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1 Einleitung

1.1 Strukturbasiertes Wirkstoffdesign

Die Suche nach neuen Arzneimitteln hat sich im Laufe der letiaéreehnte stark
veréndert. Die traditionelle Arzneimittelforschung beruht vor allem auf den vielféltigen
Stoffen die uns die Natur zu bieten hat. Oft wurde durch Zufall ein wirksamer Extrakt
gefunden aus dem anschliel3end in mihsamer Kleinarbeit das wigk&ainzip isoliert
wurde. War einmal die chemische Struktur bekannt, wurde oft eine Vielzahl von
Analoga synthetisiert um das Wirkprofil zu verandern. Ein prominentes Beispiel ist die
Entdeckung, Isolierung und spaggviodifizierung von Penicillif:?

Mit dem Aufkommen neuer Technologien wandelte sich das Vorgehen hin zu einem
rationalen Wirkstoffdesig® Heute ist die strukturbasierte Wirkstoffentwicklung ein

Teil der meisten industriellen und universitaren Projekte die auf die Entwicklung neuer
Arzneimittel ausgerichtet sindBesonders das bessere Verstandnis pbgsiologischen

und pathologischen Vorgéngen, die Entschlisselung des menschlichen Genoms und die
Verfugbarkeit von Methoden wie der Rontgenkristallographie haben mal3geblich dazu
beigetragen.

Die grundlegende Ideem strukturbasierten Wirkstoffdesign ises ein enzelnes
Protein (in seltenen Fallen ist die Zielstruktur auch DNA oder RNA)einem
maf3dgeschneiderten Liganden auszuschalten und somit den gewilnschten
therapeutischen Effekt zwerzielen. Der erste Schritt isdabei die Auswahl eines
geeigneten Zielproteins. Dieses sollte eine essentielle Rolle in dem betreffenden
Krankheitsbild erfullen und seine Funktion sollte nicht durch andere Proteine ersetzbar
sein. Diese beiden Kiriterienutiren dazu, dass bei dem Ausschalten des
entsprechenden Proteins ein Stoffwechselpfad ausféllt bzw. deutlich abgeschwacht
wird was zu dererwinschten Wirkung fuhrt. idht zuletzt solltedas Proteineine
geeignete Bindestelle fikleine Liganden aufweiséflIn der Regel sind es Enzyme die
fur diese Art der Wirkstoffentwicklung geeignefeelproteinestellen.

Ist ein geeigneteielproteinidentifiziert worden, beginnt der eigemthe Zyklus des
systematischenifRdenund Optimieen eines Liganden. In Abhildg 1.1 ist der grobe
schematische Ablauf dargestellt. Zuerst wird eine dreidimensionale Raumstruktur des
Proteins bendtigt. Diese wird meist durch die Réntgenkristallographie erhalten. Andere
Methoden sind die NMRSpektroskopieoder Homologiemodelierungwobei diese
meist eine zumindest dhnliche Kristallstruktur als Grundlage bendétienach Protein
kann die Bestimmunginer initialen Kristallstruktur sehr viel Zeit in Anspruch nehmen,
so dass dieser Schritt nicht selten der limitierende ist.
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Abbildung 1.1: Graphischedbstellung des strukturbasierteWirkstoffdesigns

Ist die dreidimensionale Struktur bekannt, beginnt die Suche nach einem geeigneten
Liganden. Neben dem rein experimentellen Durchmustern einer Datenbank nach
aktiven Substanzen, dem sgenannten HighTrhroughputScreening, kdnnen auch
Computermethoden erfolgreich eingesetzt werden. So lasst sich z.B. anhand der
Kristallstruktur ein Pharmakopharus der Bindetasche ableiten. Ein Pharmakophor
gibt Auskunft dariber an welchen Stellen der d&gtasche welche Atomtypen
bevorzugt werden. Anhand dieses Mustéassen sich neue Liganden finden die diese
Muster moglichstgut erfillen. Oft wird ein iteratives Vorgeherus experimentellen

und computerbasierten Methoden angewandt. Konnte ein aktivgahd identifiziert
werden, wird eine Kristallstruktur des Protdiigand Komplexes aufgenommen. Die
genaue Kenntnis des Bindungsmodus bildet die Grundlage fir das strukturbasierte
Design.Sobaldeine Verbindung mit einer ausreichenden Affinitat, einer sgtisch

gut modifizierbaren Grundstruktur und einem bekannten Bindungsmodus gefunden
worden ist,kann diese als Ausgangpunkt fur die weitere Entwicklung dienen.

Ist eineAusgangsverbindungefunden wird diese schrittweise optimiert mit dem Ziel
einen hoclaffinen selektiven Inhibitor flidas Zielprotein zu erhalten. Anhand der
ersten Komplexstruktur werden in der Regel computergestitzt Vorschlage fur eine
Verbesserung des Liganden entworfen. Eine Serie neuer Inhibitoren wird synthetisiert
und anschlieRendwd Aktivitat getestet. Vorden vielversprechendsten Inhibitoreter
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Serie wirdwiederrum eine Komplexstruktubestimmt und der Zyklus beginnt von
vorne.

Als Resultat aus dem strukturbasieren Wirkstoffdesign erhalt man eineddr
Zielprotein hochaffine Mbindung. Fur einen Arzneistoff spielen aber noch andere
Parameter eine entscheidende Rol®o folgen auf das strukturbasierte Design noch
weitere Optimierungen in Bezug auf die Toxikologie sowie die AP&&meter
Absorption, Distribution, Metabolisationnd Elimination. Dadurch wird sichergestellt,
dass der Arzneistoff sein Ziel im Korper erreicht und spater wieder ausgeschieden wird.
Erst nachdem die so entwickelten Verbindungen sich auch in klinischen Tests bewéhrt
haben kdnnen sie als Arzneistoff zlagsen werdenSomit stellt das strukturbasierte
Design nur den ersten Schritt auf dem langen Weg zum Arzneistoff dar.

Bedeutung der Kristallographie

Die Kenntnis des Bindemodus ist fur das strukturbasierter Wirkstsifdevon
zentraler Bedeutung. Die Rigenkristallographie ist dabei die mit Abstand meist
genutzte Methode um diesen zu erhaltebie herausragende Bedeutungelche die
Kristallographie in den letzten Jahren erreicht Hasstsich erahnen, wenn man sich
die Zunahmeder in der PDB (RSCBtein Datenbank) deponierten Strukturen ansieht
(Abbildung 1.2).

Der in einer Kiristallstruktur vorgefundene Bindemodus wofl ohne weiteres
Hinterfragen als der relevante und einzige angesehBennoch gibt eseinige
Einschrankungen. Der gesuchte Bindelm® ist in der Regel der Bindemodier auch

in Losung vorliegt. Die Situation in Lésung ist aber oft nicht direkt mit der in einem
Proteinkristall vergleichbarWahrend einProtein in Losunglexibel ist und eine
Vielzahl an Konformationen einnehmd&ann, befindet es sichnh Krstall hingegenn
einer konformativ deutlich eingeschrankte@eometrie die nicht immer der in Losung
bevorzugten entsprechen muss. Dass verschiedene Kristallpackungen unterschiedliche
Bindemodi verursachen kénnen, wurde in der tatar bereits gezeigt. So konnten
Blum et al.den selben HIProteaselLigand Komplex in zwei unterschiedlichen
Raumgruppen kristallisieren und fanden zwei verschiedene Bindung$tribass auch

die experimentellen Bedingungeginen Einfluss haben kénnewurde von Steubeet

al. anhand von AldoseReduktaseLigand Komplexe demonstriert™ Durch
unterschiedliche Soakirgind Kokristallisationsprotokolle konntetYeranderungen im
Bindemoduseobachtet werden
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Abbildung 1.2Entwicklung der in der Protediatenbank (PDBJeponierten Strukturef”

Trotz all dieser Einschrankungersind Kristallstrukturen unverzichtbarum Proteir
Ligand Wechselwirkungen zwrforschen und die Vielzahl der erfolgreichen
Designprojekte beweist die hohe Relevamd Zuverlassighkieder zugrunde liegenden
Strukturen.Dennochsollte stets die Moglichkeibedacht werden dass noch weitere
Bindungsmodals derkristaliographisch bestimmteorliegen kdnnen

1.2 Fragmentbasiertes Wirkstoffdesign

Fragmentbasiertes Wirkstoffdesign steldine Sonderform desstrukturbasierten
Designs dar. Wahrend das klassische WirkstoffdesignVieshindungenausgeht die

oft schon ein Arzneistoffypisches Molekulargewicht von um dig50-500 g/mol
aufweisen, setzt das fragmentbasierte Design auf deutliinégre Molekile im
Bereich bis zu 30/mol.*> ¥ Der Vorteil der Fragmente liegt in ihrgeringenGroRe.
Dadurch kénnen sie leicht, ohne das fir Arzneistoffe angepeilte Molekulargewicht zu
Uberschreiten, zu einem hochaffinen Inhibitor optimiert wendeZudem kann mit
kleinen Molekllen bereits mit einer geringen Anzahl an Verbindungen ein grol3er
chemischer Bereich abgedeckt werdenwodurch sich die zu testenden
Substanzibliotheken deutlich verkleinerft?

