morbus Alzheimer, und eben der Zoliadageschrieben. [113, 124]

Die Struktur der Transglutaminase 2

Die Transglutaminase 2 hat ein Molekulargewicht v8rkDa und besteht aus vier ver-
schiedenen Domanen: Der N-terminaleBandwichkDomane (Aminosauren 1 — 139),
der katalytischen Domane (Aminosauren 140 — 454 awmei C-terminalen -Barrel-
Domanen (Aminoséuren 479 — 585 sowie 586 — 687dlemkatalytischen Doméne ist
die katalytische Triade, bestehend aus den Aminmesdnys 277, His 335 und Asp 358,
lokalisiert. [125] Die Transglutaminase 2 kann elisdene Konformationen einneh-
men, insbesondere bedingt durch Anderung der velatige der Domanen zueinander,
wie Abbildung 69 zeigt. In der geschlossenen Kamiation ist der Zugang zum aktiven
Zentrum durch die -Barrel-Domé&ne 1 blockiert. Die Aminoséaure Tyr 516 inteea
Uber die Hydroxygruppe mit der negativ polarisierféhiolgruppe des katalytisch akti-
ven Cys 277. Stabilisiert wird diese Konformatidie im nachfolgenden Text auch als
inaktive Konformation bezeichnet wird, durch dien&ung von GDP, GTP oder ATP
sowohl an die katalytische als auch an digarrel-Domane 1. [114, 115] Im Zuge der

Aktivierung des Proteins, die durch Calciumioneduriert wird, findet mit Hilfe einer
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flexiblen Schleife eine Rotation der beideiBarrel-Doméanen statt, so dass das aktive
Zentrum zuganglich wird. Dies konnte bereits dukddinwinkelstreuungsexperimente
gezeigt werden. [126] Durch die Komplexierung destéins mit kovalenten Inhibito-
ren gelang es, die Transglutaminase 2 in einemeffg auch als aktiv bezeichneten,
Konformation zu stabilisieren und strukturell ziacdkterisieren. [6]

GDP Inhibitor

\ N\

Abbildung 69: Die Transglutaminase 2 in der gessfdmen Konformation im Komplex mit GDP (links,
PDB-Code 1KV3 [114]) und in der offenen Konformation Komplex mit einem kovalent gebundenen
Inhibitor (rechts, PDB-Code 2Q3Z [6])
Die -SandwichDomane ist in blau, die katalytische Doméane irdgoid die -Barrel-Doméanen
sind in rot und gruin dargestellit.

Abbildung 69 zeigt die Transglutaminase 2 in deschéossenen sowie in der offenen
Konformation im Komplex mit einem Inhibitor. Ungetudlich ist hier das Ausmal} des

Unterschieds zwischen den beiden Konformationersg@bhend von einer kompakten
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Anordnung der vier Doménen im geschlossenen Zudtiapgt das Protein im Zuge der
Aktivierung zu einer langgestreckten, weit gedfémeKonformation aus, die durch den
Inhibitor stabilisiert wird. Einige Aminosauren & smdern dabei ihre Position um nahezu
120A. [127]

Der katalytische Mechanismus der Transglutaminase 2

Die Transglutaminase 2 katalysiert die Transamigigrund die Deamidierung von
proteingebundenen Glutamin, wie Abbildung 70 zdigt.ersten Reaktionsschritt wird
der positiv polarisierte Kohlenstoff des Carboxasnier Aminosaurenseitenkette von
der Thiolgruppe des katalytisch aktiven Cysteing @&r Transglutaminase 2 angegrif-
fen. Dies befindet sich in dem so genannten kasalyen Tunnel, wahrend das Substrat
grof3tenteils an die Oberflache des Proteins birteiet.Thioester-Intermediat wird ge-
bildet und Ammoniak wird freigesetzt. In der Tramsédierungsreaktion wird der Thio-

ester von einem nukleophilen primaren Amin attatkimum Beispiel von einem prote-

Transamidierung t

PRI GC

HoN
Cerotein>

ingebundenen Lysin.

HS

@ H,O
HS

Deamidierung HO™ O

Abbildung 70: Katalytischer Mechanismus der Trantghinase 2 [128]
R = Protein oder kleines Molekdil

Dieses wird vermutlich Uber die andere Seite dealy#schen Tunnels gebunden, re-

sultierend in einer Isopeptidbindung zwischen deitédkette des Glutamins und dem
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primaren Amin. In neurodegenerativen Erkrankungen Morbus Alzheimer spielt die
Transamidierungsaktivitat der Transglutaminaser2 dtolle. In der Pathogenese der
Zoliakie ist jedoch die Deamidierung der Glutenpgpizur Erhdhung der Affinitat zu
ihrem Rezeptor entscheidend. Hier agiert WasseNaldeophil, so dass Glutamin in
Glutamat umgewandelt wird. [6, 124, 128]

Inhibitoren der Transglutaminase 2

Die Inhibitoren der Transglutaminase 2 kénnen adhhres Bindungsmechanismus in
drei Klassen eingeteilt werden: Kompetitive Amirsteaite Inhibitoren, reversibel bin-
dende Inhibitoren und irreversibel bindende Inloiteh.

Kompetitive Amin-basierte Inhibitoren bestehen ausem priméren Amin, welches an
eine aliphatische unverzweigte Kohlenstoffkette aies bis flinf gesattigten Kohlen-
stoffatomen gebunden ist. Die Inhibitoren werdendee Transamidierungsreaktion der
Transglutaminase 2 anstelle des natiurlichen Amios8ates Uber eine Isopeptidbin-
dung an das Glutamin-Substrat gebunden. Abbildunhgéigt den Inhibitor Putrescin
als Vertreter dieser Klasse.

Nukleotide wie GTP, GDP und ATP inhibieren die Asglutaminase 2 reversibel tber
einen allosterischen Mechanismus. Durch ihre Bigdsmwohl an die katalytische Do-
mane als auch an dieBarrel-Domane 1 stabilisieren sie das Protein in derlgesse-
nen Konformation und verhindern so den Zugang ddasBate zum aktiven Zentrum.
Weitere Inhibitoren, die vermutlich an der gleicHewsition wie die Nukleotide binden,
wurden beschrieben. Auch Zinkionen kdnnen die Tglutaminase 2 durch Verdran-
gung der an der Aktivierung beteiligten Calciumiomeversibel inhibieren.

Irreversible Inhibitoren binden kovalent an daswekZentrum der Transglutaminase 2
und verhindern so die Umsetzung der Substratev@&igigen tber eine funktionelle
Gruppe, die von einem nukleophilen Atom wie dematiegpolarisierten Schwefel des
Cys 277 angegriffen werden kann. Der struktureifaghste Vertreter dieser Klasse ist
lodoacetamid, welches nach Abgang von lodid einéétherverbindung mit der
Transglutaminase 2 ausbildet. lodoacetamid ist heelktiv, jedoch aufgrund seiner
geringen MolekulgrélRe wenig selektiv. Die Gruppe 8eHalo-4,5-dihydroisoxazole
basiert auf dem Glutamin-Isoster Acivicin. Hier die halogenierte Kopfgruppe Uber
Peptidbindungen mit einem aromatischen Rest veffkndgr fir die Selektivitat gegen-
Uber der Transglutaminase 2 entscheidend ist. Digsbitoren weisen eine gute Bio-

verfugbarkeit und geringe Toxizitdt auf, sind jeddoei physiologischem pH-Wert
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schlecht |6slich. Basierend auf Substraten der Sglamaminase 2 wurden peptidomi-
metische Inhibitoren mit verschiedenen elektrophit@pfgruppen in der Position des
Glutamins entwickelt. Beispiele fir diese Kopfgreppsinda, -ungesattigte Amide,
Epoxide, 1,2,4-Thiadiazole und die in dieser Arldmtschriebenen Diazoketone und
Michael-Akzeptoren. Abbildung 71 zeigt beispielhafen im Komplex mit der
Transglutaminase 2 kristallisierten Inhibitor derbgitsgruppe von Prof. Khosla. [6,
128-132]

O
a0y
N —
o (”) 9 N NH,
o F|> O II3 O o
NH g 8
HoN™ 2 Hon of
Putrescin 8D
OH
@) S—N
H \
0] O)J\N N\/k)\Br
HZNJ\/| ©ﬂ H 3
lodoacetamid 3-Bromo-4,5-dihydroisoxazahlbitor
o) @
N2
~N

o] H o] H 0O
N N N
N %N %N %NHZ
Ok/’ H o] :‘ o < :
Peptidomimetischer Inhibitor mit Diazoketon-Kopfgpe

Abb. 71: Inhibitoren der Transglutaminase 2 [6,]128
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Die Transglutaminase 2 als Zielstruktur im Wirk&telsign

Die Kristallstruktur der Transglutaminase 2 in dktiven Konformation wurde kirzlich
erstmals bestimmt und schuf die Grundlage fur taktsirbasierte Wirkstoffdesign von
Inhibitoren der Transglutaminase 2. [6] In diesebéit wird im folgenden beschrieben,
wie die Kristallisation mit weiteren Komplexen desoteins mit kovalent gebundenen
Inhibitoren reproduziert und drei weitere Kristails&kturen bestimmt werden konnten.
Trotzdem kann die Transglutaminase 2 noch nichetdbliertes Zielprotein im struk-
turbasierten Wirkstoffdesign betrachtet werden.dizaKristallisation stark inhibitorab-
hangig zu sein scheint, sind dafiir noch einige ti&fmaderungen zu meistern. Mogli-
che Losungsanséatze werden in Abschnitt 3.3 bedxgmie

Inhibitoren der Transglutaminase 2 sind potenti@lieneistoffe fir eine Vielzahl von
Erkrankungen. Sie kénnten nicht nur zur Erh6hunglédensqualitat von Zoliakiepa-
tienten sondern auch zur Therapie schwerwiegendankeiten wie Morbus Alzhei-
mer und Chorea Huntington eingesetzt werden. Diaés physiologische Aufgaben der
Transglutaminase 2 unabhangig von ihrer Trans- Deadmidierungsaktivitat sind, ist
vorteilhaft in Bezug auf zu erwartende Nebenwirkemgledoch muss die Bindung ei-
nes zur Therapie eingesetzten Inhibitors der Thateginase 2 auch ausreichend selek-
tiv gegenuber anderen Transglutaminasen, insbesoraiam Faktor Xlll, und auch

Cysteinproteasen erfolgen.
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3.2 Material und Methoden

3.2.1 Verwendete Materialien

Die in dieser Arbeit verwendeten Chemikalien wurdsafern nicht anders beschrieben,
von den Firmen Roth, Sigma-Aldrich, Fluka und Meetlworben. Die Firma ZEDIRA

GmbH, Darmstadt, die in diesem Projekt als Koopenapartner fungierte, stellte das
gesamte Proteinmaterial sowie die Inhibitoren zerf¥Ygung. Das Protein wurde vor-

wiegend inE. coli— Zellen exprimiert, teils wurden jedoch auch kisazellen genutzt.

3.2.2 Kristallisation der Transglutaminase 2

In den Kristallisationsansatzen wurden der Trartaghinase 2 — Wildtyp, eine C277S-
Mutante der Transglutaminase 2 sowie Komplexe dasshlutaminase 2 - Wildtyps
mit verschiedenen, kovalent gebundenen Inhibit@iegesetzt. Die Kristallisation er-
folgte mittels der Methode der Dampfdiffusion anteenden TropfenSitting Drop.
Tabelle 18 zeigt die eingesetzte KonzentrationRteseins sowie die im Reservoir ver-
wendeten Kristallisationsldsungen und die Temperdttei der die Ansatze hergestellt
und aufbewahrt wurden. Als Lésungsmittel wurde,esofnicht anders beschrieben,
mittels lonenaustausch demineralisiertes Wasseveretet.

Es wurde jeweils ein Volumen von 1 ml Kristalligatslosung im Reservoir eingesetzt.
Ein Tropfen setzte sich aus jeweils llder Proteinlosung und 1 der Kristallisations-
l6sung zusammen. Zur Kristallisation des Transghinase 2 — Wildtyps und, bei Ver-
wendung der gleichen Kristallisationsbedingungean, Mutante C277S wurde nach der
Entnahme von 11 Kristallisationsldsung aus dem Reservoir zur Bilg des Tropfens
ein Volumen von 2001 Glycerol zu der Reservoirldsung gegeben. Die tdlisations-
ansatze des Transglutaminase 2 — Wildtyps und deaffle C277S erfolgten zum Teill
unter Zugabe von GDP oder Calciumchlorid, beidesdezu einer finalen Konzentati-
on von 10 mM zu der Proteinlésung gegeben.

Zur Optimierung der Kristalle wurden die Methodees o genannteBtreak-Seedings
und desMacro-Seedingslurchgefiihrt. BeimStreak-Seedingvurden mit Hilfe eines
Pferdehaars Mikrokristalle der Transglutaminase inen neuen Kristallisationsansatz
mit verringerter Prazipitanskonzentration eingebta&lur dasMacro-Seedingvurden
die grof3ten spontan gewachsenen Kristalle der ghatasninase 2 nach einem Wasch-
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schritt in einen neuen Kristallisationsansatz Ultatf in dem ebenfalls eine niedrigere

Préazipitanskonzentration als zuvor verwendet vorlag

Protein Konzentration | Zusammensetzung del Temperatur
der Proteinlo- | Kristallisationslosung
sung
Transglutaminase 2 -| 1. 15mg/ml | 50 mM MES pH 6.6 5°C
Wildtyp (+ /- GDP) | (E. coli) 50 mM Magnesiumchlot
2.9mg/ ml rid
(Insektenzellen) 5 mM DTT
200 — 500 mM Natrium-
chlorid
5-10% PEG 3350
[114]
Transglutaminase 2 -| 9 mg / ml 1. wie Transglutamina- | 5°C
Mutante C277S (Insektenzellen) se 2 — Wildtyp
1.+ GDP 2. 100 mM HEPES
2.+C& PH 7,25
0,75 -2 M Ammonium-
sulfat
Komplexe des separat be- 100 mM HEPES 16 — 18°C
Transglutaminase 2 -| schrieben pH 6,75 — pH 7,50
Wildtyps mit kovalent 1,0 — 2,9 M Ammoni-
gebundenen Inhibito- umsulfat
ren

Tabelle 18: Ubersicht tiber die Kristallisationslmggingen der Transglutaminase 2

Die massenspektrometrische Untersuchung eines Komplder Transglutaminase 2
mit einem kovalent gebundenen Inhibitor zur Vortiarey der Kristallisation wurden

von Dr. Uwe Linne am Fachbereich Chemie der Phslipmiversitat Marburg durchge-
fuhrt.

3.2.3 Screeningron Kristallisationsbedingungen

Der Kristallisationsroboter Cartesian Micro§%sSQ 4000 wurde verwendet, um eine
Vielzahl von Kristallisationsbedingungen fur die T&-Mutante und die Komplexe der
Transglutaminase 2 mit kovalent gebundenen Inhiitzu testen. Dabei wurden die
von der Firma Qiagen zusammengestell@creening_6sungen Classics, Classics
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Light, Cryos, JCSG+, PACT, Anions, MBC | und MBCviérwendet. Jeder Screen um-
fasste dabei 96 verschiedene Kristallisationsbegtiggn. Wenn nicht anders beschrie-
ben, kamen bei jedem Ansatz aflereeningL0sungen zum Einsatz, insgesamt wurden
also jeweils 768 Bedingungen getestet. Das VoluderKristallisationslosung im Re-
servoir betrug 80 |. Der Kristallisationsroboter entnahm daraus eialihen von
300 nl und fligte dieses mit dem gleichen VolumenRteteinlésung zu einem sitzen-
den Tropfen zusammen. Die Kristallisationsansatzeden bei Raumtemperatur durch-
gefuhrt. Im Anschluss wurden die Kristallisatioregfgn bei 16°C — 18°C aufbewabhrt.

3.2.4 RoOntgenstrukturanalyse und Strukturverfeingru

Datensammlung und Prozessierung

Zur Vorbereitung auf die Datensammlung wurden dietdtkristalle in eine Losung
mit dem Kryoprotektivum Glycerol Uberfiuihrt. Dies&dung setzte sich wie folgt zu-

sammen:

Kryolésung fir Kristalle des Transglutaminase 2 Hdéyps: 50 mM HEPES pH 7,
5 mM Magnesiumchlorid, 200 mM Natriumchlorid, 20%® 3350, 30% Glycerol

Kryolésung fir Kristalle der Komplexe des Transghatnase 2 — Wildtyps mit kovalent

gebundenen Inhibitoren: 75% Reservoirlésung, 25196&kol

Anschliel3end wurden die Kristalle in flussigem Egtoff gefroren. Die Datensamm-
lung erfolgte ebenfalls bei 100 K. Das Streuvernmbder Kristalle wurde armhouse
Rontgendiffraktometer mit der RontgenrohreS| der Firma Incoatec und einem
mar345-Detektor getestet. Die Datensatze von Klestaler Komplexe des Transglu-
taminase 2 — Wildtyps mit kovalent gebundenen lidbiibn wurden mit Hilfe von Syn-
chrotronstrahlung an der Beamline 14.2 des SyndmwdESSY I, Berlin, aufgenom-
men. Die gesammelten Daten wurden mit dem PrograketpgiKL 2000 [62] prozes-
siert und skaliert.