In aller Regebesitzt ein kleineres Molekil aufgrund seiner geringeren Anzahl an
Wechselwirkungen mit dem Zielprotein eine im Vergleich zu gréReren Inhibitoren
verminderte Affinitat. Um das Verhéltnis von Affinitdit zu LigandgroRe besser
einzuschatzen wurde in diesems&immenhang die Ligariffizienz eingefuhi® Fiir

einen optimalen, d.h. effizienten, Inhibitor wird demnach nicht nur eine hohe Potenz
sondern auch ein mdglichst kleines Molekulargewicht gefordert. Die niedrige Affinitat
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der Fragmente ist aber, vom exji@entellen Standpunkt aus, ihr gré3ter Nachteil. So
ist ihre Bindung in den verschiedenen Assays oft nur schwer nachzuweisen und auch
die erfolgreiche Kristallisation mit einem Protein gestaltet sich oft schwierig. So konnte
sich erst durch die Verfugbagit von neuen, sehr empfindlichen Messverfahren fur
ProteinLigand Wechselwirkungen das fragmentbasierte Wirkstoffdesign als géngige
Methode etablieren. Insbesondere die Kernspinresosaektroskopie (NMR) und
Oberflacheplasmonenresonarspektroskopig SPIRsind haufig angewandte, sensitive
Methoden um niedrig affine Liganden aufzuspiir&leben dem ublichen Ansatz eine
Bibliothek mit Hilfe eines Assayvorzufitern und nur die gefundenen Treffer
kristallographisch zu untersuchen, ermdglicht die in der Regdlaltnismafig kleine
BibliotheksgroRe auch samtliche Fragmente kristallographisch zu tE8tebas
Interesse an dem fragmentbasierten Design zeigt sich neben der vielféaltigen Literatur
zu diesem Them&®® auch in der Vielzahl der erfolgreichen Jeide. So wurden
unter anderem fiir mehrere KinasBf*? und Phosphataséif 3Y, einer Aspartyl
protease (BACEjJ 33, einem Chaperon (HSP0)*® sowie der DNA GyraSé "
ausgehend von Fragmenten hochaffine Liganden synthetisiert.
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1.3 Zielsetzung

Der Schwerpunkt dieser Arbeit liegtuf der kristallographischen Aufklarung der
Bindungsmodunterschiedlicher Liganden.

Die Arbeit gliedert sich dabei droin die Projekte um die pepsihnlichen
Aspartylproteasen sowie détroteinkinaseA.

Die Familie der pepsinahnlichhe Aspartylproteasen beinhaltet eine Vielzahl an
Proteinen welchein schwerwiegenden Erkrankungemie z.B. Malaria (Plasmepsine),
Alzheimer i(-Sekretase) oder Bluthochdruck (Renin) involviert si8dmit sind die
Vertreter diese Proteinfamilie interessante Zielproteine fir die Wirkstoffentwicklung.
Im Vorfeld dieser Arbeit wurdevielféaltigeAspartylproteasdnhibitoren, insbesondere
fur Plasm@esin, synthetisiert. Da es nicht gelang eine Komplexstruktur mit Plasmepsin
zu erhalen, wurde beschlosseaine alternative pepsinahnliche Aspartylprotease als
Modellprotein zu verwenden. An diesem Punkt setzt die vorliegende ArbeiDas.
vorrangige Ziel bestand darinmittels eines geeigneten Modefoteins die
Bindungsmodi dieser Ligden zu bestimmen.Nachdem sich das urspringlich
gewdéhlte Moddprotein (Pepsin vom Schwein) aufgrund seinschlechten
Kristallisationsgenschaften als nicht geeignet hesstellte, wurde Endothiapepsin,
ein in der Literatur oft verwendetes Motsystem als Aternative gewahlt. Fir dieses
Proteinwurde in unserem Labor die Kristallisati@iabliert sowie, angelehnt an den
HI\(ProteaseAssay, ein fluoreszenzbasierter Assaur Affinitdtsbestimmung
entwickelt. Zusatzlich wurde auch die Kristatisn der sekretorischen
Aspartylproteas® (SAP2), einem weiteren Mitglied der pepsindhnlichen
Aspartylproteasenaufgebaut Die so etablierten Protokolle boten eine verlassliche
Grundlageum den Bindungsmodusrerschiedensternhibitoren kristallographisclzu
untersuchen Darlber hinauswurde Endothiapepsin genutztum eine hausintene
Fragmentbibliothek zu validierenDazu wurden die Assayund Kristallisations
bedingungen an die speziellen Anforderungeler niedrig affinen Fragmente
angepasst.

Der zweite Teil dieseArbeit beschaftigt sich mit dgProteinkinaseA (PKA)Das Ziel
diesesProjekts liegin der exemplarischen Optimierung eines kleinen Sondenmolekiils
zu einem hochaffinen LigandeBie Aufgaben diesem Kooperationsprojekiestand
darin, dieinitiale Kompexstruktur einer Sondeu bestimmen sowie anschlieRedde
Verbindungen demachfolgendenZyklen kristallographisclau untersuchen und so
deren exakten Bindemodus zu ermitteln. Dazu wurde ® entsprechendes
Kristallisationsprotokoll von unseren Kooperatspartnern tbernommenund in
unserem Labor etabliert.
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Vorbemerkung zu den Bildern:

Die Bilder welche die verschiedenen Komplexstruktueemgen wurden mit dem
Programm Pym6f! erzeugt. Soweit nicht anders angegebuird dabei folgende
Farbgebungverwendet: Sauerstoffatomesind rot dargestellt, Stickstoffatomélau,
ProteinKohlenstoffatome wei3 und Ligaskbhlenstoffatome lachsfarben Die
dargestellten Obdlachen wurden mit der Standaethstellung erzeugtwelche der
Conrolly-Oberflache bei einerBondemadius von 1.4 entspricht.
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2.1 Die Proteinfamilie im Uberblick

Aspartylproteasen sind eine weitverbreitete Klasse von Enzymen. Sie kommen in
Tieren, Pflanzen, Pilzen und Virgteichermalien vor. Als Proteadeeseht ihre
Funktion in derhydrolytischenSpaltung von &ptiden, wobei hier die Bandbreite von

auf spezielle €ptide spezialisierte Enzyme (zBenin) bis hin zu Verdauungsenzymen
welche fast jedes Protein angreifen (zZF&psin)reicht. Daneben zeichnesie sich (mit
einigen Ausnahmen) durch ef@ptimum im sauren bis neutralepH-Bereichund die
Inhibition durch Pepstatin aus. Pepstatiein Hexapeptidwelches erstmals aus
StreptomyesArten gewonnen wurde, enthalt die ungewdhnliche Aminosdure Statin.
Sieist auch ein zentrar Baustein vieler kommerziell angebotengspartylprotease
Inhibitoren.

Die Familie der Aspartylproteasenterteilt sich in einéVielzahlivon Unterfamilien. Die
grofRten undwichtigsten Klassen sind hierbei A1 (pepsindhnliche Adpaotgasen)
und A2 (etrovirale Aspartylproteasen).

. - mit PDB

Familie | Prototyp Mitglieder Eintrag
Al pepsin AHomo sapiens 144 33
A2 |[HIMM NBGNRLISLIAAYOQKdZYlF Y AYYdzy 52 6
A3 | cauliflower mosaic virug & LIS LIS LJi A Rl a S @a i 6 0
A5 thermopsinSulfolobus acidocaldariys 1 0
A6 |y 2RI @ANHzA LISLIWGARI aSo0QFt 201 K 1 1
A8 signal peptidase Escherichia cqli 1 0
A9 (A LJzYl LISLIAAY 6 QKdzYly aLlddzyl NBGN 1 1
All | Copia transposon peptidagefosophila melanogastgr 6 0
A21 |GSGNY GANXYza LISLIGARF &S0 QbdzRI dzN 1 1
A22 | presenilin 1Homo sapiens 21 0
A24 |type 4 prepilin peptidase Pseudomonas aeruginosa 5 0
A25 | gpr peptidaseBacillus megateriuin 1 1
A26 | omptin(Escherichia cqli 5 1
A31 | HybDpeptidaseEscherichia cli 5 1
A33 | skin aspartic proteas®{us musculus 1 1

Quelle: MEROPS Datenbank Stand 08/2

Abbildung 2.1: Uberblick tiber die Familider AspartylproteaserZu jeder Bmilie ist das als Prototyp
geltende EnzyndessenUrsprungsorganismu@ Klammern), i Anzahl der bekannten Mitglieder
diese Familisowie die Anzahl déviitgliedervondenenmindestens eine Struktur in der
Proteindatenbank hinterlegt ist angegeben.
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Die retroviralen Aspartylproteasen bestehen aus zwdantischen Untereinheiten.
Jede dieser Untereinheiten steuert ein Aspartat zu der katalytisdiaale bei. Ein
prominentes Beispiel aus dieser Familie ist die-Pltease.

Pepsinahnliche Asparylproteasen bestehleimgegenaus nur einer einzigen Kette.
Trotzdem lassen sich zweavolutionar durch Genduplikation entstanderi2pméanen
ausmachen die sich in vielen Aspekten gleichen und jeweils eins der beiden
katalytischen Aspartate beitragerlle pepsinahnlichemAspartylproeasen teién die

fur diese Familie Al typische saure Proteaséaltung eine fassartige (englisch:

a 6 I NRafungwelche in die Oberkategorie der nB¢Proteine gehortDie Enzyme
werden in der Regel als selbstinhibierende Propeptide synthetisiert kivderen sich

im sauren Medium durch die autokatalytische Abspaltung debBehninus.Zu den
bekanntesten Vertretern dieser Famile gehéren PepBimjothiapepsinCathepsin D,
[3-Secretase, Renin, die Plasmepsine sowie dieetalischen Aspartylproteasen.

Der Fokus dieser Arbeit liegiuf den pepsiéhnlichen Aspartylproteasemwelche im
Folgenden genauer vorgestellt werden.

Abbildung 2.2: Die Faltung der HIV Protease (links) und Endothiapepsin (rechts) im Vergleich. Beide
Proteinesindin der CartoorrReprasentatioumgeben von lhrer Oberflache dargestellt. Zur besseren
Orientierung sind zusatzlich die katalytischen Aspartate gezeigt. Im Falle derd#ése sind beide
Monomere verschieden eingefarbt. Zur Darstellung deur die Strukturen mit dem PE&de 2B60

sowie 10EW (ohne die jeweiligen Liganden) verwefidéf!

2.2 Vorstellung der Proteine

Neben den beiden in dieser Arbeit verwendeten Proteinen, Endothiapepsin und SAP2,
sollenhier mit den Plasmepsinen, Renin und deBSeketase auch kurz die wichtigsten
Zielproteine unter dempepsiréhnlichen Aspartylproteasen vorgestellt werden.

Endothiapepsin

Endothiapepsin wird von dem Pxyphonectria parasiticéSynonyme: Chesnut blight
fungus und Endothia parasitica) synthetisiendun seine Umgebung sezernielieser
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Pilz ist der Ausloser deso genanntenKastanienrindenkrebs welcher in Nordamerika
die amerikanische Kastanie so gut wie ausgerottet!faEur den Menschen ist der
Pilz ungefahrlich. Endothiapepsin wird kommeitzaeifgrund seiner nichgerinnenden
Eigenschafals Labersatin der Kaseherstellungewendet*?*¥ Das 330 Aminosauren
umfassende Proteirmit einem fur diese Proteinfamilie typischgyH-Optimum bei
pH45 st ein oft verwendetes Modiystem fir die pepsindhnlichen
Aspartylproteaset’! So wurde eine Vielzahl an allgemeinen Studien zu dem
katalytischen Mechanismus an Endothiapepsin durchgefiitf Zudem diente es in
der Wirkstoffentwicklung bereits erfolgreich als Molgebtein fiir diei -Seketasé*®
sowie Renir*®

Sekretorische Aspartylprotease

Die Sekretorischen Aspartylproteasen (Synonyandidapepsine) werden von dem
Pilz Candida albicansexprimiert Candida albicansst der haufigste Erreger der
KandidoseWahrend etwa 7®6 der gesundendtlkerung meist ohne Beschwerden
mit diesem Pilz infiziert sind, istie systemische Infektion einéebensbedrohliche
Komplikation bei immunsupprimierten Personerfz.B. AIDS Patienteh Candida
albicansbesiedelt bevorzugt die Schleimhaute im Mundcln und Vaginalbereich
sowie den Verdauungstrakt.Der polymorphe Pilz &ndert dabei je nach
Umgebungsbedingungen seine Erscheinungsform und damit auch Pathod®hitat.

Candida albicans exprimiert mindestens 10 verschiedene Aspartylproteasen
(sekretoische Aspartylproteasen, abgekirzt SAP). Dabei werden-SAP&ekretiert
wohingegenSAP9 undSAP1Gnembrangebundennnerhalb der Zelle vorlieger? Die
Expressiomler seketorischen Aspartylproteasen ist dabei fein gesteuerd variiert je

nach vorliegnden Phanotyp des PilzBS Die am starksten >@rimierte und aus
diesem Grundbestuntersucle dieser Aspartylproteasen ist die SAP2 welche auch in
dieser Arbeit verwendet wurde. Die Rollerdgnzehen SARsoenzyme ist noch nicht

im Detail verstandenDie SAP2veist eine breite Substratspezifitat auf ufittt scheint
durch die Hydrolyse verschiedener Proteine eine entscheidende Bedeutung bei der
Bereitstellung von Stickstoff fir das Wachstum des Pilzes zuzukommen. Zudem hilft sie
dem Pilz durch Schadiggrdes umgebenden Gewebes dieses zu penetrierenzund
kolonisieren’®¥ Die SAP2 weist in ihrer aktiven Form 342 Aminosauren auf und gehort
mit bislang lediglich zwei Strukturen in der Proteindatenbank zu den kristallographisch
weniger gut untersuchtepepsindhnlichenAspartylproteasen.

Trotz vieler Hiweise dass eine Inhibition der ekretorischen Aspartylproteasen
Candida albicansvirksam bekampft, stellen einzelne neuere Studien die Bedeutung
dieser Enzyme bei der Invasion von menschlichen Epithelzallefrage. Ob die
Sekretorischen Aspartylproteasen damit als potentielle Zielproteine fir ein
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Wirkstoffdesign geeignet sindist damit zum jetzigen Zeitpunkt nichéndgultig
entscheidbamund musssicherstin weiteren Untersuchungen zeigé.>* >3

Plasmepsia

Plasmepsine spielen eine wichtige Rolle im Stethsel aller Plasmodium Arten, dem
Erreger der MalariaDie meistender todlich verlaufenden Infektionen sind dabei auf
Plasmodium falciparumezuriickzufiihren.Der Parasit durchlauft einen komplexe
Lebenszyklus mit der Anopheles Micke als Endwirt und dem Menschen als
Zwischenwirt. Im menschlichen Korper dfallen Plasmodign nach der mitialen
LeberphaseErythrozytenund bauen das dort befindlichelamoglobinab. Fir eine
detaillierte Beschreibunges Lebenszyklus sei hier auf die Literatur verwid¥emie
initiale Spaltung des Hamoglobins wird durch dasafnmenspiel von Plasmepsinen
(pepsiréhnliche  Aspartylproteasen) sowie  Falcipainen  (Cysteinproteasen)
bewerkstelligt. Eine Hemmung der Plasmepsine stort den Hamoglobinabhdu
beeintrachtigt damit das Wachstum des ParasitemaRgeblicH>"*? Somit kénnten
Plasmepsirinhibitoren erfolgreichgegen Malaria eingesetzt werdein Plasmodum
falciparum werden mindestens 10 verschiedene Plasmepsaformen exprimiert
welche mit Plasmepsinbis PlasmepsiK durchnummeriert sindAuch die Histidin
Aspartylprotease (HARjort ist einsder katalytisben Aspartate durch ein Histidin
ersetzt) ist am Hamoglobibdau beteiligt und gehort zu defPlasmepsinen im
weiteren Sinné®” Die exakte Rolle der einzelnen Plasmepsinadsh nicht bekannt.
Plasmepsin I, Il und IV gehdren naler HAP zu den bestiwersuchtenPlasmepsinen.

Renin

Renin ist im menschlichen Kdrper maf3geblich an der Blutdruckregulation beteiligt.
Renin, welches in der Niere gebildet wird, spaltet Angiotensinogen und setzt somit
dessen aktive Formdas Angiotensith, frei. Dieses wird anstieBend von ACE
(AngiotensirConvertingenzyme) in  Angiotensidl gespalten welches stark
gefaRverengend und damit blutdrusteigernd wirkt. Zudem férdert Angiotensiindie
Ausschittung von Aldosteron und Vasopressin (synonym: ADH). Diese Kaskade wird
auch das RenirAngiotensirAldosteronSystem genannt und ist ein haufiger
Angriffspunkt fur eine blutdrucksenkende Therapie. Sod ACHemmer AT;-
Antagonisten (AngiotensieRezeptorblocker) und neuerdings audér Renininhibitor
Aliskirenals Arzneimittel zugelassebie Entwicklung des Renrinhibitors Aliskiren ist

ein prominentesBeispiel fiir ein gelungenes Wirkstoffdesign.
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R-Seketase

Diel -Seketase peta-SekretaseSynonyme: BACEMemapsin 2) spielt eine wichtige
Rolle in derPathogenesealer Alzheimer KrankheitSieist ein membrangebundenes
Protein welches das Amyloiforlauferprotein (APP) spaltetDaran anschligend
spaltet de ‘-Sekretase (ein Proteinkomplex mit einem Pesenilin als aktiver
Untereinheit)das resultierende Spaltprodukt und setzmyloid frei.Im Gehirn sowie
den BlutgefaBenvon Alzheimerpatienten finden sich vermehrheurotoxische
AblagerungenRA S&aSa t SLIWIARA ¢St OKS | dzOK . Inf &
gesunden Patienten wird-Amyloid ebenfalls gebildephne sich jedoch abzulagern
Neben der -Secretase wird APP auch durch ti§&ekretase, einer Metalloprotease,
gespalten, allerdings arnireer anderen Position. Das durch die Spaltung mittelshder
Seketase gebildete Peptid (sSAPRtim Unterschied zu -Amyloid wasserléslich und
gilt als neuroprotektiv. Somit ist die Hemmung deBeketaseein vielversprechender
Ansatz um den Verlauf eineAlzheimererkrankung positiv zu beeinflus$&h Das
grol3e Interesse an diesem Protein zeigt sich in den vielfaltigen Inhibitoren die,
insbesondereauch im industriellen Umfeld, bereits fur dieses Protein synthetisiert
wurden¢?

2.3 Der katalytische Mehanismus

Der grundlegende katalytische Mechanismus @gepsiréhnlichen Aspartylproteasen
wurde anhand von Kiristallstrukturen von Ubergangszustaméloga im Komplex mit
einem Protein aufgeklaff>*" > Der in Abbildung 2.3 gezeigte Mechanismus beruht
auf der Darstellung voleerapandiaret al®?

\tr:mr‘jR R H‘:;' R H R
HO R -~
— > HC?O(\ Yoo

’O—H ’ o

r/ HO &
; 0
oH _.:o 0:,_ H HO O:f_ jH H 0 0
rLo "ci)} H‘é o ~5 o)} HLOH o
Asp32  Asp213 |Asp32  Asp21q |Asp32 Asp2lj |Asp32  Asp2l

Abbildung 2.3: Der katalytische Mechanismus der Pefisimichen Aspartylproteasen nach
Veerapandiaret al®¥ Die Aminosauren sind in der Pepsiommerierung angegeben.