Strukturbestimmung und Verfeinerung

Die Strukturbestimmung und Verfeinerung erfolgtatgehend wie in Abschnitt 2.2.4
beschrieben. Als Modell fir den Molekularen Ersatzden die Koordinaten der Struk-
tur mit dem PDB-Code 2Q3Z [6]verwendet. Jeweils & Daten wurden fir die Be-
rechnung des freien R-Wertes genutzt.
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Nach dem Einbau der an das Protein bindenden Legamdirde der kovalente Zusam-
menschluss aus den Liganden mit der Aminosaure2Zysls so genannte unnatirliche
Aminosaure definiert. Geometrisciestraintsfir die Verfeinerung der unnatirlichen
Aminosaure wurden mit dem in PHENIX implementierféerogramm eLBOW [133]

erzeugt und in den weiteren Verfeinerungsschrivemvendet. Die Analyse der Sekun-

darstrukturelemente erfolgte mit dem Programm ptdnic34]
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3.3 Ergebnisse und Diskussion

Einleitung

Zu Beginn dieser Arbeit war in der Proteindatenbkaaliglich eine Kristallstruktur der
Transglutaminase 2 verflgbar, die das Protein imesenaktiven, geschlossenen Kon-
formation zeigte. [114] Zunachst wurde daher vansutie Kristallisation des Transglu-
taminase 2 — Wildtyps unter den beschriebenen Bedigen nachzustellen. Im An-
schluss erfolgten dann weitreichende BemuhungenTdinsglutaminase 2 in der akti-
ven, offenen Konformation zu kristallisieren. Um wzerhindern, dass sich die Protein-
molekile durch Transamidierung in der Lésung sethgeinander vernetzen und es
somit nicht mehr zu einem geordneten Kristallwasimskommen kann, wurde zunachst
eine C277S-Mutante der Transglutaminase 2 einges€&as katalytisch aktive
Cystein 277 wurde durch Serin ersetzt. Desweiter@rden Komplexe der Transgluta-
minase 2 mit einer Vielzahl von Inhibitoren, dienvder ZEDIRA GmbH synthetisiert
wurden, fir die Kristallisation verwendet. Die Seqgmen der natirlichen Substrate der
Transglutaminase 2 dienten als Basis fur das Dedggreingesetzten Inhibitoren. Sie
gehen Uber ihre so genannte Kopfgruppe eine koteaRimdung zum katalytisch akti-
ven Cystein 277 ein, welches hdchstwahrscheinlegmtiv geladen vorliegt. Als Kopf-
gruppe findet entweder ein Diazoketon oder ein MefAkzeptor Verwendung. Die
nachfolgenden Abbildungen zeigen den Mechanismu®Boelung der Inhibitoren an
die Transglutaminase 2.

TG2
/ o
¢ ® 8 0 é% o s/ TG2
TG2
—_— —_—
\\N // \\N // \\N //
H o H o H o

Abbildung 72: Mechanismus der Bindung der Inhilgtomit einem Diazoke-
ton als Kopfgruppe an die Transglutaminase 2

Bei der Bindung der Inhibitoren mit einer Diazok#topfgruppe entweicht molekularer
Stickstoff in Folge der kovalenten Verknupfung. Dergriffspunkt der Transglutami-
nase 2 weist die gleiche Distanz zura-Atom der Hauptkette des Inhibitors auf wie

bei der Umsetzung des natirlichen Substrats Glatami
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Abbildung 73: Analogie der Bindung der Transglutaase 2 an den Inhi-
bitor und an das natirliche Substrat Glutamin

Die Inhibitoren mit mit einem Michael-Akzeptor dtopfgruppe binden Uber eine Mi-

chael-Addition an die Transglutaminase 2.

TG2
\8 0l O~ TG2 8 O~ T2 Ox O~
NZ) ~s | s
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Abbildung 74: Mechanimus der Bindung der Inhibitorait einem Michael-
Akzeptor als Kopfgruppe an die Transglutaminase 2

Das entstehende Stereozentrum nimmt entweder eindd® eine S-Konfiguration ein.
Der kovalent gebundene Inhibitor kann als Ketorr @&tel vorliegen.

Die eingesetzten Inhibitoren wurden von der ZEDIBfMbH in einem fluoreszenz-
basierten Assay vermessen. Diggld/erte aller Inhibitoren liegen im niedrigstelligen
nanomolaren Bereich. Das Ziel dieser Arbeit sodisesein, den Bindungsmodus der
Inhibitoren aufzukléaren, um die gewonnenen Infororan fir das weitere Inhibitorde-
sign zu nutzen. Insbesondere der peptidomimeti€ttagakter der Verbindungen sollte
reduziert werden. Schlussendlich sollte ein affireds Arzneistoff geeignetes Molekdl

zur Verfiigung stehen.
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Ergebnisse

Kristallisation des Transglutaminase 2 — Wildtyps

Zur Kristallisation des Transglutaminase 2 — Wiptywvurden Bedingungen verwendet,
die, wie in der Literatur beschrieben, bereits lgrieich zu einem Kristallwachstum und
anschlielBender Aufklarung der Kristallstruktur deansglutaminase 2 fuhrten [114].
Die Verwendung von GDP, das in der Kristallstrukéur das Protein bindet, sollte zu
einer Stabilisierung des Proteins in der inaktik@mformation fihren. Anfangs kam es
innerhalb von 24 h zum Wachstum nadelférmiger léhist Vergleichbare Kristalle
waren zuvor von Jark Bottcher bereits srhouseRontgendiffraktometer getestet wor-
den und zeigten ein geringes, fur eine Datensangmicht ausreichendes Streuvermo-
gen mit einer maximalen Auflésung von ca. 8A. Dalarde versucht, die Kristallqua-
litat mittels SeedingMethoden zu optimieren. D&reak-Seedingollte helfen, die Pro-
zesse der initialen Kristallisation und das Kristachstum zu entkoppeln und die Kris-
tallisationsbedingungen im Hinblick auf das Krist@lchstum zu verbessern. Die Kris-
talle wuchsen daraufhin langsamer heran. Auch digtddlform veranderte sich teilwei-
se: Einige Kristalle wiesen nun einen quaderformigiabitus auf. Diese wurden mit
Hilfe desMacro-Seedingkinsichtlich inrer Grol3e weiter optimiert. ZahlregcKristalle
wurden auf ihr Streuvermégen anhouseRontgendiffraktometer getestet, jedoch zeig-
te keiner von ihnen eine Diffraktion mit einer gine Datensammlung und Strukturauf-

klarung hinreichenden Auflésung.

Kristallisation der C277S-Mutante der Transglutaasiz 2

Es wurde versucht, die C277S-Mutante sowohl inikgktiven geschlossenen als auch
in der aktiven offenen Konformation zu kristalliga. Zur Kristallisation in der inakti-
ven Konformation wurde der Proteinlésung GDP hirefiigt und die Bedingungen des
Transglutaminase 2 — Wildtyps verwendet. Um dageitron die aktive Konformation
zu Uberfuhren und dort zu stabilisieren, wurde atchlorid zu der Proteinldsung
gegeben. AnschlieRend wurde das Protein unter \retwey der Kristallisationsbedin-
gungen fur die Komplexe des Proteins mit kovaleriténbitoren zur Kristallisation
angesetzt. Jedoch konnte in keinem der Kristallinatinsatze Kristallwachstum festge-
stellt werden. In Abhangigkeit von der Préazipitamskentration wurde zum Teil die

Préazipitation des Proteins beobachtet. Auch miteHibn Streak-Seedingit Kristallen
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sowohl des Transglutaminase 2 — Wildtyps als awrhKebmplexe mit den Inhibitoren
konnte das Kristallwachstum nicht initiiert werden.

Mit Hilfe des Kristallisationsroboters wurde eBtreeningdurchgefuhrt, mit dem Ziel,
neue Kristallisationsbedingungen fur die C277S-Mtgasowohl in der inaktiven als
auch in der aktiven Konformation zu finden. D&&eeningwurde daher in Anwesen-
heit und in Abwesenheit von Calciumchlorid durchigref. Es wurden jeweils die
ScreeningLosungen Classics, Cryos, JCSG+, PACT und Anicgrsvendet. In zwei
Tropfen, die die mit Calciumchlorid versetzte Pralizssung enthielten, konnten form-
schone Kristalle beobachtet werden. Diese wurddocje nach Testen amhouse
Rontgendiffraktometer anhand ihres Diffraktionsneustals Salzkristalle identifiziert.
In den beschriebenen Fallen enthielten die Resdigangen Phosphatsalze, so dass
vermutlich Calciumphosphatkristalle entstanden. \E@iteres Kristallwachstum konnte
nicht beobachtet werden.

Kristallisation von Komplexen der Transglutamin2sait kovalent gebundenen Inhibi-
toren

In der Kiristallstruktur der Transglutaminase 2 ir dhaktiven Konformation ist das
aktive Zentrum durch eine Schleife deBarrel Domane 1 blockiert. Die Transgluta-
minase 2 in Komplex mit einem Inhibitor zu kristsikren, setzt daher eine Konforma-
tionsdnderung des Proteins voraus. Jark Boéttchige bareits versucht, die Proteinl6-
sung des Transglutaminase 2 — Wildtyps mit versigrien Inhibitoren der ZEDIRA
GmbH zu versetzen und die jeweiligen Komplexe zstéllisieren. Jedoch konnte in
den Ansatzen kein Kristallwachstum beobachtet werBaraufhin wurde die Transglu-
taminase 2 bereits bei der ZEDIRA GmbH mit dem jégen Inhibitor inkubiert und
der Komplex anschliel3end saulenchromatographisigfesainigt, wobei der tberschis-
sige Inhibitor abgetrennt wurde. Nach der Vorabialtion der Kristallisationsbedin-
gungen eines kovalenten Komplexes der Transglutsei (PDB-Code 2Q3Z2) in der
Proteindatenbank wurde ein Komplex aus in Inseldigz produzierter Transglutami-
nase 2 mit dem Inhibitor ZED 28 in einer Konzentratvon 7 mg/ml hergestellt. Dieser
wurde unter Verwendung der beschriebenen BedingurgeKristallisation angesetzt.
Es konnte jedoch kein Kristallwachstum festgesteditden.

Die Veroffentlichung der ersten Kristallstrukturrdéransglutaminase 2 im Komplex
mit einem kovalenten Inhibitor in der aktiven Konfaation [6] lieferte schlie3lich wei-

tere Details zur Herstellung der Komplexe, die den ZEDIRA GmbH so hinreichend
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wie moglich adaptiert wurden. Zum Beispiel wurde @iransglutaminase 2 von nun an
in E. coli— Zellen exprimiert. Die frisch hergestellte Trgldaminase 2 wurde dann
mit dem jeweiligen Inhibitor im Verhaltnis 1:50 zimkubation angesetzt, erst fur 30
min bei Raumtemperatur und anschlieend tUber Namh4°C. Es wurden nun Kom-

plexe mit verschiedenen Inhibitoren hergestellt and Kristallisation angesetzt. Der
Komplex der Transglutaminase 2 mit dem InhibitorZEB wurde massenspektro-
metrisch untersucht, um die kovalente Bindung désbltors an das katalytisch aktive
Cystein 277 zu Uberprufen. Diese konnte bestatagtian.

Die Komplexe der Transglutaminase 2 mit den Inbiigih ZED 4, ZED 27 und ZED 28

kristallisierten innerhalb weniger Tage zu rautemigen Kristallen, wie die Abbildun-

gen beispielhaft zeigen.

Abbildung 75: Fotos von Kristallen der Komplexe deansglutaminase 2 mit kovalent
gebundenen Inhibitoren

Die Kristallisation zeigte sich als stark abh&ngan der Prazipitanskonzentration. Bei
niedrigeren Ammoniumsulfatkonzentrationen bliebés Tropfen in den Kristallisati-
onsansétzen klar. Mit zunehmender Ammoniumsulfatkotration kam es zur Kristal-

lisation von vielen kleinen Kristallen und schlieil zur Entstehung von braunem Pra-
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Zipitat. Nach einigen Tagen wuchsen in den Tropfendem Prazipitat jedoch noch
Kristalle heran, die in der Regel zu den groRtemediealtenen Kristalle zahlten. Fur die
Datensammlung wurden dann auch die jeweils groRiestalle ausgewahlt, da sich
herausgestellt hatte, dass ihr Streuvermdgen amerbegr. Es erwies sich dabei als
schwierig, die Kristalle aus dem Prazipitat heralésen, da sich haufig ein hautartiger
Uberzug tber den Kristallen gebildet hatte. Der \Wer des HEPES-Puffers wurde
zwischen pH 6,75 und pH 7,5 variiert. Jedoch korkd@i® signifikanter Einfluss des
pH-Werts im verwendeten pH-Bereich auf die Krissallion festgestellt werden.

Die Komplexe der Transglutaminase 2 mit weiterehiditoren kristallisierten nicht
unter Verwendung der beschriebenen BedingungekaBszwar in Abhangigkeit von
der Prazipitanskonzentration zu einer Prazipitaties Proteins, aber es konnte kein
Kristallwachstum beobachtet werden. Mit Hilfe vBtreak-Seedingiurde versucht, die
Kristallisation dieser Komplexe zu initiieren, diédieb jedoch erfolglos. Weiterhin
wurden kleine Kristalle des Komplexes der Transghihase 2 mit dem Inhibitor
ZED 28 in die Tropfen der Kristallisationsansatee dnderen Komplexe tberfuhrt, mit
dem Ziel, diese dort weiter wachsen zu lassen. Badige ermoglichen, die Struktur
eines gemischten Komplexes der Transglutaminasé 2wei verschiedenen Inhibito-
ren zu bestimmen, um Aufschluss Uber den Bindundgssales Inhibitors zu bekom-
men, der bisher nicht im Komplex mit der Transghitzase 2 kristallisiert war. Jedoch
wuchsen die transferierten Kristalle in den dieeard Komplexe beinhaltenden Trop-
fen nicht weiter heran. Auch eine Mischung zweiéslingen mit verschiedenen Kom-
plexen, einer kristallisierbar, einer nicht, im Wakltnis 1:1, fihrte nicht zu einer erfolg-
reichen Kristallisation. Tabelle 19 zeigt eine UWent tiber die verwendeten Komplexe
der Transglutaminase 2 und ihr Verhalten in Beaufglae Kristallisation.

Die Komplexe mit den Inhibitoren ZED 1098 und ZEPRY wurden direkt nach Ab-
schluss des Herstellungsverfahrens von der ZEDIR#B gekuhlt geliefert, damit das
Proteinmaterial nicht eingefroren werden musstenigsollte ein negativer Einfluss des
Einfrierens auf die Qualitdt des Proteinmaterialsggschlossen werden. Jedoch resul-
tierte dies wiederum nicht in der Kristallisationes der Komplexe. Die Komplexe, die
erfolgreich kristallisiert werden konnten, wurdeagdgen allesamt gefroren geliefert

und erst vor Beginn der Kristallisationsanséatzeeisut.
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Bezeichnung Konzentration Kristallisation | Aufklarung Screeningnach
des Inhibitors | der eingesetzten der Kristall- neuen Kristalli-
Losung des Kom- struktur sationsbedin-
plexes gungen
ZED 4 10,0 mg/ml + + -
ZED 27 10,0 mg/ml + + -
7,9 mg/mi
ZED 28 + + +
10,0 mg/ml
ZED 77 10,0 mg/ml - - -
ZED 80 10,0 mg/ml - - -
3,4 mg/mi
ZED 987 - - -
8,0 mg/mi
7,4 mg/mi
ZED 1035 - - +
9,2 mg/mi
7,8 mg/mi
ZED 1098 - - -
10,0 mg/mli
ZED 1227 8,5 mg/mi - - -
ZED 1301 10,0 mg/mli - - -

Tabelle 19: Ubersicht tiber die zur Kristallisat&ingesetzten Komplexe der Transglutaminase 2

Mit den Komplexen der Transglutaminase 2 mit ddnbitoren ZED 28 und ZED 1035
wurde einScreeningam Kristallisationsroboter durchgefihrt, mit demelZneue Kris-

tallisationsbedingungen zu finden. ZED 28 wurdeimer Konzentration von 7,9 mg/ml
und ZED 1035 in zwei verschiedenen Konzentratiorfeéh,mg/ml und 9,2 mg/ml ein-

gesetzt. Jedoch konnten in keinem Fall neue Kilisatibnsbedingungen gefunden wer-

den.

Die nachfolgenden Abbildungen zeigen einen Teil $eukturformeln der Inhibitoren,
die im Komplex mit der Transglutaminase 2 zur Kdistation angesetzt wurden. Die
hier aus Grunden der Geheimhaltung nicht abgeleildithibitoren sind gegeniber den

mit kovalent gebundenen Inhibitoren

gezeigten Verbindungen in ihrem peptidomimetiscBbarakter reduziert.




3 Transglutaminase 2

139

ZED 4

ZED 27

ZED 28
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ZED 80

Abbildung 76: Strukturformeln einiger Inhibitoredie im Komplex mit der Transglutaminase 2 zur
Kristallisation angesetzt wurden

Datensammlung und Strukturverfeinerung

Mit Hilfe von Synchrotronstrahlung konnten an dezaihline 14.2 des Synchrotrons
BESSY Il Datensatze von Komplexen der Transglutasen2 mit den Inhibitoren
ZED 4, ZED 27 und ZED 28 gesammelt werden. Die @aiihg der Datensatze liegt
zwischen 2.25A und 2.50A. Tabelle 20 zeigt die Peter, die die Daten und die Aus-
wertung beschreiben. Jedem Datensatz konnte dagtetale Raumgruppe 242 zu-
geordnet werden.

Wahrend der Datensammlung konnte beobachtet weddes, die Reflexe haufig nicht
hinreichend separiert vorlagen. Dies war insbes@ndedingt durch die Lange einer
der Zellkonstanten in den Kiristallen, die bei demi Kristallstrukturen zwischen
310.3A und 316.5A liegt. Um die Reflexe so sepamge mdglich zu detektieren, wur-
de die Distanz zum Detektor moglichst grof3 gewandthei jedoch auch die Auflésung
der Kristallstruktur bertcksichtigt werden mussta.Fall des Komplexes mit dem In-
hibitor ZED 28 wurde der Detektor aul3erdem um ewénkel von 5° (2 theta) nach
oben gefahren. Der Winkel phi, um den der Kristaihrend der Aufnahme eines
Diffraktionsbildes gedreht wird, wurde auRerdem hobgt klein gewahlit. Tabelle 21
zeigt die fur die Datensammlung der jeweiligen Kéewp verwendeten Parameter.

Die Koordinaten der drei Strukturen wurden in dest€indatenbank 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

Wellenlénge [A] 0.91841 0.91841 0.91841
Raumgruppe P2,2 P42,2 P42,2

Einheitszellparameter

a, b=725,¢c=3165

a,b=71.4,¢c=310,3

a,b=71.0,c=3104

[A] a, , =90.0 a, , =90.0 a, , =90.0
) 25.00 — 2.25 50.00 — 2.30 50.00 — 2.50

Auflésungsbereich [A]
(2.30 - 2.25) (2.35 - 2.30) (2.56 — 2.50)

Anzahl einzigartiger

38467 (2464)

34641 (2006)

25858 (1339)

Reflexe
Rsym [%0] 9.7 (39.2) 7.5 (34.5) 6.9 (14.7)
Vollstandigkeit [%] 92.7 (92.2) 93.5(84.3) 8941(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
3 2.7 2.6 25
[A%Da]
Lésungsmittelgehalt
54.3 51.9 51.4

(6]
Strukturverfeinerung
Auflésungsbereich [A] | 24.90 — 2.25 49.87 — 2.30 7462.50
Anzahl der Reflexe fur

_ ) 36528 32873 24522
die Verfeinerung
Anzahl der Reflexe im

1931 1732 1242

Testdatensatz
R-Faktor [%] 21.4 22.7 22.6
Freier R-Faktor [%0] 28.1 29.7 28.6
RMSD-Werte
Bindungslangen [A] 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 443 41.2 49.1
Weitere Liganden 61.8 56.6 68.1
Ramachandran Plot
Aminosauren in bevor-
. 86.5 89.1 88.8
zugten Regionen [%]
Aminosauren in zusatz
lich erlaubten Regionen 13.0 10.1 11.0
(%]
Aminosauren in allge-
mein erlaubten Regio- | 0.4 0.6 0.2
nen [%]
Aminosauren in nicht
erlaubten Regionen 0.2 0.2 -
[%]
Sonstiges
Anzahl der Aminoséau-
650 620 611
ren
Anzahl der Atome des
. 42 46 48
Inhibitors
Anzahl der Wassermo-
125 153 50
lekile
Anzahl der Atome
) _ 36 30 30
weiterer Liganden
PDB-Code 3S3J 3S3S 3S3P

Tabelle 20: Kristallographische Tabelle zu den I8tieen der Komplexe der Transglutaminase 2 mit den
Inhibitoren ZED 4, ZED 27 und ZED 28
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Bezeichnung des Distanz zum phi 2 theta
Komplexes Detektor

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 deameter fir die Datensammlung aufgrund der langen
Zellachse der Komplexe

Die Differenzelektronendichte in der Bindetaschdingert in Anbetracht der relativ
niedrigen Auflosung der drei Kristallstrukturen jeNg gut die Struktur und Anordnung
der Liganden in der Bindetasche, wie die Abbildungé, 78 und 79 zeigen.

Abb. 77: B-Fc-Elektronendichtekarten fur den Inhibitor ZED 4l(evel 1.50)

Abb. 78: FB-F.-Elektronendichtekarten fur den Inhibitor ZED 27L{evel 1.50)
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Abb. 79: B-Fc-Elektronendichtekarten fur den Inhibitor ZED 28L(evel 1.50)

Lediglich die Position der Methylgruppe der Estaktion am C-Terminus der Inhibito-
ren wird jeweils nicht durch die Elektronendichtekadefiniert und wurde daher aus
den Koordinaten der Inhibitoren entfernt.

Die Auflosung der Kristallstrukturen der Komplexerdransglutaminase 2 ist im Ver-
gleich zu den weiteren in dieser Arbeit beschrielpelristallstrukturen verhaltnisméa-
Big niedrig. Die Abbildungen 80 und 81 zeigen bek@aft die 2B-F-
Elektronendichtekarte eines Heptapeptids aus destaklstruktur des Komplexes der
Transglutaminase 2 mit dem Inhibitor ZED 27 mitegiduflésung von 2.30A im Ver-
gleich zu der eines Heptapeptidausschnitts au¥Kdstallstruktur der HIV-1 Protease
im Komplex mit dem Inhibitor NK 101 bei einer Aufliing von 1.38A (PDB-Code
3QN8). Diese Abbildung soll verdeutlichen, welclgnfluss die Auflésung der expe-
rimentellen Daten auf die Qualitdt der Elektronehtk und damit auf die Richtigkeit
der Koordinaten als deren Interpretation und audhdge Arbeit des Kristallographen
hat. Mit zunehmender Auflésung wird die Elektronehte besser definiert und klarer
und zeigt separate Maxima, die der Position indiglttr Atome zugeordnet werden

koénnen. [4]
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Abbildung 80: 2B-F.-Elektronendichtekarte fur ein Heptapeptid auskiéstallstruktur der
Transglutaminase 2 mit dem Inhibitor ZED 27 beeeiAuflésung von 2.30A (Level 1.50)

Abbildung 81: 2k-F.-Elektronendichtekarte fur ein Heptapeptid auskféstallstruktur de:
HIV-1 Protease mit dem Inhibitor NK 101 bei eineuflsung von 1.39A (-Level 2.0)

Wahrend der Verfeinerung der Kristallstrukturen deudeutlich, dass einige Teile der
Proteinkette nicht durch die Elektronendichte definwurden. Hierbei handelt es sich
um flexible Bereiche innerhalb der Struktur, wiarzBeispiel die Verbindungen zwi-
schen den einzelnen Doménen des Proteins, aberaawudbr Oberflache des Proteins
liegende Schleifen-Bereiche. Ist die Elektronengichines solch ungeordneten Be-
reichs im Protein Gber multiple, periodisch nicleoginete Konformationen verteilt,
kann es passieren, dass wegen fehlender Periddieitschwindet und fir den Kristal-

lographen nicht sichtbar und interpretierbar i}. [
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Tabelle 22 zeigt, welche Bereiche der Proteinkattech die Elektronendichtekarte de-
finiert werden und listet die Anzahl der Kettendv@aund der fehlenden Aminoséuren
auf. Die Transglutaminase 2 besteht aus 687 Amuresd am N-Terminus befindet
sich zusatzlich die Aminosaure Methionin und eiges@mnnter His-Tag aus 6 Histidi-
nen. Die nicht durch die Elektronendichtekarte mleften Aminosauren am N- und am
C-Terminus gehen in der Tabelle in die Anzahl faler Aminosauren mit ein, jedoch

wird dies nicht als Kettenbruch betrachtet.

Bezeichnung des

Komplexes

Aminosauren, die
durch die Elek-
tronendichtekarte

definiert werden

Anzahl der Ketten-

briiche

Anzahl der Amino-
sauren, die nicht
durch die Elektro-
nendichtekarte de-

finiert werden

ZED 4

2-305

310 - 318
328 - 361
367 — 406
414 - 461
471 - 685

44

ZED 27

1-231

233 — 239
253 — 266
277 — 305
309 — 317
328 — 361
370 — 406
414 — 461
472 — 683

73

ZED 28

2-239

253 - 266
277 - 304
309 - 317
328 — 406
414 - 461
472 — 594
604 — 683

75

Tabelle 22: Darstellung von nicht durch die Elekendichtekarte definierten Bereichen in den Kristal

strukturen der Komplexe der Transglutaminase Zmitlent bindenden Inhibitoren




3 Transglutaminase 2 147

Abbildung 82 zeigt bespielhaft einige Bereiche katalytischen Doméne der Kristall-
struktur des Komplexes der Transglutaminase 2 et thhibitor ZED 27, in denen der
Verlauf der Hauptkette nicht durch die Elektronehtiekarte definiert wird.

X

Abbildung 82: Einige Bereiche der Kristallstruktler Transglutaminase 2
mit dem Inhibitor ZED 27, die nicht durch die Elektendichtekarte defi-
niert werden (dargestellt durch Pfeile)

Im Vergleich zu der Kristallstruktur des Komplexast dem Inhibitor ZED 4 weisen

die Kristallstrukturen der Komplexe mit den Inhdyign ZED 27 und ZED 28 zwei zu-
satzliche Kettenbriiche auf. Die Kopfgruppe der bitbren ZED 27 und ZED 28, der
beschriebene Michael-Akzeptor, hat einen groRermmnidedarf im Vergleich zu dem
Inhibitor ZED 4, der Uber ein Diazoketon an dasakdisch aktive Cystein 277 bindet.
Dadurch wurden Veranderungen in der dreidimensen8itruktur des Proteins herbei-

geflihrt, die letztendlich dazu fuhrten, dass weiteereiche der Hauptkette nicht durch
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die Elektronendichtekarte definiert werden. Auf dlaterschiede im Bindungsmodus
der jeweiligen Inhibitoren und deren Einfluss aig 8truktur des Proteins wird nach-
folgend detaillierter eingegangen.

Bei der Verfeinerung der Kristallstrukturen mit détrogramm PHENIX [65] werden
zusatzlich der R-Faktor und der freie R-Faktor oBeelicksichtigung der anisotropen
Skalierung der Daten und der Bulk-Solvent-Korrekberechnet. Dabei fiel auf, dass
diese R-Faktoren jeweils signifikant hoher warengdass Uberprift werden musste, ob
die verwendeten Daten eine Anisotropie aufwiesahelle 23 zeigt die R-Faktoren mit
und ohne Berlcksichtigung der anisotropen Skalgeuund der Bulk-Solvent-Korrektur.

Bezeichnung R-Faktoren mit anisotroper Ska- | R-Faktoren ohne anisotrope Ska-
des Komplexes | lierung und Bulk-Solvent- lierung und Bulk-Solvent-

Korrektur Korrektur

R-Faktor [%] | Freier R-Faktor [%] R-Faktor [%] Freie-Faktor [%0]

TG2 -ZED 4 215 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 demiplexe der Transglutaminase 2 mit kovalent
gebundenen Inhibitoren mit und ohne Beriicksichtigder anisotropen Skalierung und
Bulk-Solvent-Korrektur

Die anisotrope Skalierung gleicht wahrend der Stnyerfeinerung die durch die Ani-
sotropie der Daten hervorgerufenen Effekte ausb][EEihe Anisotropie, die Richtungs-
abhangigkeit der Diffraktionsqualitat, entsteht,nwealdas Beugungsbild eines Kristalles
in einer Richtung eine hdhere Auflosung erreiclst ial einer anderen Richtung. Eine
Ursache dafir kann sein, dass die Anzahl der Koatak Kristallgitter in der einen
Richtung entsprechend hdher ist als in der and¢i@6] Beim Prozessieren der Daten
werden die Reflexe jedoch in kreisformigen Auflégsschalen zusammengefasst. So-
mit kann es passieren, dass in Datensatzen mit siakk anisotropen Datenverteilung
zahlreiche schwache Reflexe mit erfasst werdensordie Qualitat der Daten und letzt-
endlich den R-Faktor negativ beeinflusst wird. Miilfe des Diffraction Anisotropy
Servers [137] wurden die Daten der drei Kristalisturen auf das Ausmald der Ani-

sotropie in ihrem Beugungsverhalten Uberprift, @nddie Richtungsabhangigkeit der
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Intensitatsabnahme der Reflexe in Abhangigkeit gen Aufldosung gemessen wurde.
Die Daten der Komplexe der Transglutaminase 2 rei dhhibitoren ZED 4 und
ZED 27 wiesen eine geringe Anisotropie, die des Klexes mit dem Inhibitor ZED 28
eine starke Anisotropie des Beugungsbildes auf. Aalysen des Servers war zu ent-
nehmen, dass die Rontgenstrahlen, die entlang esshbiebenen lange Zellachse im
Kristall gestreut wurden, zu einer hoheren Auflagtithrten als die der insgesamt pro-

zessierten Daten.

starkere Diffraktion

<

schwachere Diffraktion

Abbildung 83: Die Anordnung der Molekile der Tralusgminase 2 im Kristall fuhrt zur
Anisotropie der Daten
Die Oberflache der verschiedenen Molekille ist irsekiedenen Blau- und Griinténen dargestellt.
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Somit wurden in diesem Fall nicht zu viele schwaBeglexe erfasst, sondern es sind
allenfalls einige starke Reflexe durch das Aufl@glimit nicht detektiert worden.
Theoretisch bestiinde die Mdglichkeit, die Datendfter Komplexe bis zu einer héhe-
ren Auflésung zu prozessieren und diese mit Hids ®iffraction Anisotropy Servers
in ellipsoiden Auflésungsschalen zusammenzufasseh anschliel3end anisotrop zu
skalieren. So kdnnte die Qualitat der Datensataéhdrwerden.

Im Bereich der Aminosauren 231 bis 234 besteheailém drei Strukturen Abweichun-
gen der Torsionswinkel zu den erwarteten RamacharBegionen. In der Kristall-
struktur der Transglutaminase 2 mit dem Inhibit&¥4 befindet sich die Aminosaure
Asparagin 231, die hier aufgrund mangelnder Eleldnalichte der Seitenkette als Ala-
nin behandelt wurde, sogar im nicht erlaubten Béreles Ramachandran-Plots wie
auch die ebenfalls als Alanin erfasste Aminosaulga@at 234 in der Struktur des
Komplexes mit ZED 27. Mit Hilfe einer Analyse deel&indarstruktur der Transgluta-
minase 2 konnte jedoch festgestellt werden, daséutinosauren 230 bis 232 die Spit-
ze eines sogenanntefirurns bilden. Abweichungen der Torsionswinkel iesgm Be-

reich des Proteins wurden bereits in der Literaagchrieben. [138]

Vergleich der Bindungsmodi der Inhibitoren

Ein Vergleich der Bindungsmodi der drei Inhibitoragigt, dass diese in den jeweiligen
Strukturen einen sehr &hnlichen Bindungsmodus bemeAbbildung 84 zeigt eine
Uberlagerung der Koordinaten der drei Inhibitoren.

Die Inhibitoren binden tber ihre Kopfgruppe kovdlan das katalytische Cystein 277,
welches sich in einer Art Tunnel befindet. Die bitoren ZED 27 und ZED 28 besitzen
als Kopfgruppe einen Michael-Akzeptor, wahrend ladiibitor ZED 4 Uber ein Diazo-
keton unter Abspaltung von molekularem Sticksta# Hovalente Bindung mit dem
katalytischen Cystein 277 eingeht. Die weitere Bimgl der Inhibitoren erfolgt an der
Oberflache des Proteins, wobei mehrere Wassersfickbnbindungen gebildet werden

und die offene Konformation des Proteins stabitisigrd.
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Abbildung 84: Uberlagerung der Koordinaten der iitoren
ZED 4 (violett), ZED 27 (turkis) und ZED 28 (heltl)

Abbildung 85 zeigt die kovalente Bindung der Intobén ZED 4 und ZED 27 an die
Transglutaminase 2. Die Bindung des Inhibitors ZEDerfolgt analog zu der von
ZED 27.