Sy
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Im unkomplexierten Zustand ist ein Wassermolekidls katalytische Wasseischen

den beiden Aspartatefixiert. Bindetein Substrat in der Bindetaschst das durch die
geladene katalytisch®iade polarisierte Wassein der Lageden Carbonylsauerstoff
des Substrats direkt anzugreifen . Der dadurch gebildete tetraedische
Ubergangszusind wird durch die beiden Aspartate stabilisiert Eine Inversion des
Sickstoffs ermoglicht diesem eiProtonvon Asp215 zu abstrahieren. Gleichzeitig
tbernimmt Asp32 eirProton aus demUbergangszustand , wodurch dieserin die
beiden Produktezerfallt . Nachdem die Produkte aus der Bindetasche abdiffundiert
sind, nimmt ein neues Wassermolekll die Position zwischen den katalytischen
Aspartaten ein. Wahrend der Katalyse ist das Substrat so in der Bindetasche
positioniert, dass dr Rest welcher auf der Seite der entstehenden S&auregpep
gebunden ist den Platz in der STaschebesetzt Der Rest auf der Seite der
entsterenden Aminofunktionkommt iy’ R S{NaschemuMiegen Von besonderem
Interesse ist der Protonierungszustand der beiden Aspartate und wahrend der
Katalyseln Komplexen mit UbergangszustaAdaloga konnte mittelfiochaufgeloster
Rontgenstrukturen sowie Neutronstrukturen Asp32 aldeprotoniertund Asp215 als
protonierte identifiziert werdert*® Die ProtonierungszustéandeauRertalb des
Ubergangsustandes sind hingegen spekulativ. Fir den unkomplexierten Zustand ist
eine Annahme, dass sich beide Aspartate das Proton sowie die negative Ladung
teilen [

Fur den Katalys&lechanismus ist es von entscheidender Bedeutung, dasAsgartat
protoniert ist, wahrend das andere deprotoniert vorliegt und die beiden Aspartate
zudem geometrisch richtig, alsooglanar zueinander, ausgerichtet sind. iBken
pepsirdhnlichen Aspartylproteasesind die beiden katalytischeé Aspartate durch
benatbarte Aminosauren stabilisiert. In aller Regel finden sich hier ein Threonin und
ein Serin. Auffallig ist, dass der HIVVProtease an dieser Stelle lediglich Alanine
finden sind alsoAminosaurenwelche nicht in der Lageindeine Wassestoffbriicke zu

den Asparaten auszubildenAuchin Renin findet sicltediglich das Serin wéahrend das
Threonin ebenfalls deh ein Alanin ersetzt isDa sowohl die HIYrotease als auch
Renin ihr pHOptimum im anndhernd neutralenBereich aufweisen liegt die
Vermutung mhe, dass eine solche Stabilisierung besonders unter sauren Bedingungen
notwendig ist.Diese Annahme wird durch eirfdutationsgudie an derHI\:Protease
unterstitzt, die zeigt,dass ein kinstliches Einfligegines Serinsebeneiner Abnahme

der Katalysege$wvindigkeit zu einer Verschiebung des {iptimums in den sauren
Bereich zur Folge h&® Dartiber hinaus stehen die beiden inneren Sauerstoffe der
Aspartate jeweils in Kontakt mit dem Stickstoff eines benachbarten Glycins.
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) Gly220
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Abbildung 2.4: Die katalytisctigadewird durch benachbarte Aminosauren stabilisiert. Fur das Bild
wurde die EndothiapepsiBtruktur mit dem PB-Code 10EW verwendét’

2.4 Die Bindetasche

Die grundsétzliche Gestalt der Bindetasche ist in allpepsirdhnlichen
Aspartylproteasen vergleichbar.Abbildung 2.5 zeigt die Bindetasche von
Endothiapepsin sowohl in Aufsicht waeichdie Region um das katalytische Zentrum
im Detail.Die Bindetaschést relativ flach und durchzieht das Protein wie einen Graben
um auch langere Peptidketterfbis zu etwaacht Aminosduren)oeherbergen zu
kénnen Im Zentrum findet sich die durch eine flexibldapRegion tberdachte
katalytische Diade Die gedffneteFlap erméglicht einem Substrat den Zugang zur
Bindetaschaund schliel3t sich anschlieReridber demgebundena& Molekil, um es in
optimaler Positon Uber dem katalytischen Zentrum zu fixieren. Wahrend die
Binderegionen um die beiden Aspartate gut ausgebildet sirefden dieseBereiche

an den Randern der Bindetasche zunehmend offener und unspezifiddberh den
vornehmend hydrophobeiCharakter der einzelnen Taschergibt sichdie bevorzugte
Spaltung zwischen hydrophoben Aminoséaur&e Benennung der Taschen gelis
Abbildung 2.5 hervor. Neben diesen gibt es noch eine weitere hydrophobe Tasche
welche lediglich bei gedffnetdflapzuganglich ist. Diese wird im nachsten Abschnitt
eingehender diskutiert.

Flap (
’ - e
{ ».t.
n S
*Z\ ?‘ “
\ katalytisches

Zentrum

Abbildung 2.5: Die Bindetasckien Endothiapepsiim Aufsicht (links) sowie die Region um das
katalytische Zentrum im Detail (recht@ur besseren Orientierung ist jeweils die katalytisbhede
eingezeichnet.
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2.5 DieFlap

Die Flap A & i S A y S-Schieife Satelthe bierhalb der katalytischen Diade
positioniert ist In den meisten Kiristallstrukturen dermpepsinahnlichenAspartyt
proteasen ist dieFlap Uber der Bindetasche geschlossen. In Komplexstrukturen
stabilisieren die Ligandemeist die geschlossene Konformation indem sie sowohl mit
der katalytischenDiade als auchmit der FlapRegion in Wechselwirkung treten.
Trotzdem wurden bereits mehrere Kristallstrukturen mit einer offenéap
beschrieben und in der Proteindatenbank deponiero Sind zum Beispielon
Plasmepsith. L dzy Bekr@t&sbBtrukturen mit einer gedffneterfrlap bekannt!®” ™
Oftmals ist hierbei di€lapRegion allerdings nur minimal gedffnetobei die konkrete
Position derFlap von Struktur zu Struktur aufgrund ihrérohen Flexibilitat variiert
Abbildung 2.6zeigt die Uberlagerung einer Kristallstruktur mit offener und einer mit
geschlosseneFlapam Beispielyon Plasmepsitl. Die hier gezeigte Kristallstruktonit
offener Flap(PDB 6de 2IG¥") stellt firr die Plamepsinl (und auch fiir die gesate
Familie der pepsinartigerAspartylproteasen)die Struktur mit der am weitesten
geotffnete Flap dar. Das bedeutetim Vergleich zu der geschlossenen Form ist die
VerschiebungRSNJ / h 1 G2YS | HapaR3bteh. (Hiedintes sictk SnNJ
maximaler Abstand von 114!

Abbildung 2.6 Uberlagerung zweidPlasmepsinl Kristallstrukturen mit unterdaiedlicherFlapOffnung.
In blauerCartoonDarstellung ist eine Struktur mit offenélapdargestellt (PDB Code: ZIﬁQ’. In
weil3erCartoonDarstellung ist eine Struktur mit geschleser Flapgezeigt (PDB Code: 1S)W_: Zur

besseren Orientierung sind zuséatzlich die katalytischen Aspartate dargestellt.

Die Offnung defFlap verursacht einig strukturelle Anderungen der Bindetasche. So
wurde sowohl in Plasmepsin Il als auch in Renin die Offnung einer zusatHiepen
Tasche beobachtet. Eine entscheidende Rolle spielt dabeFgslyrosin, eine ider
Proteinfamilie stark konservierte Amisaure. Im geschlossenen Zustand vermittelt
dieses Tyrosin den Kontakt zwischen &&pRegion und der restlichen Bindetasche.
Im Falle von Plasmepdinbildet Tyr77 im geschlossenen, unkomplexierten Protein
eine Wasserstroffbriickenbindung zu Trp41 sowirmittelt Gber ein Wassermolekdl,



16 2  Aspartylproteasen Einleitung

zu Ser37. Bei der Offnung d&lapgehen diese Kontakte verloren. Trp41 kann nun eine
zweite Konformation einnehmen und gibt damit den Zugang zu einer zuséatzlichen
K& RNE LK 2 0 SKapTe & D & K 8in) diedeNED i kannTrp41 anstelle von
Tyr77 die Wasserstoffbriicke zu dem Wassaekil ausbilden. Abbildung 2zgigt die
offene und geschlossene Konformation von Plasmeipsin Vergleich.

Abbildung 2. Die offene(rechts)und geschlosseng@inks)Form von Plasmepsih Fir die Darstellung
der geschlossenen Form wurde Plasmefisim Komplex mit Pepstatin gewahlt (PDB code: 1$WME).
Fur die Darstellung der offenen Form wurde ebenfalls eine Komplexstruktur verwendet (PDB
code:2BIUSY Es sind jeweils die Proteinkette @artoonDarstellung sowie ausgewahlt Aminosauren
dargestellt wobei die Kohlenstoffatome wei@eschlossene Struktur) bzw. blau (offene Struktur)
eingefarbt sind. Wasserstoffbriicken sind mit gestrichelten Linien angedeutet.