Trp241
His335

Cys277

Cys277

Abbildung 85: Kovalente Bindung der Inhibitoren ZEBOlinks, violett) und ZED 27 (rechts, tirkis) an
das katalytische Cystein 277 der Transglutamifase

Die nach erfolgter kovalenter Bindung und Abspaitdies molekularen Stickstoffs ver-
bliebene Carbonylgruppe des Diazoketons des lmnhiZED 4 interagiert mit dem

Amidstickstoff des Proteinrtickgrats des katalytis&hiven Cysteins und dem sekunda-
ren Stickstoff der Seitenkette der Aminosaure #fp.Durch den erhéhten Raumbedarf
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der Kopfgruppe der Inhibitoren ZED 27 und ZED 28dvnin diesen Komplexen das
Tryptophan aus seiner urspriinglichen Position gl Seine Position lasst sich in
den Kristallstrukturen mit diesen Inhibitoren nichurch die Elektronendichtekarte de-
finieren. Der Estersauerstoff der Kopfgruppe ddsbitors ZED 27 geht eine Wasser-
stoffbriickenbindung mit His 335 ein. Diese Aminagdist Teil der katalytischen Tria-
de der Transglutaminase 2. Diese Interaktion kamehdeine leichte Veranderung in

der Konformation des Inhibitors ZED 28 von diesaohtimehr ausgebildet werden.

Asn333

GIn276

Asn333
lle331

Abbildung 86: Wechselwirkungen des Inhibitors ZEQviblett) mit der Transglutaminase 2

Abbildung 86 zeigt beispielhaft die ausgebildeterdselwirkungen des Inhibitors
ZED 4 mit der Transglutaminase 2. Der N-terminafeidstickstoff des peptidomimeti-
schen Inhibitors interagiert mit der Seitenkette Aminosdure Gin 276. Die Position
dieser Aminosaure ist wiederum in den Kristallsttu&n der Transglutaminase 2 mit
den Inhibitoren ZED 27 und ZED 28 aufgrund der herbeschriebenen Veranderun-
gen in der Struktur des Proteins nicht durch diek&Ebnendichtekarte definiert. Diese
Wechselwirkung kann also in diesen beiden Struktatienfalls partiell vorliegen. Die
weiteren gezeigten Wasserstoffbriickenbindungen evexebn jedem Inhibitor in glei-
cher Weise eingegangen. Der Carbonylsauerstofsdeutzgruppe am N-Terminus des
Inhibitors interagiert mit dem Amidstickstoff deeiBnkette der Aminosaure Asn 333.
Diese geht Uber den Carbonylsauerstoff der Seitenkend den Amidstickstoff des
Ruckgrats weitere Wechselwirkungen zur Hauptkegte Idhibitors ein. Der Benzylring
der Schutzgruppe des Inhibitors ZED 4 befindet s@ickiner eher hydrophilen Umge-
bung und wird durch van der Waals-Wechselwirkunggnden Aminoséauren Gln 169,
Lys 176 und Gly 170 sowie Tyr 516 eines symmetu@zaenten Moleklls aus der
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Kristallpackung stabilisiert. Im Falle der Inhikiem ZED 27 und ZED 28 ist der aroma-
tische Ring um etwa 90° gedreht. Die Valin-Seitetekeler Inhibitoren ZED 4 und

ZED 27 ist in Richtung des Solvens bzw. des symp#guivalenten Molekuls orien-

tiert und findet dort keinen Partner flr hydrophaberaktionen. Der Inhibitor ZED 28

besitzt in dieser Position einen Glutamin-Rest biidet eine Wasserstoffbrickenbin-
dung zum Amidstickstoff des Rickgrats von Tyr 588 dymmetriedquivalenten Mole-
kils aus. Abbildung 87 zeigt diese Wechselwirkung die Nédhe des Symmetrieaqui-
valents zur Bindestelle der Inhibitoren am Beisplet Kristallstruktur der Transgluta-
minase 2 mit dem Inhibitor ZED 4.

Tyr516

Abbildung 87: Interaktion des Inhibitors ZED 28rki$) mit dem symmetriedquivalenten Molekl (lin
und dessen relative Nahe zur Bindetasche am Bedgidristallstruktur der Transglutaminase 2 mit
dem Inhibitor ZED 4 (rechts, violett)

Die Prolin-Seitenkette der Inhibitoren geht van Wéaals-Wechselwirkungen mit der
Aminosaure Trp 332 ein und orientiert den verbleden Teil des Inhibitors in Rich-
tung einer hydrophoben Tasche. Eine weitere Wass$insickenbindung wird vom

Carbonylsauerstoff des Ruckgrats der Aminosaurd3lezum Inhibitorriickgrat ausge-
bildet. Die Leucin-Seitenkette am C-Terminus demibbitoren zeigt in Richtung der
beschriebenen hydrophoben Tasche. Im Falle debitohen ZED 27 und ZED 28 wer-
den van der Waals-Wechselwirkungen zu den Aminesétlle 331, Trp 332, Asn 333
und Leu 420 ausgebildet. Der Inhibitor ZED 4 rafyvaes tiefer in die hydrophobe Ta-
sche hinein und interagiert hier mit den Aminosaussn 302, Ser 303, Ala 304,
Trp 332 und Asn 333. Die Position der Methylgruplee Esterfunktion am C-Terminus
der Inhibitoren kann jeweils nicht aus der unzurerd definierten Elektronendichte-
karte entnommen werden, so dass fur diese Grupgpe k®ordinaten angegeben wer-
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den kénnen. Die Methylgruppe wird daher auch in Abbildungen nicht gezeigt. Der
Ester geht keinerlei Wechselwirkungen mit dem Rnatén.

Einfluss des Michael-Akzeptors als Kopfgruppe aef$truktur der Transglutamina-
se 2

In den Kristallstrukturen der Transglutaminase 2 den Inhibitoren ZED 27 und
ZED 28 sind einige Bereiche des Proteins nichtan Elektronendichtekarte definiert.
In der Struktur mit dem Inhibitor ZED 4 und auchdar bereits publizierten Struktur
eines Komplexes der Transglutaminase 2 [6] sindaexdings gut erkennbar. Abbil-
dung 88 zeigt die Verschiebung der Position der asdure Cystein 277 durch den
erhohten Raumbedarf der Kopfgruppe der InhibitaZ&D 27 und ZED 28 und den
grol3en Bereich des Proteins, der als Folge seis@idto verdndert und nicht mehr

durch die Elektronendichtekarte definiert wird.

Cys277

Abbildung 88: Position der Aminosaure Cystein 27'dén Kristallstrukturen der Transglutamin2senit
den Inhibitoren ZED 4 (turkis) und ZED 27 (violettinks) und den als Folge der Verschiebung nicht
mehr durch die Elektronendichtekarte definierteneBdn des Proteins (blau, Aminosauren 240-252 so-

wie 267-276) (rechts)

Konformation des Dipeptids Cys 370 — Cys 371

In der als initiales Modell fir den Molekularen &= verwendeten Kristallstruktur ei-
nes Komplexes der Transglutaminase 2 [6] bestelstchen den Aminoséuren Cys 370
und Cys 371 eine kovalente Verkntpfung, eine sageteaDisulfidbriicke, bei der die
Peptidbindung des Dipeptids eidis-Konfiguration einnehmen muss. Bei der Verfeine-
rung der Kristallstrukturen der Transglutaminasaiden Inhibitoren ZED 4, ZED 27
und ZED 28 zeigte die Elektronendichtekarte jedeictdeutig, das die beiden Cystein-
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Aminosauren in diesen Strukturen keine Disulfidwediong eingehen, sondern redu-
ziert vorliegen. Den Unterschied in den Konformado in den Kristallstrukturen zeigt
Abbildung 89.

Abbildung 89: Konformation des Dipeptids Cys 3Mys 371 als Disulfidbriicke in der oxidierten Form
in der Kristallstruktur 2Q3Z [6] (links) und in deKristallstrukturen der Transglutaminase 2 mit den
Inhibitoren ZED 4, ZED 27 und ZED 28 in der redutae Form (rechts)

Zusammenfassung und Diskussion

Drei Komplexe der Transglutaminase 2 mit verschiedekovalent bindenden Inhibito-
ren konnten erfolgreich in der offenen Konformataes Proteins kristallisiert werden.
Die Strukturaufklarung vermittelt wertvolle Infortmi@nen tber die strukturellen Eigen-
schaften dieses interessanten Proteins und demijyschodus der Inhibitoren.

Es gelang weiterhin, die Transglutaminase 2 in Asembeit von GDP, also vermutlich
in der geschlossenen Konformation, zu kristallesierHier war jedoch keine Struktur-
aufklarung moglich, da die erhaltenen Kristallenkehinreichendes Diffraktionsvermo-
gen zeigten. Eine weitere Optimierung des Kristadiastums, zum Beispiel durch den
Zusatz von verschiedenen Additiva zu den Kristafi@sbedingungen, wére daflr er-
forderlich gewesen. Da jedoch die Kristallstruktes Proteins in der geschlossenen,
nicht aktiven Konformation bereits bekannt ist wde Reproduktion der Strukturauf-
klarung voraussichtlich keine neuen Einsichten emevalie3, wurde das Projekt nach
Aufwagung des Zeitaufwands gegen den potentiellgizéh nicht weiter verfolgt. Mitt-
lerweile wurde auch die Struktur der Transglutarsed im Komplex mit ATP publi-
ziert. [115]

Von weitaus gréRerem Interesse fur das Wirkstoffglesind die Kristallstrukturen des
Proteins in der offenen Konformation, da im Verlalgr Aktivierung nicht nur eine
Verschiebung der Doméanen, sondern auch struktubeitierungen im Bereich der ka-
talytischen Domane und der Bindetasche eintretan. Histallisation der C277S-
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Mutante der Transglutaminase 2, deren Mutationka¢slytisch aktiven Cysteins 277
die Vernetzung der Molekile untereinander in desury verhindern sollte, gelang
jedoch nicht. Weder die bereits etablierten Krisgationsbedingungen noch estree-
ning fuhrten zu einer erfolgreichen Kristallisation d&®teins.

Diese gelang schliel3lich durch die Bildung kovaderKomplexe mit peptidomimeti-
schen Inhibitoren, die von den natirlichen Substrates Enzyms abgeleitet wurden.
Dabei half die Publikation der Bedingungen sowaldie Kristallisation als auch fur
die Herstellung der Komplexe des Proteins mit deibitoren. Ein umfangreiches
Screeningmit Hilfe des Kristallisationsroboters fuhrte auaier nicht zum Erfolg: Die
Kristallisation der Komplexe liel3 sich nur unterrwiendung der beschriebenen Kristal-
lisationsbedingungen zu einem Erfolg bringen. Whkitewar eine erfolgreiche Kristal-
lisation abh&ngig von der Auswahl des Inhibitorge Bomplexe mit den Inhibitoren
ZED 4, ZED 27 und ZED 28 kristallisierten spontamdueproduzierbar, wahrend die
Kristallisationsansatze mit sieben weiteren Inloit@h nicht zum Erfolg fuhrten.

Es stellt sich die Frage, worin der Einfluss ddslitors auf die Kristallisierbarkeit der
Komplexe besteht. Die Affinitat der verwendetenilmioren zum Protein ist vergleich-
bar und spielt bei einer irreversiblen kovalent@éndBng eine untergeordnete Rolle. Die
Inhibitoren ZED 4, ZED 27 und ZED 28 weisen eindaédastrukturelle Ahnlichkeit auf.
Die Kristallisation der Komplexe der Transglutangaa2 mit zwei weiteren peptido-
mimetischen Inhibitoren, ZED 77 und ZED 80, gelamcht. Diese unterscheiden sich
strukturell ebenfalls nur geringfligig von den daederen Inhibitoren. Beide besitzen
am C-Terminus einen aromatischen Substituentenddeu vorgesehen war, die be-
schriebene hydrophobe Tasche zu besetzen. Die Aénime Prolin ist bei der Verbin-
dung ZED 80 durch einen Tetrahydroisoquinolinringegzt. Solch scheinbar kleine
Veranderungen in der Struktur der Inhibitoren smer offenbar bereits entscheidend
fur den Erfolg oder Misserfolg der Kristallisatidbie Inhibitoren ZED 987, ZED 1035,
ZED 1098, ZED 1227 und ZED 1301 kristallisiertereefalls nicht im Komplex mit
der Transglutaminase 2. Diese Verbindungen sindobbwn ihrer Grél3e als auch in
ihrem peptidomimetischen Charakter gegentber dderan Inhibitoren reduziert, da-
mit sie sich besser als Arzneistoffe eignen. Bai geringfligig reduzierter Affinitat
kénnen sie dennoch weniger Wechselwirkungen zurtefPreingehen.

Die Interaktionen der jeweiligen Inhibitoren zumrspetrieaquivalenten Molekdl in der
Kristallpackung wurden als Ursache in Betracht gernp da die Bindungsstelle der In-

hibitoren diesem zugewandt ist. Jedoch bildet rarr Idhibitor ZED 28 eine Wasser-
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stoffbriickenbindung zum benachbarten Molekil auge Dhibitoren ZED 4 und
ZED 27 gehen allenfalls van der Waals-Wechselwigagmzum Symmetrieaquivalent
ein. Somit scheint hier kein zwingender Zusammegtzanbestehen.

Viel naheliegender ist die Vermutung, dass furKlistallisierbarkeit eines Komplexes
die Stabilisierung in der offenen Konformation dureinen Inhibitor erforderlich ist.
Die Inhibition der Transglutaminase 2 durch die &ewten Inhibitoren erfolgt zwar
irreversibel, aber die in Lésung eingenommene Koné&tion des komplexierten Prote-
ins bleibt unklar. Fir ein geordnetes Kristallwaahs ist es jedoch erforderlich, dass
sich ein Grof3teil der Molekule in der Losung in adéfenen Konformation befindet.
Eventuell gelingt es dabei nur den Inhibitoren ZEDZED 27 und ZED 28, die
Transglutaminase 2 in dieser Geometrie zu stadniési. Moglicherweise nehmen die
nicht kristallisierbaren Komplexe andere oder vowola@kil zu Molekil sehr unter-
schiedliche oder mit der Zeit wechselnde Konforovain ein, so dass es ihnen nicht
gelingt, einen geordneten Kristall zu bilden. Digsnte auch der Grund dafir sein,
dass es nicht gelang, die C277S-Mutante der Tratasglnase 2 in der offenen Kon-
formation zu kristallisieren: Durch das Fehlen sitghibitors wéare diese Mutante theo-
retisch in der Lage, sowohl die offene als auchgdischlossene Konformation sowie
Zwischenzustande einzunehmen.

Um diesem Ratsel auf die Spur zu kommen, ist eweratig, die Konformation dieses
mehrdomanigen Proteins, komplexiert mit den jewgeili Inhibitoren, in Losung zu
bestimmen. Eine geeignete Methode zur Bestimmmureg &truktur in LOsung ist die
Kleinwinkelstreuung (Small Angle X-ray Scatteringjier werden ebenfalls Rontgen-
strahlen verwendet, die unter kleinen Winkeln ggbewerden. Aus der Verteilung der
Winkel ist es dann moéglich, die Grolienverteilungideder Losung enthaltenen Mole-
kile zu ermitteln. Die Auflésung der erhaltenerultur ist im Verhaltnis zur Réntgen-
strukturanalyse von Proteinkristallen relativ nigdund erreicht maximal 15A. Damit
konnte jedoch die Konformation der Transglutaminase Losung hinreichend genau
bestimmt werden. [139]

Um weitere Kristallstrukturen von Komplexen der isglutaminase 2 mit weiteren
Inhibitoren zu erhalten und das Protein als Zieldtrr fur strukturbasiertes Design zu
etablieren, muss die Problematik der inhibitoralgigen Kristallisierbarkeit der Kom-
plexe Uberwunden werden. Eine Moglichkeit ware, kdialytische Doméne allein oder
zusammen mit der-SandwichDomane herzustellen und fur die Kristallisationvau-

wenden. Die Stabilisierung der offenen Konformatilumch die Inhibitoren wiirde dann
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zumindest keine entscheidende Rolle mehr fir dist&llisation spielen. Problematisch
ware jedoch bei Fehlen deBarrel-Domanen die ungehinderte Aktivitat der Transglu-
taminase 2 in der Losung. Damit sich die Proteimkiadle nicht schon wahrend der
Herstellung selbst miteinander vernetzen, musstejedeeilige Inhibitor bereits zum
Herstellungsansatz wahrend der Lyse der Zellenugiegeben werden. So wirde be-
reits der jeweilige Komplex aufgereinigt werdeneDMerwendung von Liganden wah-
rend der Proteinaufreinigung wurde bereits in diéerhtur beschrieben und fihrte in
einigen Fallen zur Verbesserung von Stabilitat Léslichkeit des hergestellten Prote-
ins. Die Voraussetzung dafur ist, dass der Inhilhtareichend I6slich ist. [2] Auch die
katalytische Doméane der C277S-Mutante konnte afimherlich einfacher kristallisiert
werden, da dann in der Losung nicht viele versa@medonformationen nebeneinander
vorliegen kénnen.