Fur Renin ist in der offenen Konformation ebenfalls ellapTasche beobachtet
worden!’  Analog zu Plasmepsih bildet Tyr75 (in Plnil Tyr77) eine
Wasserstoffbriicke zu Trp39 (in PInTrp41) aus, welche bei dElapOffnung verloren
geht. Trp3immt in der offenen Fornebenfallseine neue Konformation ein und gibt
somit dieFlagasche frei. In der PDBnfiensich RenifStrukturen mit gedffneteFlap
Tasche unter dem Code 309L, 30AD und 30AG.

In diesem Zusammenhang ist interessant, dass ébeketase an der Position des hier
diskutierten Tryptophans lediglich ein Alanin besitzt. Als Ersatz befindet sich ein
Tryptophan in der FlapRegion (Trp76) zu dem da$lapTyrosin (Tyr71) im
geschlossenen Zustand die zweite Wasserstoffbriicke ausbildet.

In dieser Arbeit sind besonders Enbisipepsin und SAP2 untersucht wordevion
beiden Proteinen sindbisher keine Strukturen mit getffneter Flap in der
Proteindatenbank verflugbar. Da beide Proteine im geschlossenen Zustand das gleiche
Muster vonFlapTyrosin, Tryptophan und Wasser aufweisen wie es in Plasm#psin
und Renin beobachtet wurde, ist ab&lavon auszugehen dass hier eamaloges
Verhalten mdglich ist.
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2.6 Inhibitoren

Im Laufe der letzten Jahrgurde eine Vielzahl an Inhibitoren fir diese Proteinfamilie
entworfen und synthetisiert. Einen guten Uberblick bietet das BuchGbash™® An
dieser Stelle sollen lediglidieispielhaft einigePrinzipien vorgestellt werden.

Die ersten Inhibitorenwelche fir die pepsiréhnlichen Aspartylproteasen, und auch
Aspartylproteasen im Allgemeinen entwickelt wurden, sind so genannte
Ubergangszustandsaloga. Sie imitierenin der Regel mit einer zentralen
Hydroxygruppewelche die Position zwischen den beiden Aspartaten einninaiei,
tetraedrischen Ubergangszustand der Kataly&ks Prototyp dient hier Pepstatigin
schon lange bekannter naturlicher Inhibitor mit hoher Affinitdt zu fasken
AspartylproteasenMit der ungewoéhnlicherAminosaure Statin als zentraleBaustein
kann Pepstatin an dieakalytischeDiadebinden ohnevon de Protease gespalten zu
werden (Abbildung 2.8 Auf diesem Prinzip aufbauend sind eine Vielzabh
peptidomimetischen Inhibitoren entwickelt worden.Zwei exemplarischeBeispiele
dieser synthetischenUbergangszustandsaloga sind in Abbildung 2.8dargestellt.
Verbindungl ist einer der ersten Plasmepsin Inhibitoren votem eine
Komplexstruktubestimmt werden kante.”” Die Komplexstruktur voWerbindung?
mit Endothiapepsin lieferte wertvolle Informationeriiber den katalytischen
Mechanismus da sie dirch zwei Hydroxygruppen den tetraedischen
Ubergangszustand noch bessdanitiert. Die Grundstruktur diger Verbimlung ist an
bekannteReninInhibitoren angelehnt’

Pepstatin

Verbindung 1 Verbindung 2

Abbildung 2.8 Ubergangszustanfnaloga. Die Gruppe welche die katalytis€hiadeadressiert ist
jeweils hervorgehoberPepstatin inhibiert dieneisten Aspartylprteasen (z.B. Endothiapepsin PDB
Code: 4ERYY, Verbindung 1 ist eiRlasmepsin 4inhibitor (PDBCode:1LF3)"", Verbindung 2 wurde im
Komplex nti Erdothiapepsin kristallisiert (PDBode:10D*".
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Um den Arzneischatz zu erweitermurde schon bald im Rahmen verschiedener
Projekte nach Alternativenu den klassischen Peptidomimetigg@sucht.Dabei wurden

in den letzten Jahren besonde&ickstoffe zur Adressierung der kateghenDiade
verwendet Neben Reninden PlasmepsinenCahepsin D und den sekretorischen
Aspartylproteasenwurde insbesondere fir dig -Sekretase eine Vielzahl nicht
peptidischerVerbindungen synthetisiertAbbildung 2.%eigt einige dieser Inhibitoren.
Verbindung3 wurde durch die Optimierung eines Treffer aeisem High-Throughput
(engl.: Hochdrchsatz)Screeningmit deri -Sekretaseerhalten und konnteerfolgreich
kristallisiertwerden!®® Verbindungd4 ist in einemkristallographischerfrragmentscreen
aufgefallen und lieferte ebenfalls eine KomplexstruktdrAls drittes Beispiel sei hier
Aliskiren angefuhrt ein potenter Reninhibitor, welcher im Zuge eines
strukturbasierten Designs entwickeiturde und mittlerweile als Arzneistoff zugelassen
ist."8

N— / d
. ( WNH HO  NH;
o° NHr-g F o 0 o/ To "N\~
K K S o0—
Hko . HO l)Lo HOJ\I Hho’ HO)H
Verbindung 3 Verbindung 4 Aliskiren

Abbildung 2.9 Beispiele fiir nichpeptidischelnhibitoren.Verbindungen 3 und 4 wurden im Komplex
YA i -Bekrddtase kristalliserfliskiren ist ein Renimhibitor. Die Bindungsmodi beruhen auf den
PDBEintragen 3INE?, 20HN" sowie 2v0F.

Neben der direkterBindung an die katalytischBiadewurde in einigen Fallenauch
eine Adressierung Ubedas zwischen den beiden Aspartaten gebeme Wasser
beobachtet. So zeigt die Komplexstruktur zwehen Verbindundg und Plasmepsihi
nebenzwei gebunda Molekilenund der Besetzung defflap Tascheeine unerwartete
Adressierung der katalytischd@iadetiber ein Wassermoleki{Abbildung2.10)®®

;
¢ /o o, NMN/\(NNJ
0

o

HL

Verbindung 5

O

Abbildung 2.10Beispiel fir die tber das katalytische Wasser vermittelte Bindung deitlen
Aspartate. Die Abbildung beruht auf dem PDB Eintrag 2BJdhki lediglich der an die beiden
katalytischen Aspartate gebundene Inhibitor gezeigtfbt
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Trotz intensiver BemiUhungen urder Vielzahl an synthetisierten Inhibitorekonnte
bislang lediich fur Renin ein Arzneistofinit Marktzulassungentwickelt werden
Zudem ist esmit Hinblick auf Resisteen und Unvertraglichkeiten drebenswert
verschiedene Wirkstoffe mit unterschiedlichen Eigenschaften zur Verfiigung zu haben.
Unter diesem Hintergnd ist das Auffinden neuerlnhibitoren fur pepsinartige
Aspartylproteasen ein wichtiges Thema der Arzneimittelforschung.
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3  Aspartylproteaserr Ergebnisse

Mit dem Ziel neue hochaffine Inhibitoren fir die Familie der pepsindhnlichen
Aspartylproteasen zu ewtckeln wurden Verbindungen mit unterschiedlichen
Grundgeristenauf Endothiapepsinuntersucht. Im Vordergrund dieser Arbeit stand
dabei die kristallographische Aufklarungrer Bindungsmodi Durch zusatzliche
biochemische Methodemnvurden die Verbindungeergénzend charakterisierin den
folgenden Kapiteln werden die Ergebnisse der einzelnen Projekte vorgestellt.

In denersten dreiKapiteln wird Endothiapepsimorwiegend als Modédystem fir die
Plasmepsine betrachtetNeben der Aufklarung des Bindemodus fur drei verschiedene
Grundgeriste konnten dabei interessante Einblicke in Flexibilitat pggsinartigen
Aspartylproteasen gewonnen werdeno Svurde das katalytische Wassdrei der
Ligandibndungin drei verschiedenen Ren beobachtetEs kanrverdréangt werden um
eine direkte Interaktion zu den katalytischen Aspartaten zu ermdglichber auclals
Wasserstoffbriken Donor oder Akzeptor dienen um eine Ligandbindung zu
vermitteln. Auch konnte erstmals eine Struktur vondBthiapepsin mit einer (eils
ungeordneten) getffnetenFlap mit teilweiser geodffneterFlapTasche beschieben
werden. Und nicht zuletzt wurde experimentell eine zweifach deprotot@er
katalytischeDiadenachgewiesen

Kapitel 3.4 beschéftigt sich mit deBindemodus von Ritonavir und Saquinavir. Obwohl
schon lange bekannt ist, gadie klassischen HRfotease Inhibitoren auch gegentber
den pepsinartigen Aspatylproteasen affin sind, wird hier erstmals @er
Bindungsmodus beschrieben.

Die letzten beiden Kaptel beschaftigen sich mit Fragmebasiertem Design auf
Aspartylproteasen. Neben exemplarischen Strukturemit dem sehr kleinen
Benzamidin und einem groReren Fragment wurde dinagmeniBibliothek mit 364
Eintragennach aktiven Fragmenten durchmustertduanschlieBend fur 11 Fragmente
eine Kiristallstruktur bestimmt. Diese Kristallstrukturen weisen eine Vielzahl
interessanter Bindungsmodi auhd geben Anlassied 2 3 S yRuléof-8iSvelche

oft zum Zusammenstellen von Fragmentbibliotheken herangezages, in einigen
Punkten kritisch zu hinterfragen
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3.1 Inhibitoren basierend auf der Gewald Reaktion

Drei Bindungsmodi geben Aufschluss tber die Flexibilitat des
katalytischen Wassers

Mit Hilfe von Endothiapepsin als Mod®lstem wurde der Bindwgsmodus dreier
Inhibitoren mit einem auf der GewalReaktion basierendem Grundgerietolgreich
aufgeklart. Diese Inhibitoren wurden als Plasmepsin Inhibitoren synthetisigrd
zeigen hier eine erstaunliche Flexibilitat in ihrem Bindungsmo8oswurdenin den
drei erhaltenenKomplexstrukturen dreabweichendeBindungsmodi beobachteDer
Vergleich zweier sich strukturell sehr &hnlicher Verbindunghe nichtsdestotrotz
grundverschiedene Bindungsmodufweisen unterstreicht die Notwendigkeieiner
kontinuierlichenkristallographischerStrukturaufklarungm Rahmen von Projektestes
strukturbasierten Wirkstoffdesignsinteressanterweise kommt dem katalytischen
Wasser in jeder dieser Strukturen eine andere Rolle zu. So wird es einmal verdrangt,
dient einmal als WasserstoffbriickeDonor und einmal als Wasserstoffbriicken
Akzeptor was die hohe Flexibilitatnd Vielfalt dieses Wasserals Bindungspartner
herausstellt.

3.1.1 Einleitung

Basierend auf der Gewaldreaktiomurden von Ruben Bartholomaus iRahmen seigr
Diplomarbeit eine Vielzahl von Inhibitoren als potentielle Plasmepsininhibitoren
synthetisiert. Die Grundstruktur der Gewaitlibitoren wurde tber eine FTre&?
Suche gefunden und mit FlékXgedockt. Abbildung 3.1 zeigt die Dockinglésung des
mit FTrees gefundenen Thiophenderivats. Fiur detaillierttoimationen beziglich der
Leitstruktursuche und Dockingmethoden sei hier auf désserationvon Torsten
Luksch verwieseli®

S2'

/\\
O
1 H
S1 Oj N\(\O
~
F S1
N
\ S ) H/‘\QQ

Asp34 Asp214

Abb 3.1. Dockinglésung des mit FTrees und FlexX gefundémgohenderivats
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Anhand dieses Bindungsmodus wurde versucht durch Variation der Reste die
Adressierung der einzelnen Subtaschen zu optimieren und somit eine
Affinitatssteigerung zu erreichen. Die synthetisieren Verbindungen wurden von
Torsten Luksch sowolgegen Plasmepsih als auch Plasmepsin IV getestet. Die
Ausgangsverbindung zeigte eine Affinitat umpB® (1Go) fur beide Proteine. Zunachst
wurde der Rest in der Slasche variiert. Zusatzlich wurden verschiedene
Substituenten (H, ClI, F) in para Stegjudes Phenylrings in der Sllaschegetestet Die
Affinitdt konnte so in den einstellig UM Bereich verbessert werden. RB57 zeigt als
einzige Verbindung eine einstellig uM Affinitat gegen beide Plasmej8idegegen
Plasmepsin Il und 5.gegen PlasmepsiV). RB49 weist mit 8 uM die beste Affinitat

auf (gegen Plasmepsin N\Jm eine weitere Affinitatssteigerung zu erreichen wurde
der Rest in der SZ'aschevergrof3ert.Mit RB91 wurde lediglich eine Verbindung mit
diesem Merkmal synthetisiertRB91 ist b 2.8 uM gegen Plasmepsin Il und6BuM
gegen Plasmepsin IV die affinste Verbindung.

Uberraschend ist, dass sowohl RB35 als auch RB57 eine gute Affinitat aufweisen. RB35
adressiert die STaschemit einem Elektronenpaar Donor (Nitgouppe), RB57 besitzt

an dieser Stelle einen Elektronenpa@dkzeptor (Amingruppe). Das diese beiden
komplementaren Funktionalitdten lediglich einen kleinen Affinitdtsunterschied
verursachenist ungewoéhnlich.

Zur Bestéatigung des Bindungsmodus wurde der sekundéare Stickstotfhewedlie
beiden Aspartate adressieren sollte, gegen einen Schwefel ausgetauscht. Da ein
Schwefelatom im Gegensatz zu einem Stickstoff nicht in der Lage ist eine
Wasserstoffbriicke zu den katalytischen Aspartaten auszubilden, war bei diesen
Verbindungen miteinem Aktivitatsverlust zu rechnen. Bei RB66 konnte wie erwartet
keine Inhibition festgestellt werden. RB69 hingegen waeidt beiden Enzymen eine
Inhibition im zweistellig uM Bereich auf. Dies beweist, dass der urspringliche
postulierte Bindungsmodus zundest nicht flr alle Inhibitoren angenommen werden
kann.

PIml| PImIV
ID Verbindung R=
1Gso [UM] 1Gso [UM]
H
i QO N / NH
RB91 o 2.8 0.63
H
IO
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H

O, N
/ NH
S, N?_l_/ —
RB49 \ / 20 4.8
o 0\—

] \
RB35 AN b_mz 39 23
S NH
\
0]
g \— .
RB57 of b—NHz 84 51
RB66 Q. S~- b_Noz Keine Inhibition |Keine Inhibition
s >—4 R
NH
Cﬁ;
0]
S - X
RB69 b‘”” 22 13

Tabelle 3.1nhibitonswerte ausgewahlter Verbindungen gegen Plasmepsind Plasmepsid

Die nicht eindeutige StruktukVirkungsbeziehung anharder Assayergebnisse machte
es notwendigden Bindungsmodus der Inhibitoreexperimentell aufzuklaren. Die
Methode der Wahlist die Rontgenstrukturanalyse eines Inhib#érotein Komplexes.
Optimal wéare eine Komplexstruktur mit einem der Plasmepsine. Dacks gelungen
ist eine solche zu erhalten, wurd&ndothiapepsin als Modelrotein gewahlt.
Endothiapepsin gehért ebenso evidie Plasmepsia zu den ppsirdhnlichen
Aspartylproteasen Ein Sequenzvergleich von Endothiapepsin mit Plasm#pzseigt
24% identische bzw. 5% ahnliche Aminosaurerfberechnet mit FASTE” Im
Rahmen dieser Arbeit wurden diese Inhibitoremt Endothiapepsin getestet und
kristallographisch untersucht.

3.1.2 Affinitatsbestimmungen

Um zu Uberprifennwieweit die Inhibitoren auch gegen Endothiapepsin aktiv sind,
wurden alle Verbindungegegendieses Protein getestet. Dazu wurdie Aktivitat der
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Verbindungen bei 10QM Ligandkonzentrationn einem fluoreszerizasiertem Assay
vermessenJeder Wert wurde zweifach semmt. Das hier in Tabelle 3ghgegebene
Ergebnis stellt den gemittelten Wert da. Omhibitionswerte fur Plasmepsih sowie
Plasmepsi IV wurden aus der Diplomarbeit von Ruben Bartholoméaus entnomiffien.
Beim Vergleich der Affinitaten ist zu beachten, daissiat Endothiapepsin bestimmte
prozentualelnhibition bei 10QuM Ligandkonzentratiomngenauerist als KWerte und
sich lediglicteignenum erste Tendenzen zu erkennen.

EP
Verbind X R p | Pmib | Pimiv
erbindung = = Inh. bei
I M1|1Gso [UM
Gso [UM] | 1Gso [UM] 100pM
,\'_H
H “\_@ RB48| 36 19 53 %
H @ RB51| 13 17 84 %
NH,
H X_/NH
NS | H = RB49| 20 4.8 56 %
S NH
\ /
O
o = )
H ok RB53| 92 51 k.l
H —\ RB50| 35 40 58 %
\ /
H b RB42| 59 36 K.l
Cl b RB30| 60 68 46 %
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Cl b,mz RB35| 39 23 k..
Cl ’ RB34| 54 28 40 %
Cl ’bw RB57| 84 | 51 62 %
F @ RB31| 52 50 20 %
F \—Q— RB33| 72 39 24 %
b RB71| 183 37 K.,
H
O N—\(’
S E "R g ’
NH RB72| 214 14 K.1.
\ / NO,
O
g \ .
- / NH
= RB73| 53 9.6 22 %
O S - - i
Y/ % GN% RB66 | k.l k.. 21 %
S NH
\ /
O\_ X
© @‘“”2 RB69| 22 13 k..
o R
. p / NH
NH =
\ RB91| 28 0,63 100 %
I

Tabelle 3.2 Prozentualahibition von Endothiapepsin im Vergleich mit Inhibitionswerti&m
Plasmepsirl und Plasmepsin IV. k.I. = keine Inhibition
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Ein Vergleich der Inhibitiomon Plasmepsinen mit defitir Endothiapepsin zeigt einige
gemeinsame Tendenzen. Sofigt alle EnzymdrB91 die beste VerbindunBB51die

fur Endothiapepsin eine gute Inhibition zeigt, erreicht adih die Plasmepsineeine
Uberdurchschnittliche Affinitat Es gibt allerdings auch @e Abweichungen. Von
besonderem Interesse ist das unterschiedliche Verhalten der Verbindungen RB66 und
RB69 welche anstelle des sekundéaren Sickstoffs ein Schwefelatom aufweisen.
Wahrend RB69 in der Lage ist beide Plasmepsine zu hepmamgt die Verbindug
keinen Effekt an Endothiapepsin. Umgekehrt hemmt RB66 Endothiapepsin in
schwachem Ausmalf nicht aber die Plasmepsine.

Die Inhibitoren die Endothipepsin bei 100uM zu mehr als $®inhibierenwurden fur
die weitere kristallographische Untersuchung verwendet.