Eine weitere Mdglichkeit ware, die Komplexe wie suwerzustellen und im Anschluss
die beiden -Barrel-Doméanen proteolytisch abzuspalten, wie bereitslen Literatur
beschrieben wurde. [126] DieSandwichDomane und die komplexierte katalytische
Doméane konnten dann kristallisiert werden. Beideghttikeiten haben den Vortell,
dass der Einfluss dieser enormen Konformationsamndeim Zuge der Aktivierung auf
die Kristallisation nicht mehr besteht. Jedoch reiissatirlich neue Kristallisationsbe-
dingungen gefunden werden.

Die Kristallisation der Transglutaminase 2 in déewoen Konformation gelang bisher
nur durch Komplexierung mit irreversibel bindendkayalenten Liganden. Diese eig-
nen sich jedoch weniger als Arzneistoffe im Vergfezu nicht kovalenten Inhibitoren.
Ein langfristiges Ziel muss sein, die Transglutaasi 2 auch im Komplex mit letzteren
zu kristallisieren, um so anhand strukturbasieResigns Arzneistoffe als Therapeutika
verschiedenster Erkrankungen wie zum Beispiel MerAlzheimer und Tumorerkran-
kungen zu entwickeln. Problematisch dabei ist, difiseine erfolgreiche Kristallisation
die verbleibende Aktivitat des Proteins in der Ligwso gering wie moglich gehalten
werden muss, um eine Selbstvernetzung zu verhin@enAffinitat der nicht kovalen-
ten Inhibitoren zu der Transglutaminase 2 musseaggprechend hoch sein.

Nachdem die erste Struktur eines Komplexes dersptataminase 2 mit einem kova-
lenten Inhibitor publiziert wurde [6], gelang nadldaption der beschriebenen Metho-
den auch die Kristallisation mit den Inhibitorerr @&DIRA GmbH. Bei der Sichtung
der ersten erhaltenen, rautenférmigen Kristalle évarAhnlichkeit zu dem von Pinkas

et al. beschriebenen Kristallhabitus augenschéintge wurden in der Publikation als
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football-shapedbeschrieben. Die Wahrscheinlichkeit war also gddss es sich auch
hier um Kristalle der Transglutaminase 2 in derepé&n Konformation handelte. Die
kristallographische Raumgruppe erwies sich danrh @€ die gleiche wie zuvor be-
schrieben. Die Kristallstruktur mit dem PDB-Code3Z)eistete bei der Aufklarung der
drei Strukturen mit den Inhibitoren ZED 4, ZED 2@duZED 28 einen wichtigen Bei-
trag als Modell fir den Molekularen Ersatz. Diesldngete eine grof3e Arbeits- und
Zeitersparnis. Bei der ersten Kristallstruktur ar dffenen Konformation war die relati-
ve Lage der Domanen zueinander noch unbekanntaso die einzelnen Doménen als
Suchmodell verwendet werden mussten. Vergleichbiardem Bindungsmodus des
Inhibitors ZED 4, bindet auch der Inhibitor in deristallstruktur der Gruppe von Prof.
Khosla Uber ein Diazoketon als Kopfgruppe an ddalf#sch aktive Cystein 277. Es
handelt sich ebenfalls um einen peptidomimetisdhaibitor, der grof3tenteils die glei-
chen Interaktionen zu der Transglutaminase 2 eing@hder Inhibitor ZED 4. Abbil-
dung 90 zeigt eine Uberlagerung der Koordinaterbéaten Inhibitoren.

Ala304
[le313
Leu420
Phe316
le331

Abbildung 90: Uberlagerung der Koordinaten desbhithis ZED 4 (violett) und dem Inhibitor der Kris-
tallstruktur mit dem PDB-Code 2Q3Z (dunkelgriinhkk) und dessen Adressierung der hydrophoben
Tasche der Transglutaminase 2 (rechts)

Wie die Abbildung zeigt, besitzt der Inhibitor d&rbeitsgruppe von Prof. Khosla einen
Benzylsubstituenten am C-Terminus, der die bedobne hydrophobe Tasche adres-
siert. Interaktionen werden dort zu den hydrophoBemnosauren Ala 304, lle 313,
Phe 316, lle 331 und Leu 420 geknupft. [6] Der listRest des Inhibitor ZED 4 deutet

zwar in die Richtung der hydrophoben Tasche, rhgr am Vergleich weniger weit
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hinein. Einige andere Inhibitoren, wie zum Beispi&lD 77 und ZED 80, wurden von
der ZEDIRA GmbH synthetisiert, um diese hydrophdbsche mit aromatischen Sub-
stituenten zu adressieren und damit die Bindunigst@ff zu steigern. Jedoch gelang es
bisher aus ungeklarten Grinden nicht, einen KomgexTransglutaminase mit einem
dieser Inhibitoren zu kristallisieren.

In der von der Arbeitsgruppe von Prof. Khosla pzibliten Kristallstruktur der
Transglutaminase 2 liegt das Dipeptid der Aminosautys 370 und Cys 371 in oxi-
dierter Form als Disulfidbriicke vor. Diese Verkniipg findet sich jedoch nicht in der
Kristallstruktur der Transglutaminase 2 in der d@sssenen Konformation wieder.
[114] In einer weiteren Publikation der Arbeitsgpepvon Prof. Khosla wird die Funk-
tion dieser Disulfidbriicke naher beleuchtet. Digiikét der Transglutaminase 2 wird
als redoxabhangig beschrieben: Unter zunehmendhtiash Bedingungen erfolgt eine
Inaktivierung des Enzyms. Damit zusammenh&ngend minachst eine Disulfidbriicke
zwischen den Aminosauren Cys 230 und Cys 370 getbitlle die anschlieRende For-
mation der Disulfidbriicke zwischen Cys 370 und B¥% erleichtern soll. Durch Un-
tersuchungen mittels nativer Gelelektrophoreserumtsht denaturierenden Bedingun-
gen konnte auch ein Zusammenhang zwischen demi@estier Disulfidbriicke zwi-
schen Cys 370 und Cys 371 und der offenen Konfoomaowie dem Fehlen dieser
Verknupfung und der geschlossenen KonformationTadansglutaminase 2 hergestellt
werden. [140] Die Kristallstrukturen, die bis zuensffentlichung der Publikation er-
schienen waren, unterstltzen diese These. Wie hedaoeor beschrieben, liegt das Di-
peptid der Aminosauren Cys 370 und Cys 371 in deuk&iren der Transglutaminase 2
mit den Inibitoren ZED 4, ZED 27 und ZED 28 in redrter Form vor. Ein weiterer
Unterschied besteht in der Position der Aminos&ye 230: Die @-Atome liegen um
ca. 4A von dem in der Struktur der Arbeitsgruppeo#lh entfernt und besitzen eine
grolRere Distanz zum Dipeptid Cys 370 — Cys 371.\Diekurzem publizierte Kristall-
struktur der Transglutaminase 2 im Komplex mit AifiRler geschlossenen Konforma-
tion zeigt im Gegensatz zur Struktur mit GDP dash@adensein einer Disulfidbriicke
zwischen Cys 230 und Cys 370. [115] Diese Beobagem miussen in Zukunft in die
Diskussion Uber den Zusammenhang zwischen den Kuoatmnen der Transglutami-
nase 2 und dem Disulfidbrickenmuster einflieenit&& Untersuchungen sind not-
wendig, um die Funktion der Disulfidbriicken zwischeéer redoxsensitiven Triade,
bestehend aus Cys 230, Cys 370 und Cys 371, ztekers Tabelle 24 gibt einen U-

berblick Uber die in den jeweiligen Kristallstrukén beobachteten Disulfidbrticken.
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Disulfidbriicke Disulfidbriicke

Bezeichnung der Kristallstruktur
Cys 230 -Cys 370 | 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: Ubersicht ber die in den Kristallsturkn der Transglutaminase 2
beobachteten Disulfidbriicken

Die Datensammlung zur Strukturaufklarung der Klistder Transglutaminase 2 gestal-
tete sich anspruchsvoll und zeitaufwandig. Wie besben, fuhrte das Vorliegen einer
langen Zellachse dazu, dass die Reflexe teilwaid® hinreichend gut separiert vorla-
gen. Bei der Aufnahme weiterer Datensatze ist dahdreachten, dass die Distanz zum
Detektor so grold wie mdglich gewahlt wird. Jedoalssndabei auch die zu erwartende
Auflésung der Struktur in Betracht gezogen werdg#gmmit bei einer grof3en Distanz
zum Detektor keine Reflexe in den hoheren Auflosgobalen verloren gehen. In dem
der Drehwinkel phi moglichst klein gewahlt wird,rkazusatzlich eine bessere Separa-
tion der Reflexe erreicht werden. Der Zeitaufwaiddie Datensammlung wird so al-
lerdings erhoht. Auch die Prozessierung der Datestadfete sich aufgrund der be-
schriebenen Problematik schwierig. Das Ausprobiererschiedener Strategien und
auch verschiedener Programme ist hier notwendigeumbestmogliches Ergebnis zu
erzielen. Um der Anisotropie der Daten gerecht auden, sollten die Datensatze in
Zukunft bis zu einer hoheren Auflésung prozessiatden, auch wenn die notwendige
Vollstandigkeit der Daten in den héheren Aufloswsagslen nicht gegeben ist. An-
schlieBend kénnen die Daten mit Hilfe des DiffratiAnisotropy Servers in ellipti-
schen Auflésungsschalen zusammengefasst und amsskaliert werden. Samtliche
beschriebenen MalRnahmen sollen helfen, in Zukuafbdstmogliche Qualitat der Da-

ten zu erhalten und damit die Aussagekraft dert&ltstrukturen zu erhéhen. Die Opti-
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mierung von Datensammlung und -prozessierung efordeit, genaues Hinsehen,
Uberlegung und schlieBlich auch Erfahrung, wirdratenn durch die erhohte Qualitat
der Kristallstrukturen belohnt.

Vor der Publikation der Kristallstruktur der Trahggminase 2 in der offenen Konfor-
mation liel3en sich Uber die Ausformung der Bindgtasbei Substrat- oder Inhibitor-
bindung allenfalls MutmalRungen anstellen. Nun lat,kdass sich die Bindetasche im
Verlauf der Aktivierung und der Anderung der Komf@tion, dem sogenannten "Auf-
klappen”, deutlich verandert. Zum Beispiel besthatbeschriebene hydrophobe Tasche
in dieser Form nur in der offenen Konformation. Biestallstrukturen der Transgluta-
minase 2 mit den verschiedenen Inhibitoren kdnnenals Grundlage fir die Anwen-
dung computergestitzter Methoden dienen. Neue Ni@ekdnnen vor ihrer Synthese
zum Beispiel durch Docking erst in einer Computatgation auf einen plausiblen Bin-
dungsmodus getestet werden. Das Docking von koteadenhibitoren ist mittlerweile
in vielen Programmen, wie zum Beispiel GOLD [14fjplementiert und wurde insbe-
sondere an Cysteinproteasen als ZielstrukturemletpEin Vorteil dabei ist, dass durch
die Vorgabe der kovalenten Bindung ein fester Apkakt besteht. Jedoch lassen sich
die erhaltenen Scoring-Werte schwierig einordnenddr Beitrag der kovalente Bin-
dung den gréf3ten Anteil der Bindungsaffinitat ausimaind schwierig abzuschatzen
ist. [142] Die Bindetasche der Transglutaminase@t lvorwiegend an der Oberflache
des Proteins, so dass viele mogliche Bindungsmiogiseflexiblen Inhibitors denkbar
sind. Dies kann sich beim Docking als Schwierigleniveisen. Um plausible Bin-
dungsmodi zu generieren, sind weitere Einschrangurigr die Bindung des Inhibitors
durch die Einstellungen im Programm sinnvoll.

Durch die Aufklarung der Kristallstrukturen der Kplexe der Transglutaminase 2 mit
den Inhibitoren ZED 4, ZED 27 und ZED 28 konnte @eesign neuer Inhibitoren der
ZEDIRA GmbH unterstiutzt werden. Die Kenntnis Gbgr Bindungsmodi, die von den
jeweiligen Inhibitoren eingegangen werden, konngdfem, zwischen wichtigen und
weniger wichtigen strukturellen Baugruppen der Ndle zu differenzieren. Die Redu-
zierung der Inhibitoren in Bezug auf ihre Grol3e umen peptidomimetischen Charak-
ter konnte untersttitzt werden. Mit Hilfe des sturkisierten Designs dieser Inhibitoren
der Transglutaminase 2 wurde ein wichtiger Beiaafjdem Weg zu einem Arzneistoff

zur Behandlung insbesondere von Zbliakie-Patieg&teistet.
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4  Faktor XIII

4.1 Einleitung

4.1.1 Antikoagulantien

Antikoagulantien werden zur Hemmung der Blutgerimpazur Prophylaxe und Thera-
pie von Thrombosen und Embolien sowie bei weiteEgRrankungen des Herz-
Kreislauf-Systems, z.B. dem akuten Koronarsyndreingesetzt. Man unterscheidet
zwischen direkten Antikoagulantien, die bestimmteri@ungsfaktoren deaktivieren,
und indirekten Antikoagulantien, die die Synthese @erinnungsfaktoren herabsetzen.
Als direkte Antikoagulantien inhibieren nieder- uhdchmolekulare Heparine sowie
verwandte Arzneistoffe die Aktivitat von ThrombiRaktor lla) und Faktor Xa. Dabei
binden sie nicht direkt an die Blutgerinnungsfaktgr sondern beschleunigen deren
Inaktivierung durch eine Wechselwirkung mit Antahmbin 1ll. Der Wirkstoff Fonda-
parinux bindet ebenfalls an Antithrombin Ill, fihedoch zur selektiven Inhibition des
Faktor Xa und birgt nicht die Gefahr einer hepaniduzierten Thrombozytopenie, die
als lebensbedrohliche Nebenwirkung bei der TheragteHeparinen auftreten kann.
Die Therapie mit indirekten Antikoagulantien befdich zur Zeit im Umschwung: In
den letzten Jahren wurden neue Wirkstoffe aus didssse zugelassen und einige wei-
tere befinden sich in klinischen Studien. Auf demzrmeimittelmarkt befinden sich be-
reits der Thrombin-Inhibitor Dabigatran und die teakXa-Inhibitoren Rivaroxaban und
Apixaban. Im Gegensatz zur Therapie mit Heparirndgr d-ondaparinux besitzen diese
Wirkstoffe den Vorteil, dass sie zur oralen Apptika geeignet sind.

Als indirekte Antikoagulantien werden die Wirks®fPhenprocoumon und Warfarin
eingesetzt, die durch einen Antagonismus zu derakaf Vitamin K die Synthese von
Prothrombin und der Blutgerinnungsfaktoren VII,uKd X hemmen. [143-145]
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4.1.2 Der Faktor XllI

Funktion des Faktor XIlI

Bei Gefaldverletzungen und Schadigungen des Endotvied nach der primaren Blut-
stillung der Gerinnungsprozess aktiviert. An deutBérinnung sind verschiedene Ge-
rinnungsfaktoren beteiligt, die kaskadenartig pobtissch aktiviert werden. Die Se-
rinprotease Thrombin katalysiert die Abspaltung Ei@rinopeptide A und B von Fibri-
nogen. Die entstandenen Fibrinmonomere aggregienenschluss zu unldslichen
Fibrinpolymeren. Thrombin katalysiert ebenfalls diktivierung von Faktor XlIl zu
Faktor Xllla, dem letzten Enyzm in der Blutgeringskaskade. Faktor Xllla stabilisiert
die Fibrinpolymere durch kovalente Quervernetzungseh schiitzt den Wundverschluss
durch die Bindung voa2-Antiplasmin vor dem fibrinolytischen Abbau durekasmin.
Auch weitere Plasmaproteine wie zum Beispiel Fibatim werden, katalysiert durch
den Faktor Xllla, zur Stabilisierung an den hamisthen Fibrinpfropf gebunden. Der
Faktor Xl wird daher auch als Fibrin-stabilisiager Faktor bezeichnet. Ein genetisch
bedingter oder erworbener Mangel an Faktor Xllirfi#tu schweren Wundheilungssto-

rungen und einer erhdhten Blutungsgefahr. [144; 148

Thrombin >

Fibrinogen Y Fibrin jgapyi =————  Fibrin g

Abbildung 91: Ausschnitt aus der Blutgerinnungsleaiek[149]

Die Struktur des Faktor XIlII und die AktivierungmuFaktor Xllla

Im Blutplasma liegt der humane Faktor Xl als Hetetramer vor, welches aus zwei
A-Untereinheiten und zwei B-Untereinheiten best&hé B-Untereinheiten dienen zur
Stabilisierung und zur Regulierung der katalytiscdgtivitat der A-Untereinheiten, die

die Transglutaminase-Funktion besitzen. Die Stnudas Heterotetramers und die zwi-
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schen den Untereinheiten bestehenden Wechselwigkusmd noch unbekannt. Der
intrazellular in Thrombozyten, Megakaryozyten urddmbozyten vorkommende Fak-
tor XIllII ist ein Homodimer, gebildet aus zwei A-l@neinheiten. In dieser Form liegt
auch das in dieser Arbeit verwendete rekombinarddstellte Protein vor, im folgen-
den als Faktor Xlll bezeichnet.

Der Faktor Xl hat ein Molekulargewicht von 83 kD&eine Struktur besitzt in Bezug
auf die Organisation der Domanen und die Sekunddtst eine hohe Ahnlichkeit zur
Transglutaminase 2. Jedoch besitzt der Faktor igétzlich ein N-terminales Aktivie-
rungspeptid (Aminosauren 1 — 37). AnschlieBenckistvie die Transglutaminase 2 in
vier Doméanen aufgeteilt: DieeSandwichkDomane (Aminoséuren 38 — 184), die kataly-
tische Domane (Aminoséauren 185 — 515) und die Zatarminalen -Barrel-Domanen
(Aminosauren 516 — 628 sowie 629 — 731). In dealigaschen Domane ist auch hier
die katalytische Triade, bestehend aus den Aminesddys 314, His 373 und Asp 396,

lokalisiert.

Abbildung 92: Kristallstruktur des Faktor XIII - Biers in der geschlossenen Konformation (POdzie
1F13 [122]). Die -SandwichDomane des einen Molekdls (rechts) ist in hellptia katalytische Doma-
ne in orange und die-Barrel-Doméanen sind in rot und griin dargestellt. Das Vi&tungpeptid ist it
dunkelblau dargestellt. Es Uberquert die Dimerkkifitche und interagiert mit dem benachbarten Mole-
kil (links), welches durchgehend in gold dargetist!
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Die Koordinaten der acht in der Proteindatenbamkehiegten Kristallstrukturen des
Faktor XIIl in der geschlossenen Konformation [11IZR2] zeigen, dass, vergleichbar zur
Transglutaminase 2, der Zugang zum aktiven Zentdunch die -Barrel-Doméane 1
blockiert ist. Die Interaktion des katalytisch akin Cys 314 erfolgt hier unter Ausbil-
dung einer Wasserstoffbriicke zur Aminoséure Tyr. 8 Aktivierungspeptid kreuzt
die Dimer-Kontaktflache und etabliert Interaktiorun dem jeweiligen anderen Mono-
mer, auch in der Nahe dessen aktiven ZentrumsARiieierung des Faktor Xl zum
Faktor Xllla lauft in mehreren Schritten ab und nstich nicht vollstandig aufgeklart.
Zunachst katalysiert Thrombin die Abspaltung desividrungspeptids. Daraufhin dif-
fundieren die B-Untereinheiten ab und geben diemekinheiten frei. Diese werden
calciumabhangig aktiviert. Vermutlich findet einerdransglutaminase 2 vergleichbare
Konformationsanderung [6] statt, bei der diBarrel-Domanen 1 und 2 ihre Position
verandern und der Zugang zum aktiven Zentrum enctitglvird. Bei sehr hohen Cal-
ciumkonzentrationen (100 mM) kann die Aktivierung des Faktor XlIl auchne en-
zymkatalysierte Abspaltung des Aktivierungspepédsigen. [147, 150, 151]

Dass die Diffusion der B-Untereinheiten im Anscllas die Abspaltung des Aktivie-
rungspeptids erfolgt, ist in der Literatur bescher.[151] Jedoch findet sich bei Be-
trachtung der Kristallstrukturen des Faktor Xllifiskakeine logische Erklarung, da das
Aktivierungspeptid die beiden A-Untereinheiten rnmgnder verbindet. Eine Kristall-
struktur des Heterotetramers konnte Aufschluss dibestehenden Wechselwirkun-
gen geben und gegebenenfalls weitere Details dasidkingsprozesses entschlisseln.
Es stellt sich die Frage, ob eine zuséatzliche Ranktles Aktivierungspeptids in der
Stabilisierung des Faktor Xl — Dimers besteht whdm Zuge von dessen Abspaltung
auch eine Monomerisierung erfolgt. In der Literaturd lediglich beschrieben, dass
durch die Abspaltung des Aktivierungspeptids dedateraktionen zum aktiven Zent-
rum des jeweiligen anderen Monomers aufgehobenamekdinnen, so dass die Kataly-
se nicht blockiert wird. Dass der Faktor Xllla naareteolytischer Aktivierung als Mo-
nomer vorliegen kann, haben Untersuchungen mi@sienausschlu3chromatographie
bereits zeigen kbnnen. [152] Auch massenspektrisnbe Untersuchungen eines Was-
serstoff-Deuterium-Austauschs, eine Methode zurlysgavon Proteinkonformationen
in LOosung, deuten auf eine Reduzierung der Inteagh entlang der Dimer-
Kontaktflache sowohl nach proteolytischer als anabh nicht-proteolytischer Aktivie-
rung des Faktor XlII hin. [153] In der gangigendraitur zu diesem Thema ist die MOg-

lichkeit einer Monomerisierung jedoch bisher nitleischrieben. Es stellt sich jedoch
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die Frage, wie das zweite Substrat der vom Fakitia Xatalysierten Transamidierung
zum aktiven Zentrum gelangen soll, wenn das Dimestdhen bleibt. Wie bei der
Transglutaminase 2 beschrieben, gelangt dies voramderen Seite des katalytischen
Tunnels, die nicht von dem ersten Substrat gemwtrd, zum Kkatalytisch aktiven
Cys 314. Liegt der Faktor Xl jedoch als Dimer yast der dafir notwendige Raum
durch das jeweilige andere Molekiil versperrt.

Auch besteht keine Kenntnis dartiber, was den Fadtta und auch die Transglutami-
nase 2 dazu veranlasst, von der geschlossenenagnofiene Konformation zu wech-
seln. Um die in der geschlossenen Konformationeestden Bindungen zwischen der
katalytischen Doméne und defBarrel-Domane 1 zu lésen, ist vermutlich ein hoher
Energieaufwand notwendig. Die durch die Bindung bleiden Domanen vergrabene
Oberflache betragt rund 3006.4122] Im Zuge der Aktivierung wird ein Calciumion
pro Molekll gebunden, jedoch zeigt die Kristallktur des Faktor Xl im Komplex
mit Calcium lediglich kleine strukturelle Rearrangents im Bereich der Bindungsstel-
le. [120] Es ist eher unwahrscheinlich, dass diedBng von Calcium allein ausreicht,
um den Aktivierungsprozess auszulésen. Als weitpaentieller Faktor kommt die
Bindung eines Substrates oder Inhibitors in Frgggnch ist hier ebenfalls fraglich, ob
der zur Konformationsanderung notwendige Energiganél durch die Bindung kom-
pensiert werden kann.

Einige Details des Aktivierungsprozesses bleibagethaft. Abbildung 93 zeigt sche-
matisch einen hypothetischen Aktivierungsprozess AdJntereinheiten des Fak-
tor XIII unter Einbeziehung der Monomerisierungtveickelt auf der Basis verschiede-
ner experimenteller Beobachtungen [6, 152, 153] eiggnen Uberlegungen. Die offe-
ne Konformation ist hier beispielhaft gezeigt, bemad auf den Kristallstrukturen der
Transglutaminase 2 in der offenen Konformation.odédsind auch weitere Konforma-
tionen mit exponiertem aktiven Zentrum denkbargdémen die relativen Positionen der

Doménen und der Winkel, den sie einschlie3en, argied als hier dargestellt.
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Abbildung 93 Schematische Darstellung eines hypothetischeiivigktingsprozesses des Faktor >
Das Aktivierungspeptid ist in dunkelblau, di€SsandwichDoméne in hellblau, die katalgthe Domar
in orange und die-Barrel-Doméanen sind in rot und grin dargestellt. Der d&iglrbekannte Faktor i
Aktivierungsprozess, der den Konformationswechaslést, ist mit ? bezeichnet.

Der katalytische Mechanismus des Faktor XIlI

Wie in Abschnitt 3.1.2 fur die Transglutaminase ésdhrieben, katalysiert der Fak-
tor Xllla substratabhangig die Deamidierung undnSeamidierung von Glutaminsei-
tenketten in Proteinen und Peptiden. Fir seineiploggsche Funktion ist dabei die
Transamidierung von Bedeutung, durch die sogenalsoigeptidbindungen geknipft
werden, die sehr stabil sind und sich proteolytisicht spalten lassen. [154, 155]

Inhibitoren des Faktor XIII

Wie in Abschnitt 3.1.2 fur die Transglutaminaseesdhrieben, kbnnen Amin-basierte
Inhibitoren durch Kompetition mit dem naturlichermi-Substrat der Transamidie-
rungsreaktion auch die Funktion des Faktor XIII hen. Als wirksamer Inhibitor er-
wies sich dabei zum Beispiel Monodansylcadavelfi&6]

Peptidomimetische Inhibitoren kénnen von den veestdnen Substraten des Fak-
tor XIII abgeleitet werden. Naturliche Substratedsunter anderem die verschiedenen

Ketten des Fibrinsa2-Antiplasmin und Fibronectin. Auch die katalytiscmsetzung
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von Casein durch den Faktor XIII wurde beschrieltgn.Vergleich der verschiedenen
Substrate ergab keine strikte KonsensussequenZ] [1i®& an der Katalyse beteiligte

Aminosaure Glutamin einer Peptidsequenz eines spnl@ubstrates kann durch eine
elektrophile Kopfgruppe ersetzt werden, die kovaendas katalytisch aktive Cys 314
bindet. Die Inhibition erfolgt irreversibel. Peptishimetische Inhibitoren mit Michael-

Akzeptoren und einem Chlormethylketon als Kopfgeippurden im Rahmen dieser
Arbeit eingesetzt. Weiterhin wurden verschiedenedaol- und Triazol-Derivate als

irreversible Inhibitoren des Faktor Xl beschriab§l58]

Ein natdrlicher Inhibitor des Faktor XllII ist dagitid Tridegin. Es besteht aus 66 Ami-
nosauren und wurde aus den Speicheldrisen eingsgBls isoliert. Der Bindungsme-
chanismus von Tridegin konnte bisher jedoch niatigeklart werden, jedoch scheint

eine kompetitive Inhibition ausgeschlossen zu 4éb0]

Der Faktor XIII als Zielstruktur im Wirkstoffdesign

Die Kristallstruktur des Faktor XIII konnte bisheur in der geschlossenen Konformati-
on bestimmt werden. Um den Faktor XIlII als Zielktor im Wirkstoffdesign zu etab-
lieren, ist jedoch die Kristallisation des Proteinseiner offenen Konformation, mog-
lichst im Komplex mit einem Inhibitor, erforderliclicine solche Struktur wirde Auf-
schluss Uber die Gestaltung der Bindetasche unthtieaktionen eines Inhibitors zum
Protein geben. Diese Informationen kénnen danrd&$ Design neuer Inhibitoren ge-
nutzt werden. Umfangreiche Bemihungen zur Kris@afion eines Faktor Xllla — Inhi-
bitorkomplexes werden in dieser Arbeit beschriedérgleichbar zur Transglutamina-
se 2, ist die Kristallisation aufgrund der Mdgliehtkdes Proteins, verschiedene Kon-
formationen einzunehmen, anspruchsvoll und schgvi8o lange die strukturelle In-
formation nicht experimentell verfugbar ist, kans @rundlage flr ein strukturbasiertes
Design auch ein Homologiemodell auf der Basis dest&lIstruktur der Transglutami-
nase 2 in der offenen Konformation verwendet werden

Die Inhibition des Faktor XIII stellt einen neuemgatz in der Therapie mit Antikoagu-
lantien dar. Wird die Quervernetzung der Fibrinpatye und der Einbau weiterer Pro-
teine wiea2-Antiplasmin gehemmt, kann das Fibringerinnsethtgr durch Plasmin
abgebaut werden. Da die anderen an der Blutgergskaskade beteiligten Enzyme
ausschlie3lich Proteasen sind, konnte der Faktda Xduf3erdem selektiv adressiert

werden.
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4.2 Material und Methoden

4.2.1 Verwendete Materialien

Die in dieser Arbeit verwendeten Chemikalien wurdsafern nicht anders beschrieben,
von den Firmen Roth, Sigma-Aldrich, Fluka und Meeslwvorben. Die Firma ZEDIRA
GmbH, Darmstadt, die in diesem Projekt als Koopanapartner fungierte, stellte das
gesamte Proteinmaterial sowie einen Grol3teil deibitoren zur Verfigung. Der Inhi-
bitor MI 621 wurde von Zouhir Hammamy aus der Atbgiuppe von Herrn Prof.
Steinmetzer am Institut fur Pharmazeutische ChatarePhilipps Universitat Marburg

synthetisiert.

4.2.2 Kiristallisation des Faktor XIII

Zur Kristallisation wurde der Faktor XlII in einétonzentration von 4 mg/ml einge-
setzt. Nachdem es initial zu einer Prazipitation Beoteins beim Auftauen nach Auf-
bewahrung bei -80°C gekommen war, wurde das korieeet Protein nicht mehr ein-
gefroren und bei 4°C gelagert. Nach ca. einer Wdam es jedoch auch bei dieser
Temperatur zu einer Prazipitation des Proteins. Kistallisation erfolgte mittels der
Methode der Dampfdiffusion am sitzenden Tropf8itting Drop bei einer Temperatur
von 16 — 18°C. Es wurde ein Volumen von 1 ml Kilgationslésung im Reservoir
eingesetzt. Ein Tropfen setzte sich aus jeweilsder Proteinlésung und 1 der Kris-
tallisationslosung zusammen. Es wurden Kristaliseiosungen verschiedener Zu-

sammensetzungen im Reservoir verwendet:

1. 100 mM MES pH 6,1 — pH 6,4; 1,0 — 2,0% PEG 6{0(22]

2. 100 mM Natriumkaliumphosphat pH 6,1 — pH 6,4-227% 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 Losungsmittel wurde, sofern nicht anders basblen, mittels lonenaustausch de-
mineralisiertes Wasser verwendet. Zur Optimieruag durch Verwendung der unter

Punkt 1 beschriebenen Kristallisationslésung eehaih Kristalle wurde die Methode
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des sogenanntdviacro-Seedingslurchgeflihrt. Die gréf3ten spontan gewachsenen Kris
talle des Faktor Xl wurden nach einem Waschsthrieinen neuen Kristallisationsan-
satz uberfuhrt, in dem eine etwas niedrigere Pitéripkonzentration als zuvor verwen-

det vorlag.

4.2.3 Screeningvon Kristallisationsbedingungen

Das Screeningmit Hilfe des Kristallisationsroboters zum Testeimer Vielzahl von
Kristallisationsbedingungen mit Komplexen des Fabkttla und kovalent gebundenen
Inhibitoren wurde durchgefuhrt wie in Abschnitt 32eschrieben. AuRerdem wurden
die Kristallisationsscreens Wizard | und Wizarddér Firma Emerald Biosystems mit
jeweils 48 verschiedenen Bedingungen verwendet. Adaetzen erfolgte hier manuell
bei 16 bis 18°C, die Kristallisationsanséatze wurdermAnschluss auch bei dieser Tem-
peratur aufbewahrt. Es wurde jeweils ein Volumen tanl Kristallisationslésung im
Reservoir eingesetzt. Ein Tropfen setzte sich ewsijs 1 | der Proteinldsung und 1
der Kristallisationsldsung zusammen.

Pro Komplex und pro Konzentration wurden insgesameils 864 Bedingungen getes-
tet. Das komplexierte Protein wurde nach der Hiustg nicht eingefroren und bis zur

Verwendung bei 4°C aufbewahrt.