Weiterelnhibitorenzum Ausleuchten der Sasche

Da eine Kristallstruktureiner der oben genannten Inhibitoren mit einem der
Plasmepsine, Endothiapepsin oder einer anderen Aspartylpsetéenge Zeit nicht
verfugbar war, wurden von Amir Shahim weitere Inhibitoren mit einem
Gewaldgrundgerust synthetisierDurch einen Vergleich der Affinitaten der einzelnen
Inhibitoren solltenweitere Hnweise auf den Bindungsmodweshalten werden Bei
dieser Serie wurde der Thiophenring entweder um ein flibkw. sechgliedriges
Ringsystem erweitert. Auf diese Weise lassen sich Rickschlisse auf den vodmanden
Platz der entsprchenden Binderegion ziehen. D&chwerpunktdieser Serie liegt
allerdings auf dr Ausleuchtung der SPasche Dazu wurden an dieser Stelle eine
Vielzahl verschiedener Substituenten eingebracht. Um eine bessere Lo6slichkeit der
Verbindungen zu erreichen, wurde in allen Féllen zur Adressierung deassheein
Morpholinring gewabhilt.

Diese Verbindungen wurden lediglich gegen Endothiapepsin vermeBsau wurden

alle Verbindungerin dem fluoreszenzbasierteissay bei 10Q0M getestet wobei jeder

Wert zweifach bestnmt wurde. Das in Tabelle 3.8ngegebene Ergebnis stellt den
gemittelten Wert da. Vier Verbindungerkonnten nicht vermessen werden,ine
aufgrund zu hoher Eigenfluoreszenz und drei weitere aufgrund ihrer zu geringen
Loslichkeit.



3 Aspartylproteaser Ergebnisse

27

s. H s. H
N N
Grundgerust d_l’ ™\ m, .
trg (Olp
o} o}
) % Inhibition bei % Inhibition bei
Substituent ID . ID ]
100pMmit EP 100pM mit EP
'}—OH AMG 24% SH28 --
'(}—N: > AM7 28% SH36 26%
NS
N
0 D AMS8 24% SH37 K.
d \_O AM11 over SH40 60 %
f§,'_N’ % AM15 K.l SH39 K.l
g
>_NO AM16 32% SH33 33%
0
N
3 > AM18 28% SH43 30%
—
N AM20 k.l. SH38 k.l.
o \_
>_H .
d )v AM21 -- SH41 20%
’;—NHZ AM22 -- SH42 32%
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H
N
g @ AM23 K., SH25 K.,

l”’ H
C}‘”\ < AM19 .. SH44 k..

Talelle 3.3 Weitere Verbindungen mit einem Grundgerist basierend auf der Gewaldreaktion und ihre
Inhibition bei 100uM gegen Endothiapepsin. k.I. = keine Inhibition, over = nicht bestimmbar aufgrund zu
hoher Eigenfluoreszenz,= nichtbestimmbar aufgrund zu geringer Ldslichkeit

Die Inhibitionswerte fir die Verbindungen mit einefinfgliedrigen Ringsystem am
Thiophenring unterscheiden sich nichgsifikant von denen mit einem sedjigedrigen
Ringsystem. Zudem féllt auf, dass die Infvbitder meisten Verbindungen ehgering
ist. SH40 zeigt mit®6% die mit Abstand beste Inhibition. Somit wuld40, zusatzlich
zu den besten Verbindungen der ersten Seridiiy eine kristallograpische
Untersuchung ausgewahlt.

Bestimmung derKVerte firRB91, RB49 und SH40

Im weiteren Verlauf konnte fir RB91, RB49 und SH40 eine Kristallstmrkomplex

mit Endothiapepsirerhalten werden. Damit sind diese Verbindungen fir potentielle
weitere Untersuchungen besonders interessant. DerWert ermdoglicht es, die
Affinitdt aus dem fluoreszehasiertem Assay mit der Affinitdt aus anderen
Assaysystemen zu vergleichen. Mitfédientsprechender Verdinnungshen wurde
versucht die KWerte dieser drei Inhibitoren zu bestimmen. RB49 und SH40 waren
besonders behohen Konzentrationen unter den Assaglingungen schlecht I6slich.
Da mit der maximal einsetzbaren Konzentratidkeine Vollinhibitiondes Proteins
erreicht werden konnte,lieBen sichdie Werte fur RB49und SH40nicht exakt
bestimmen

ID K fur EP
RB91 132nM
RB49 ca.25 uM
SH40 | im mittleren zweistellig uM Bereic

Tatelle 3.4: K Werte fir Endothiapepsinvon RB91, RB49 und SH40
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RB91zeigt eine gutelnhibition von 132WM und setzt sich damit deutlich von allen
anderen Inhibitoren dieser Serie ab. Auch gegen beide Plasmepsine ist RB91 der
affinste Inhibitor.

3.1.3 Bestimmung der Kristallstrukturen

Die Inhibitoren mit den besten Affinitatswertefir Endothiapepsin wurderitr den
Versuch einer kristallographischen Strukturaufklarung ausgewahlt. Von insgesamt drei
dieser Verbindungen (RB9RB49, SH40) gelang es durcbkristallisation mit
anschlieBendenSoakingeine Kristallstruktur zur erhalten. Die Inhdokonzentration
wahrend der Kkristallisation betrug ZnM. Die so gewonnenen Ktalle wurden
anschlielend fur zwelagein einer Losungmit einer Inhibitorkonzentration von
10mM (RB91RB49) bzw. 5aM (SH40) aufbewahrevor die Kristalle in flussigem
Stickstoff schdagefroren wurden. Die Datensatzaller drei Kristalle wurden an
Synchrotrons gesammelt. Digristalle mit RB91 sowie RB49 wurdem SLISwiss
Light Sourcg der Kristall mit SH40 wurde am BE®3&fliner Elektronenspeicherring
Gesellschaftir Synchrotronstrahlungvermessen.

Der Komplex von Endothiapepsin mit RB91

DerDatensatz von Endothiapepsin im Komplex mit RB91 erreuiité.43 A eingyute
Auflésung. Die Differenzdichte zeigt klar den in der Bindetasche gelen Inhibitor
(Abb.3.2). Neben RB91 sind in der Bindetasche noch weitere Liganden zu figglen.
handelt sich unzwei Molekille PEG sowie ein Mkiil DMSO (AbIR.3).

? N / NH
S NH =
\ /
N
IO
RB91

Abbildung 3.2Links: Bindung von RB91 an die katalytidoteele In grin ist die DifferenzdichteR,-DF
bei 20" wiedergegebenRechts: Strukturformel von RB91
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Abbildung 3.3Links: Bindungsmodus von RB91. Die Abstand&\esersbffbriicken sind in A
angegebenRechtsUberblick tiber alle Liganden in der Bindetasche.

RB91 bindet an die katalytiscligiadeindem es zu jedem der zwei Aspartate eine
Wasserstoffbriicke ausbildet. Asp35 wird mit dem sekundaren Stickstoff aghtessi
Asp219 mit einem der Amidstickstoffe. Der Indolrest ragt in did &kcheund bildet
dort eine Interaktion mit denFlapAspartat (Asp81) aus. Der Thiophenring liegt in der
{ ml'#¥sche der Uber eine Einfachbindung angefligihenylring kommt zwischen der

{ mdd SZ2Taschezu liegen. Der Phenylring hinter der Amidbindung adressiert Teile
der S2Tasche Die Amidgruppe vermittelt eine Interaktion vom Boden der Bindetasche
(Thr222) an di¢-lap(Gly80). Insgesangeht der Inhibior finf Wasserstoffbrickemit

dem Protein ein, dieBindungslangenm optimalen Bereich zvschen 26¢2.8A
aufweisen

Das DMS®/olekil bindet in der Nahe des Inhibitors am Boden der Bindetasche. Der
Abstand des Sauerstoffs zu dem Rick@titkstoff vonThr223 betragt 30A. Der
Abstand zu einem Wasser, welches eine Interaktion zu Leu224e sdw226
vermittelt, betragt 28 A.

Ein PE®/olekilo A Y RSG Ay RSNJ b NKS-TaRchelm Zeythirh des (0 2 NA
sich ringférmig anordnenden PEMBlekilsist ein Wassermolekil gebundemieses

Wasser weist zu vier der funf Sauerstotfes PEG einen Abstand von &.@uf und ist

zudem mit 2.8 an eine Carbonylfunktion der Proteinkette gebundénfgrund der

hohen Koordinationszahl ist es denkbar, dass anstdiés Wasermolekils ein
Natriumion vorliegt. Da anhand der beobachteten Dichte nicht eindeutig entschieden
werden konnte, ob ein Wasser oder Natrium vorliegt, wurde an dieser Stelle ein
Wassermolekil angenommeDBas zweite PEG Molektl bindet am gegentbezhegn

auleren Rand der Bindetaschdier konnte kein eindeutig identifizierbares zentrales



3 Aspartylproteaser Ergebnisse 31

Molekul beobachtet werdenDie Basetzung dieses PEG wurde auf%&erfeinertDie
anderen Liganden liel3en sich mit voller Besetzung verfeineren

In der Proteindatabank gibt es eine grol3e Zahdn Proteinstrukturen die ein PEG
Molekul enthalten, wobei dieses in vielfaltigen Konformatiorvemliegt Auch die hier
vorliegenderingformige angeordneteKonformation wird haufig beobachtet Oft ist
dabei die zentrale Pd®n in der angedeutetenRingmitte durch einegeladene
Aminogruppe des Proteingin Wassemolekiloder ein lonbesetzt.Auch die Position

in flachen, dem Losungsmittel zugewandten Proteintaschen wird oft beobachtet
(Vergleich z.BPDBCodes:2HCH?, 3ma*?, 3mz3°Y).