4.2.4 Rontgenstrukturanalyse und Strukturverfeingru

Datensammlung und Prozessierung

Zur Vorbereitung auf die Datensammlung wurden dietdkristalle in eine Losung
Uberfuhrt, die zu 25% aus dem Kryoprotektivum Gigteind zu 75% aus der Reser-
voirlésung bestand. Anschliel3end wurden die Kilistal flissigem Stickstoff gefroren.
Die Datensammlung erfolgte ebenfalls bei 100 K. Basuvermdgen der Kristalle des
Faktor Xl wurde aminhouseRoOntgendiffraktometer mit der RontgenréhreSider
Firma Incoatec und einem mar345-Detektor geteBimt.Datensatz eines Kristalles des
Faktor XIIl wurde mit Hilfe von Synchrotronstrahlgran der Beamline 14.2 des Syn-
chrotron BESSY II, Berlin, aufgenommen. Ein Kristaines Faktor Xllla — Inhibitor-
Komplexes wurde dort getestet. Die gesammeltenrDateden mit dem Programmpa-
ket HKL 2000 [62] prozessiert und skaliert.
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Strukturbestimmung und Verfeinerung

Als Modell fir den Molekularen Ersatz wurden diedfdinaten der Struktur mit dem
PDB-Code 1F13 [122] verwendet. 58ér Daten wurden fur die Berechnung des freien
R-Wertes genutzt. Die Phasen wurden mittels dehbtkt des Molekularen Ersatzes
mit Hilfe des Programms Phaser [63] bestimmt. Alsdell wurden die Koordinaten der
Struktur 1F13 verwendet. Zu Beginn der Struktumi@drung mit dem Programm Phe-
nix [65] wurden eirRigid-Body-Refinemenind eine Optimierung durcBimulated An-
nealingbei einer Starttemperatur von 5000°C durchgefikbitchlie3end wurden fir 5
Zyklen die individuellen Koordinaten und B-Faktoregrfeinert. 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 XIIl warender Proteindatenbank die Koor-
dinaten von acht Strukturen des Proteins in dektivien, geschlossenen Konformation
hinterlegt. Aquivalent zu den Arbeiten mit der Tsglutaminase 2 wurde auch hier zu-
nachst versucht, die Kristallisation anhand derlipigsten Bedingungen nachzustellen.
Das Ziel war jedoch auch in diesem Projekt die Aufkng der Kristallstruktur im
Komplex mit einem Inhibitor, um die gewonnen Infationen fir das Wirkstoffdesign
nutzen zu konnen. Aufgrund der strukturellen Ahmkieit zu der Transglutaminase 2
wird erwartet, dass der Faktor Xllla im Zuge dertidilerung eine vergleichbare Kon-
formationsdnderung durchlauft. Die Transglutaminaskonnte nach Komplexierung
mit kovalent bindenden Inhibitoren bereits erfoighein der offenen Konformation
kristallisiert werden. Bei der ZEDIRA GmbH wurderdeaktor Xl mittels Thrombin
zu Faktor Xllla aktiviert und mit verschiedenenyhitent bindenden Inhibitoren kom-
plexiert. Ein Komplex des Faktor Xllla mit einencht peptidomimetischen, kleinmo-
lekularen Inhibitor liel3 sich nicht auf eine furedProteinkristallisation hinreichende
Konzentration einstellen. Der Komplex prazipitiewéhrend des Konzentriervorgangs
aus der LOsung. Eine hinreichende Konzentrierurigngeschlie3lich, nachdem der
Faktor Xllla mit peptidomimetischen, von Substratdigeleiteten Inhibitoren komple-
xiert worden war. Die Inhibitoren der ZEDIRA Gmbkhden, analog zur Transgluta-
minase 2, Uber einen Michael-Akzeptor an das kiasaly aktive Cystein 314. lhre
Strukturformeln werden aus Grinden der Geheimhglinrdieser Arbeit nicht abgebil-
det. Ein weiterer Inhibitor des Faktor Xlll, Ml 62tler als Kopfgruppe ein Chlorme-
thylketon besitzt, wurde ebenfalls zur Komplexbidweingesetzt. Seine Strukturformel
zeigt Abbildung 94.
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NH,

Abbildung 94: Strukturformel des Inhibitors Ml 621

Die Bindung eines Chlormethylketons an den FaktbitaXerfolgt vergleichbar zu der
eines Inhibitors mit einer Diazoketon-KopfgruppeerCBindungsmechanismus ist in
Abbildung 95 gezeigt.
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Abbildung 95: Mechanismus der Bindung der Inhil@tomit einem Chlormethyliten
als Kopfgruppe an den Faktor Xllla [160, 161]

Diese Komplexe wurden in umfangreichBareeningeingesetzt, um passende Kristal-
lisationsbedingungen zu finden. Die erste Kristallgur eines solchen Komplexes
kann als Meilenstein in der Suche nach einem Iidnildes FXIII als Arzneistoff zur

Therapie von Herz-Kreislauf-Erkrankungen betracivetden.

Ergebnisse

Kristallisation des Faktor XII|

Zur Kristallisation des Faktor Xlll in der geschéesien, inaktiven Konformation waren
zum entsprechenden Zeitpunkt vier verschiedenengedigen beschrieben. [119-122]
Diese wurden umfassend getestet, um herauszufimidohe Kristallisationsbedingun-
gen zu den am besten geeigneten Kristallen fihidater Verwendung der in Punkt 1
beschriebenen Bedingungen wuchsen innerhalb eiagesTKristalle heran, wie sie in

Abbildung 96 beispielhaft gezeigt werden.
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Abbildung 96: Fotos von Kristallen des Faktor XHie durch Verwendung der
unter Punkt 1 beschriebenen Kristallisationsbediggn erhalten wurden

Die unter Punkt 2 beschriebenen Kristallisationgigaaghgen fuhrten nicht zu einer
Kristallisation des FXIIl. Jedoch konnten in denséitzen, in denen die unter Punkt 3
beschriebenen Kristallisationslésungen verwendetdeny nach einigen Tagen kleine
nadelférmige Kristalle beobachtet werden. In debliRation der unter Punkt 4 be-
schriebenen Kristallisationsbedingungen fehlteAhgabe der verwendeten Konzentra-
tion von Ammoniumsulfat, so dass ein breiter Konzgionsbereich getestet wurde.
Unter Verwendung von 0,2 M Ammoniumsulfat wuchsimamer Woche ein einzelner
Kristall heran.

Die Kristalle, die mit den in Punkt 1 und 4 besebanen Kristallisationsbedingungen
erhalten wurden, wurden auf amhouseRontgendiffraktometer auf ihr Diffraktions-
vermogen getestet. Die Kristalle aus der unter Plirtkeschriebenen Bedingung beug-
ten die Réntgenstrahlen bis zu einer Auflésung 3@A. DurchMacro-Seedingvurde
die Grol3e der Kristalle weiter optimiert, so dassim Anschluss fur eine Datensamm-
lung verwendet werden konnten. Der unter Verwendigrgin Punkt 4 beschriebenen

Kristallisationsbedingungen erhaltene Kristall arnée eine Diffraktion mit Auflésung
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von 6.7A. Diese und die unter Punkt 3 beschriel¢ngtallisationsbedingung hatten
optimiert werden mussen, um fir eine Datensammlyegjgnete Kristalle zu liefern.
Da jedoch bereits geeignete Kristalle vorhanderemjawurde aus Zeitgrinden darauf

verzichtet.

Datensammlung und Strukturaufklarung des FXIII

Von einem Kristall des Faktor XlIl konnte an deraBdine 14.2 des Synchrotron BES-
SY Il, Berlin, ein Datensatz mit einer Aufldsungrv@.78A gesammelt werden. Nach
ihrer Prozessierung konnte den Daten durch die ddiettdes Molekularen Ersatzes die
monokline Raumgruppe P2ugeordnet werden, die auch schon in einigen piebien
Kristallstrukturen des Faktor Xlll beobachtet wurd@e asymmetrische Einheit des
Kristalls enthalt vier Monomere des Faktor XIII.

Nach den ersten Schritten der Strukturverfeinemyngde diese zunachst nicht weiter-
gefuhrt. Da die asymmetrische Einheit 2924 Aminos@enthalt, die samtlich manuell
in die Elektronendichtekarte eingepasst werden amjsst der Zeitaufwand fur die Fer-
tigstellung der Kristallstruktur sehr hoch. Abbifdu97 veranschaulicht die Anzahl der
Molektle in der asymmetrischen Einhddie Struktur des Faktor XIII in der geschlos-
senen Konformation wurde aul3erdem bereits mehnatthziert, die Kristallstruktur
mit dem PDB-Code 1EXO0 [123] weist dabei mit 2.04& ditchste Auflosung auf. Ein
zusatzlicher Nutzen und Informationsgewinn warerddllls durch eine neue Struktur

mit signifikant héherer Auflésung als die der bispablizierten Strukturen zu erwarten.

Abbildung 97: Die asymmetrische Einheit des Kristahthalt vier Molekiile des Faktor XllI, dargektel
in grun, blau, orange und gold, aus zwei verscimedderspektiven
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Kristallisation von Komplexen des Faktor Xllla rkidvalent gebundenen Inhibitoren

Verschiedene Komplexe des Faktor Xllla mit kovalgabundenden Inhibitoren wur-
den in Screeningszur Suche nach passenden Kristallisationsbediregquregngesetzt.
Tabelle 25 zeigt eine Ubersicht Giber die verwend&@mplexe.

Bezeichnung des Inhibitors | Konzentration der einge- | Hersteller des Inhibitors
setzten Losung des Kom-
plexes
ZED 794 2,0 mg/ml ZEDIRA GmbH
6,0 mg/ml
ZED 1246 ZEDIRA GmbH
8,5 mg/ml
3,5 mg/ml
ZED 1265 7,0 mg/ml ZEDIRA GmbH
10,0 mg/ml
2,0 mg/ml
ZED 1301 ZEDIRA GmbH
15,5 mg/ml
ZED 1390 7,0 mg/ml ZEDIRA GmbH
Arbeitsgruppe Prof. Stein-
Ml 621 3,3 mg/ml
metzer

Tabelle 25: Ubersicht tiber die 8treeninggingesetzten Komplexe des
Faktor Xllla mit kovalent gebundenen Inhibitoren

Zusatzlich zu den umfangreich&@ctreeningAnsatzen wurde versucht, die Komplexe
unter Verwendung der zur Kristallisation der inkitbén Transglutaminase 2 in der of-
fenen Konformation eingesetzten Bedingungen zudtlisieren. Auch die Kristallisati-
onsbedingungen, unter deren Verwendung der FakiibrirkKder geschlossenen Kon-
formation kristallisierte, wurden getestet. Es kienjgdoch jeweils kein Kristallwachs-
tum festgestellt werden.

Die Komplexe des Faktor Xllla wurden in unterschidten Konzentrationen im
Screeningeingesetzt. Bei Verwendung der Komplexe in einemzéntration von

7,0 mg/ml und 8,5 mg/ml wurde in etwa 50% der Teopéine Prazipitation beobachtet,
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so dass dieser Konzentrationsbereich als bevofiaugtine erfolgreiche Kristallisation

betrachtet werden kann.

Unter einigen Kristallisationsbedingungen &seeningsvuchsen kleine Kristalle her-

an, die jedoch zumeist durch TesteniahouseRontgendiffraktometer als Salzkristalle
identifiziert wurden. In einem Tropfen, der den Kaex des Faktor Xllla mit dem In-

hibitor MI 621 enthielt, wurden plattchenformige i#talle entdeckt, die miteinander
verwachsen waren. Da eine Trennung der Kristaligrand ihrer Grof3e und Instabilitat
nicht moglich war, wurden die verwachsenen Kristath Verbund entnommen und mit
Hilfe von Synchrotronstrahlung getestet. Das bebtse Diffraktionsmuster mit einer
Auflésung von 3.2A deutet darauf hin, dass es Bierbei um Proteinkristalle handelt.
Die Raumgruppe und die Zellkonstanten lieRen sedtogh vermutlich aufgrund der

Uberlagerung mehrerer Kristalle nicht bestimmen.

Abbildung 98: Diffraktion eines Kristallverbundssapotentiellen
Kristallen eines Faktor Xllla — Inhibitor — Komplex
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Zusammenfassung und Diskussion

Die Kristallisation des Faktor XllI in der inaktimegeschlossenen Konformation konnte
erfolgreich unter Verwendung von bereits publizarKristallisationsbedingungen re-
produziert werden. Ein Datensatz mit einer Aufligwon 1.78A konnte gesammelt
werden. Da jedoch zahlreiche Strukturen des Proteindieser Konformation bereits
publiziert wurden und die hdchste Auflésung ein@sdr Strukturen mit 2.0A nicht
signifikant schlechter ist, wurde aufgrund des moBeitaufwands die Verfeinerung der
Kristallstruktur nicht zu Ende gefuhrt. Um eine $tallstruktur mit einer signifikant
hoheren Auflésung und damit einen deutlichen Infaironsgewinn zu erhalten, kénn-
ten die bisher verwendeten oder die unter Punkid®?4ibeschriebenen Kristallisations-
bedingungen weiter optimiert werden. GrolRere Kitesstader Kristalle, deren Wachs-
tum verlangsamt wurde, konnten zu einer verbess®ifraktion fihren. Gegebenen-
falls konnte durch das Testen mehrerer Kristallehaein Kristall gefunden werden, in
dem die asymmetrische Einheit nur zwei anstellewenMolekilen enthalt, wie in den
bereits publizierten Kristallstrukturen. So wirdehsder Zeitaufwand fur die Struktur-
verfeinerung nahezu halbieren.

Zahlreiche Komplexe des Faktor Xllla mit kovaleefogndenen Inhibitoren wurden in
umfangreicherscreening®ingesetzt, um Kristallisationsbedingungen fiur idasierte
Protein zu finden. Dass im Zuge der Aktivierung Wweim der Transglutaminase 2 ver-
gleichbarer Konformationswechsel eintritt, l1asst dirukturelle Ahnlichkeit der beiden
Proteine vermuten. Ein weiterer Hinweis auf eingiaderte Konformation der Inhibi-
torkomplexe ist, dass die Komplexe unter VerwenddegKristallisationsbedingungen
fur das Protein in der geschlossenen Konformatihtrkristallisieren. Da sich die
Kristallisation der Komplexe der Transglutaminasal® stark inhibitorabhangig erwie-
sen hatte, wurden Komplexe mit verschiedenen Itdriéam im Screeningeingesetzt.
Auch die Konzentration der Lésungen der eingesetkigmplexe wurde variiert. Hier
bestehen fur die Zukunft noch Mdglichkeiten zur iaon: Komplexe mit weiteren
Inhibitoren kdénnen in unterschiedlichen Konzentma¢in imScreeningeingesetzt wer-
den. Auch eine Erweiterung des RepertoireSemeening-6sungen ist denkbar.

Die Kristalle des Komplexes des Faktor Xllla mindénhibitor Ml 621 sind der erste
sogenannte "Hit" aus dei®&creeningzur Suche nach Kristallisationsbedingungen fur
den inhibierten Faktor Xllla und stellen einen gro(Schritt auf dem Weg zur Kristall-
strukturbestimmung dar. Die Reproduktion der Ktistavird in nachfolgenden Arbei-

ten durchgefihrt.
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Welche Probleme sich in Folge wahrend der Etabligdes Faktor Xllla als Zielstruk-
tur im Wirkstoffdesign ergeben kdnnen, wurde fig @ransglutaminase 2 in Abschnitt
3.3 ausfihrlich diskutiert. Auch die Kristallisati@les Faktor Xllla kann sich aus den
gleichen Grunden als inhibitorabhdngig erweisenat8gien zur Uberwindung dieser
Problematik, wie zum Beispiel die Kristallisatioerdnhibitoren im Komplex mit der
katalytischen Domane, sind auch hier denkbar. EMddrennung der beiden C-
terminalen -Barrel-Doméanen kann durch Thrombin katalysiert werdergida zusatz-
liche Spaltstelle zwischen Lys 513 und Ser 514 tmgslgen wurde. [147] Werden Da-
tensatze von Komplexen des gesamten Faktor XINéolekuls in einer der Transglu-
taminase 2 vergleichbaren offenen Konformation emdgnmen, wird die Datensamm-
lung und —auswertung vermutlich ebenso problematise anspruchsvoll sein wie bei
der Transglutaminase 2 beschrieben.

Die ersten Schritte auf dem Weg zu einer Kristallgur des Faktor Xllla im Komplex
mit einem Inhibitor sind getan. Bis jedoch die Stamaufklarung vollendet ist, kdnnen
computergestitzte Methoden helfen, die Bindetascldeden Bindungsmodus der Inhi-
bitoren zu simulieren. Aufgrund der hohen struktareund sequentiellen Ahnlichkeit
der beiden Proteine kann eine Kristallstruktur @eansglutaminase 2 in der offenen
Konformation als Grundlage fir die Erstellung eirfssnologiemodells des Faktor XII-
la dienen. Ein Vergleich der in der UniProt-Datembdl162] hinterlegten Sequenzen
des Faktor XIlII (Eintrag P00488) und der Transghitease 2 (Eintrag P21980) mit
dem Programm BLAST [163] ergibt eine Sequenzidantion 39 % und eine Sequenz-
ahnlichkeit von 53 %. Insbesondere der Bereich as khtalytisch aktive Cystein ist
stark konserviert, wie Abbildung 99 zeigt. Ein $ws Homologiemodell wurde bereits
in der Literatur beschrieben. [150] Jedoch wurde diesen Arbeiten vorausgesetzt,
dass der Faktor Xllla auch in der aktiven Konfonmratals Dimer vorliegt. So wird
auch beschrieben, dass bei der Erstellung des Madesammensttl3e zwischen der
Barrel-Domane 1 und der-SandwichDomane des jeweiligen anderen Monomers auf-
traten. Untersuchungen mittels GrofRenausschlussetiographie konnten jedoch zei-
gen, dass der Faktor Xllla in seiner aktiven Konfation vorwiegend als Monomer
vorliegt. [152] Dafur spricht auch die Rolle destélerungspeptids, welches in der
inaktiven Konformation die beiden Molekile des Dim&erbindet. Nach dessen Ab-
spaltung kann eine Aktivierung des Proteins unchaine Monomerisierung erfolgen.
Dies muss bei der Erstellung eines Homologiemodsdigicksichtigt werden. Das er-

haltene Modell sollte durch Molekildynamiksimulatiserbessert werden, so dass im
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Anschluss die Bindetasche fir das Docking von libtvien verwendet werden kann.
[164]

FXIII 59 DTNKVDHHTDKYENNKLIVRRGQSFYVQIDF-SRPYDPR RDLFRVEYVIGRYPQENKGTY 117
+TN DHHT KL+VRRGQ F+++F RY+ D VG P+ GT
TG2 15 ETNGRDHHTADLCREKLVVRRGQPFWLTLHFEGRNYEA®SLTFSVVTGPAPSQEAGTK 74

FXIIl 118 IPVPIVSELQSGKWGAKIVMREDRSVRLSIQSSPKCIVG KFRMYVAVWTPYGVLRTSRNP 177
P+ ++GWA+V++tD++L++ +G +R++ TY +S
TG2 75 ARFPLRDAVEEGDWTATVVDQQDCTLSLQLTTPANAPIGYRLSLEASTGY---QGSSFV 131

FXIIl 178 ETDTYILFNPWCEDDAVYLDNEKEREEYVLNDIGVIFYG EVNDIKTRSWSYGQFEDGILD 237
+LFN WC DAVYLD+E+ER+EYVL G I+ G IK W++GQFEDGILD
TG2 132 LGHFILLFNAWCPADAVYLDSEEERQEYVLTQQGFIYQGAKFIKNIPWNFGQFEDGILD 191

FXIll 238 TCLYVMD------- RAQMDLSGRGNPIKVSRVGSAMVNA  KDDEGVLVGSWDNIYAYGVPP 290
CL ++D A DSR+P+V RV S MVN DD+GVL+G WDN 'Y GV P
TG2 192 ICLILLDVNPKFLKNAGRDCSRRSSPVYVGRVVSGMVNGIDDQGVLLGRWDNNYGDGVSP 251

FXIII 291 SAWTGSVDILLEYRSSE-NPVRYGQ CWVFAGVFNTFLRCLGIPARIVTNYFSAHDNDANL 349
+W GSVDIL +++ V+YGQ CWVFAV T LRCLGIP R+VTNY SAHD ++NL
TG2 252 MSWIGSVDILRRWKNHGCQRVKYG@WVFAAVACTVLRCLGIPTRVVTNYNSAHDQNSNL 311

FXIII 350 QMDIFLEEDGNVNSKLTKDSVWNYHCWNEAWMTRPDLBFGGWQAVDSTPQENSDGMYR 409
++F EG+ ++WN+HCW E+WMTRPDL G+ GWQA+D TPQE S+G Y
TG2 312 LIEYFRNEFGEIQGD-KSEMIWNFHCWVESWMTRPDLQBYEGWQALDPTPQEKSEGTYC 370

FXIIl 410 CGPASVQAIKHGHVCFQFDAPFVFAEVNSDLIYITAKKD GTHVVENVDATHI-GKLIVTK 468
CGP V+AIK G + ++DAPFVFAEVN+D++ +D G+V+++++1G I TK
TG2 371 CGPVPVRAIKEGDLSTKYDAPFVFAEVNADVVDWIQQDGS-VHKSINRSLIVGLKISTK 429

FXIllI 469 QIGGDGMMDITDTYKFQEGQEEERLALETA--LMYGAKKPLNTEGVMKSRSNVDMDFEVE 526
+GD DITTYK+EG EERA A L A+K T MtR M+
TG2 430 SVGRDEREDITHTYKYPEGSSEEREAFTRANHLNKLAEE-ETGMAMRIRVGQSMN---- 484

FXII 527 NAVLGKDFKLSITFRNNSHNRYTITAYLSANITFYTGVP KAEF-KKETFDVTLEPLSFKK 585
+GDF+ NN+ Y LA YG+ E K ++LEPSK
TG2 485 ---MGSDFDVFAHITNNTAEEYVCRLLLCARTVSYNGIL GPECGTKYLLNLNLEPFSEKS 541
FXIllI 586 EAVLIQAGEYMGQLLEQASLH---FFVTARINETRDVLA KQKSTVLTIPENIKVRGTQV 642
+l +Y LE + V IN L ++ L PEII++G
TG2 542 VPLCILYEKYRDCLTESNLIKVRALLVEPVIN---SYLL AERDLYLENPEIKIRILGEPK 598
FXIll 643 VGSDMTVTVQFTNPLKETLRNVWVHLDGPGVTRPMKKMREIRPNSTVQWEEV-----CR 697
+ V NPL L ++GG+T K+ ElP+ EEV
TG2 599 QKRKLVAEVSLQNPLPVALEGCTFTVEGAGLTEEQKTV-EI-PDPVEAGEEVKVRMDLL 655
FXIlI 698 PWVSGHRKLIASMSSDSLRHVYGELDVQI 726

P G KL++ SDL+V G +VI
TG2 656 PLHMGLHKLVVNFESDKLKAVKGFRNVII 684

Abb. 99: Vergleich der Sequenzen von Faktor XIIdl drransglutaminase 2 mit dem Programm
BLAST. [163] Das katalytisch aktive Cystein ist jeig rot markiert.

Der Einsatz kovalent bindender Inhibitoren zur Kéemerung des Faktor XIII muss
als Mittel auf dem Weg zu einer erfolgreichen Kaiksation des Proteins in der aktiven
Konformation betrachtet werden. Durch die kovaleBtedung der Inhibitoren erhoht

sich die Stabilitat der Komplexe und damit die Wsaheinlichkeit ihrer Kristallisier-
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barkeit. Wie fur die Transglutaminase 2 beschrieleggnen sich kovalente Inhibitoren
jedoch weniger als Arzneistoffe als nicht kovalelmigibitoren. Insbesondere Inhibito-
ren mit einer Chlormethylketon-Kopfgruppe geltes séhr reaktiv. Neben Transgluta-
minasen und Cysteinproteasen gehen sie auch Birdung Serinproteasen und ande-
ren SH-haltigen Molekulen, wie zum Beispiel Glutath ein. Aufgrund diesem Mangel
an Selektivitat ware eine Anwendung dieser Molekidlevivo nicht mdglich. Somit
muss auch hier das strukturbasierte Design nictdlkater Inhibitoren als langfristiges
Ziel betrachtet werden, damit diese eines Tagesamtikoagulativen Therapie einge-

setzt werden kdnnen.
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5 Zusammenfassung

In dieser Arbeit wird das strukturbasierte Desigm Wirkstoffen am Beispiel drei ver-
schiedener Zielproteine beschrieben: Der HIV-1 éas¢ und der humanen Proteine
Transglutaminase 2 und Blutgerinnungsfaktor Xllielzler Arbeit war, die jeweiligen
Proteine im Komplex mit ihren Inhibitoren zu krilideren und die dreidimensionale
Struktur der Komplexe mittels Rontgenstrukturanalysi bestimmen. Die erhaltenen
Informationen lber den Bindungsmodus der Inhibiiosellten fir das Design neuer
Molekule und die Optimierung der Bindungseigensi@mfzum Beispiel der Affinitat
zum Protein, genutzt werden, um somit einen BeimagEntwicklung neuer Arznei-
stoffe zu leisten.

Inhibitoren der HIV-1 Protease sind potentielle Aeistoffe zur Therapie von HIV-
infizierten Menschen. Sie kdnnen helfen, die Zetzum Ausbruch der Immunschwa-
che-Krankheit AIDS zu verlangern sowie deren Symrattk zu lindern. Auch wenn
bereits einige Arzneistoffe zur Behandlung zur \gung stehen, erfordert die zuneh-
mende Resistenzbildung der Viren und die Entwicgluan AIDS zu einer weltweiten
Pandemie eine kontinuierliche Weiterentwicklung @kerapie. Die humane Transglu-
taminase 2 ist unter anderem an der Pathogenes®liigkie beteiligt, zu deren Thera-
pie zur Zeit keine Arzneimittel zur Verfigung stah&in Medikament mit einem Inhi-
bitor der Transglutaminase 2 konnte Patientenydiedieser Gluten-Unvertraglichkeit
betroffen sind, ermoglichen, ihre strikte Diat auéckern, und somit ihre Lebensquali-
tat betrachtlich erhéhen. Auch der Faktor Xl gehgu der Familie der Transglutami-
nasen. Durch seine Funktion in der Blutgerinnumgjtstr einen Angriffspunkt fir eine
antikoagulative Therapie dar. Inhibitoren des Rnstsind daher potentielle Arzneistof-
fe und eine neue Option zur Prophylaxe und Behawdluerschiedenster Herz-
Kreislauf-Erkrankungen, wie zum Beispiel von Thrasén und Embolien.

In Abschnitt 2.3 dieser Arbeit werden Kristallsttuken von Komplexen der HIV-1
Protease mit verschiedenen Inhibitoren vorgestiiit als Grundstruktur ein sekundares
Amin besitzen. Zunachst wird in Abschnitt 2.3.1zgegt, wie innerhalb einer Serie
strukturell sehr &ahnlicher Inhibitoren grundlegewerschiedene Bindungsmodi zum
Protein beobachtet werden konnten, die in Zusamarenmit der Kristallform und der
Raumgruppe des Kristalls stehen. Dass der gleichibitor in Kristallen mit unter-
schiedlicher Raumgruppe sowohl C2-symmetrisch ath @asymmetrisch an die HIV-1
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Protease binden kann, wird in Abschnitt 2.3.2 basbken. Der Zusammenhang zwi-
schen Bindungsmodus des Inhibitors, Symmetrie uagniyruppe wird dort noch ein-
mal ausfuhrlich diskutiert. In Abschnitt 2.3.3 uR@.4 wird beschrieben, wie Molekile
mit Fulleren- und Piperidin-Grundgerust durch enkiymatische Messungen als neue
Inhibitoren der HIV-1 Protease charakterisiert vegrdkonnten. Strukturelle Informatio-
nen Uber den Bindungsmodus dieser Inhibitoren lenjgdoch nicht erhalten werden.
Jedoch konnte der Bindungsmodus einer Serie drgjarpmicht symmetrischer Pyrro-
lidinderivate durch Co-Kristallisation und Roéntgen&turanalyse bestimmt werden,
wie in Abschnitt 2.3.5 gezeigt wird. Eine Weitengraklung der Amin-basierten Inhibi-
toren stellen die bizyklischen Pyrrolidinderivatardderen Bindungseigenschaften in
Abschnitt 2.3.6 vorgestellt werden. Kristallstruldn von Komplexen mit diesen Inhibi-
toren stellten auch die Grundlage fir ein Fragnbasiertes Design dar, welches in
Abschnitt 2.3.7 beschrieben wird.

Die Transglutaminase 2 wurde, wie in Abschnitt Be3chrieben, im Komplex mit ko-
valent bindenden Inhibitoren in der offenen Konfatimn des Proteins kristallisiert. Die
Kristallisierbarkeit dieser Komplexe erwies sicls atark abhangig vom verwendeten
Inhibitor. Es gelang jedoch schlief3lich, Kristallgtturen von drei verschiedenen Kom-
plexen zu bestimmen. Die Strukturaufklarung vemitt wertvolle Informationen tber
Uber den Bindungsmodus der Inhibitoren, die von d@uperationspartner in diesem
Projekt, der ZEDIRA GmbH, als Grundlage fur das iDesveiterer Molekile auf dem
Weg zu einem geeigneten Arzneistoff genutzt wekdemten.

Vergleichbar zu den Arbeiten mit der Transglutareea, sollte auch der Faktor Xllla
im Komplex mit einem kovalent bindenden Inhibitoriskallisiert und anschlieRend
erstmals die dreidimensionale Struktur des Proteiraner offenen Konformation be-
stimmt werden. Wie in Abschnitt 4.3 beschriebemrite das Protein zunéchst erfolg-
reich in der geschlossenen Konformation kristatisiwerden. Anschlie3end wurden
zahlreiche Komplexe des Faktor Xllla mit kovaleebgndenen Inhibitoren in umfang-
reichenScreening®ingesetzt, um Kristallisationsbedingungen fir idagoierte Protein
zu finden. Am Ende dieser Arbeit konnten erste tidlis eines Komplexes erhalten und
auf ihr Diffraktionsvermdgen getestet werden, sesdain grofRer Schritt auf dem Weg

zur Kristallstruktur getan wurde.
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Summary

The thesis at hand uses the example of three elifféarget proteins to describe struc-
ture-based design of drugs, the first being HIVrat@ase, the second and third being
the human proteins transglutaminase 2 and coagnl&ctor XlIll. The aim of this the-
sis was to crystallize the respective proteinsamglex with their inhibitors and to de-
termine the three-dimensional structure of the dergs by X-ray analysis. The result-
ing information about the binding mode of the intdls could then be used for the de-
sign of new molecules and the optimization of bmgdproperties, for example the affin-
ity to the protein. In this way, a contributionttee development of new drugs has been
made.

Inhibitors of HIV-1 protease are potential drugs fiee treatment of HIV-infected pa-
tients. They might help slowing down the ongoinfgation and later relieve the symp-
toms of AIDS. Even though a variety of drugs igatty available, the increasing resis-
tance development of the virus and the worldwideaging of AIDS up to a pandemic
require permanent efforts to develop new therapsuti

Among other things, human transglutaminase 2 dauts to the pathogenesis of celiac
disease. At the moment, there are no drugs avaitalireat this gluten intolerance. An
inhibitor of transglutaminase 2 would be a potdntiaug allowing affected patients
making their gluten-free diet less strict and timeseasing their quality of life.
Coagulation factor Xlll is also a member of the fignof human transglutaminases.
Because of its function in blood coagulation, tihet@n could be a target for an antico-
agulation therapy. Inhibitors of factor XIII areetiefore potential drugs and a new op-
tion in prophylaxis and therapy of several cardsmedar diseases like thrombosis and
embolism.

Section 2.3 of this thesis presents several crgstattures of complexes of HIV-1 pro-
tease with inhibitors having a secondary amineaas structure. The observation of a
significant difference in binding modes in a sewnéstructurally similar ligands, in rela-
tion to the crystal form and the space group ofdtystals, is reported in section 2.3.1.
The occurrence of two different binding modes @& slame inhibitor to HIV-1 protease,
once C2-symmetric, once without twofold symmetsyshown in section 2.3.2. Here,
the relationship between the inhibitor's bindingd®osymmetry and space group, is
discussed in detail. Section 2.3.3 and 2.3.4 desdhe characterization of molecules
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with a fullerene as well as with a piperidine ceoaffold as novel inhibitors of HIV-1
protease by enzyme kinetic measurements. It wapassible, however, to obtain struc-
tural information about the binding mode of thesleibitors. Nevertheless, as shown in
section 2.3.5, the binding mode of a series ofettanened, non-symmetric pyrrolidine-
based inhibitors was determined by crystallizatbbthe complexes and subsequent X-
ray analysis. Pyrrolidine-based bicyclic inhibitaaee an advancement of the amine-
based HIV-1 protease inhibitors. Their binding pndigs are shown in section 2.3.6.
Crystal structures of complexes with these inhisitavere the basis for a fragment-
based approach, which is described in section .2.3.7

Human transglutaminase 2 was crystallized in cormpligh covalently bound inhibitors
in the open conformation of the protein, as shawsdction 3.3. The success of crystal-
lization of these complexes turned out to be higldpendent on the type of the inhibi-
tor. Nevertheless, crystal structures of threeedtifit complexes were determined fi-
nally. The structural analysis provided useful mfiation about the binding mode of the
inhibitors, which proved of value for the designnafw molecules to be developed into
an applicable drug by the cooperation partnerismphoject, ZEDIRA GmbH.

As with transglutaminase 2, the aim was to cryiz@lcoagulation factor Xlll in com-
plex with a covalently bound inhibitor and to detére the three-dimensional structure
of the protein in the open conformation for thestfiime ever. As described in section
4.3, the protein was crystallized successfullyha tlosed conformation at first. After-
wards, a large number of complexes of factor Xilligh covalently bound inhibitors
were applied in extensive screenings to find ctlygéion conditions for the inhibited
protein. To this end, promising crystals of a coemplvere obtained and tested for dif-
fraction power. Thus, a great milestone on the way crystal structure has been

accomplished.
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