Die Struktur von RB9hebunden an Endothiapepsiwurde in der PDB unter dem
Code 3PSY hinterlegt.

Abbildung 3.4Links: Die Umgebung des DMSO Rechts: Die Umgebung desi€’E@fernungen der
Wasserstoffbriicken sind in A angegeben

Der Komplex von Endothiapepsin mit RB49

Auchdieser Datensatzon Endothiapepsin im Komplex mit RB¥4&ist it 1.30 A eine
hohe Auflosung aufObwohl die Differenzdichte an einigen Stellen nur schlecht
definiert ist, konnte der Ligand nach einigen Verfeinerungszyklen stimmig platzie
werden (Abb. 3. Der Phenlfing am Thiopherdes Liganden wurde im Modelicht
bertcksichtigt da dieser inder Dichte nichteindeutig zu erkenneiist. Zisatzlich zu
dem Inhibitor bindemoch ein DMS®olekiil sowie ein Acetatonin der Bindetasche.
Ein weiteresDichtezentrum im Bereich@ 2 NJ R-Basdhekomriie keinem in der
Kristallisationslésung enthaltenem Liganden zugeordnet werden und wurde somit im
Model nicht bertcksichtigtDie Besetzung von RB49 wurde auf %0 verfeinert.
Wahrend das Acetaton voll besetzt istlauft die Verfeinerung deBesetzmmg des
DMSOMolekulsnur auf 68 %.
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Abbildung. 3.5Links: Bindung von RB49 an die katalytidalzele In grin ist die Differenzdichte
mk,-DR bei 2.0° wiedergegebenRechts: Strukturformel von RB49
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Abbildung 3.6Links: Bindungsmodus von RB49. Redtgipelte Konformation von Ser&3e
Entfernungen der Wasserstoffbriicken sind iafgegeben

RB49 bindet mit seinem sekundaren Stickstoff Uber das katalytische Wasser an die
beiden Aspartate. Dieses Wasser sitzt dabei exakt auf derselben Position wie in
Strukturen die keinen an die Aspartate gebundenen Liganden aufweisen (z.B. PDB
Codes3PGf? und 10EW?Y). Die Entfernung des Skistoffs 21 dem Wasser betragt
26A, liegt also im optimalen Bereich fiir eine Wasserstoffbriickenbindubgr
Indolrest befindet sich in der Sllaschean derselben Position wie der Indolrest von
RB91. Neben der starkeWasserstoffbriicke zu Asp81l &) wird eine zweite
schwéchere Intergion zu Ser83 ausgebildet (B). Ser83 liegt in zwei
Konformationen vor. Wéahrend die eine Konformation die Wasséisticke zum
Liganden ermdoglicht, bildet die andere Konformation eine Interaktion zu Serl115 aus.
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Die Besetzung der dem Liganden ewgndten Konformation betragt 7, was sich
mit der Besetzung des Liganden deckt. Ein Vergleich mit der Struktur von &§91 z
dass auch dort Ser83 dem Liganden zugewandt ist. Allerdings betragtdia
Entfernung lediglich 3.A. In unkomplexierten Strukturen undBeispielen in denen
keine Interaktion zu Ser83usgebildetwird, l&sst sichmeist die nach innen gmhtete
Kanformation antreffen Somit ist nicht eindeutig festustellen, ob RB49 die
Konformation von Ser83 mal3geblich beeinflusst.

Das DMS®olekilbefindet sich an exakt der gleichen Position wie in der Strukittir
RB91. Da die Besetzung des DMSO annaherndedgetZ&ing von RB49 entspricht, l&sst
sich auch hieannehmen dassdas DMSO nur in Anwesenheit des Inhibitors an dieser
Stelle bindet.Zusétzlich befindet sich ein Acetin A y R Sa&sthg Dieses bildet
Uber Wasser vermittelt Interaktionen sowohl zup4®, Gly39 sowie Leul33 a(Abb.
3.7).

f}’,

laigcy & B @ o

Abbildung3.7. AYRSY2Rdza RSa-Tash&8 G G& Ay RSNI {HW

Die Strukturvon Endothiapepsin im Komplex mit RB49 wurde unter dem Code BIT7Q
der Proteindatenbankinterlegt.

Der Komplex von Endothiapepsin mit SH40

Mit 1.27A'ist auch dieser Datensatz von Endothiapepsin im Komplex mit §t40
aufgeldst. Obwohl de Differenzelekionendichte fir den Ligandean vielen Stellen
unvollstandig bleibtkonnte diesernach einigen Verfeinerungszyklen eindeutig in der
Differenzdichte platziert werderfAbb. 3.8. Da auch hierflr den Phenylringkeine
Dichte zu erkennerst, wurde dieser Teil im Modell nicht berticksichtigt. Die Besetzung
des Inhibibrs wurde af 65% verfeinert.In der Bindetaschéefindet sichzusatzlich,
exakt an der derselben Position wie in der Komplexstruktur von Rif#@cetatin der

{ HTd¥sche
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Abbildung: 3: Links: Bindung von SH40 an die katalytidglale In grin ist die Differenzdichte
mk,-DR bei 2.0° wiedergegebenRechts: Strukturformel von SH40

S1

Abbildung.: 3.9Bindungsmodus von SH40. Die Entfernungen der Wasserstoffbriicken sind in A
angegeben.

SH40 bindet Uber eine Carbonylfunktion an das katalytische &Wa&ser Abstand
betragt dabei 27 A. Wie auch bei RB49 befindet sich das Wasser auf derselben
Position wie in Strukturen die keinen an die Aspartate gebundene Liganden
aufweisen (z.B. PDB Codes 3BGind 10EW?). Der Amidstickstoff bindet tiber eine
lange Wasserstoffbriicke (3.1 A) &@ly221. Mit der Amiflinktion interagiert der
Ligand sowohl mit dem Bodeter Bindetasche als auch mit délap So adressiert der
Carbonylsauerstoff Ser223 wahrend der Amidstickstoff mit Asp81 interagiert.
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DieseStrukturvon Endothiapepsin im Komplex mit SH40 wurde unter dem Code 3T7X
in der Proteindatenbankinterlegt.

Kristallographische Tabelle

Inhibitor RB91 RB49 SH40
PDB @de 3PSY 3T7Q 3T7X
Datensammlung und Prozessierung
Sammlungsort SLS SLS BESSW[ 14.2
< w) 6 1.000 1.000 0.91841
Raumgruppe P2 P2 P2
Einheitszellkonstanten

a[A] 455 45.4 45.4

b [A] 73.1 73.1 73.2

c[A] 52.8 52.8 53.0

j wc 8 109.5 109.7 109.8
AuflosungA] 40-1.43 40-1.30 25¢ 1.27
Hochste Auflosungsschale 1.45-1.43 1.32-1.30 1.29¢ 1.27
Anzahl einzelner Reflexe 55570 78609 84384
Ryym[%0]* 3.4 (28.5) 6.3(41.9 4.0 (16.1)
Vollstandigkei{%]® 92.8 (87.3) 98.6(83.9 98.0 (81.1)
Redundan? 3.5(3.3) 33(2% 3.1(2.5)
L& 34.2(4.2) 20.1(2.2 23.8 (6.1)
Verfeinerung
VerwendetesProgram SHELXL PHENIX PHENIX
Anisotrop verfeinert Ja Nein Nein
LetzterRyee” 16.7 17.5 16.9
LetzterRyor” 12.8 16.2 15.4
Anzahl Wassenolekule 235 420 409
Ramachandran Diagramm

Bevorzugte Regiong#o) 93.9 94.2 93.5

Elaubte Regioner(%) 6.1 5.8 6.5

Erweiterte erlaubte Regiong®n) 0 0 0

Verbotene Regione(?o) 0 0 0
Durchschnittliche BVerte (A7)

Protein Atome 14.3 11.1 9.2

Wasser Molekiile 26.9 24.5 21.9

Inhibitor 16.3 21.4 17.2

Andere Ligandeh 35.2 19.3 21.9
RMSD Bindungslang@h] 0.010 0.005 0.005
RMSIBindungswinke]°] 2.7 1.1 1.1

@ Wert in Klammern bezieht sich auf die hdchste Auflosscigale
® die angegebenen-R/erte beziehen sich jeweils auf die gesamten Daten
‘andere Liganden sind Glycetmid/oder DMSO und/odePEQund/oder Acetat

Tabelle 3.5Kristallographische Tabelle
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3.1.4 Diskussion

In den dreiaufgeklartenKristallstrukturen sind drei unterschiedlichenBungsmodi zu
beobachten. Digyrol3e Flexibilitat mit dem dieses Grundgerust an das Protein binden
kann erklart, warum eineeindeutige Struktur-WirkungsBeziehungkaum zu erstellen

war. Um zu verstehenwie es zu den verschieden Bindemodi kommt, sollen im
Folgenden insbesondere die Strukturen von RB49 und RB91 miteinander verglichen
werden. Endothiapepsin dient in dieser Studie als Mbtigl die PlasmepsineVon
diesem Hintergrund soll diskutiert werdemnwieweit sich derin Endothiapepsin
gefundene Bindemodus Ubertrageldsst Auch der Vergleich mit der zu Anfang
vorgestelltenDockingLosung ist hier von Interesse.

Dartber hinaus bieten die hier vorgestellten Strukturen auch einen interessanten
Einblick in di€igenschaftenles katalytischen Wassers.

Ursachen fur digerschiedenen Bindemodi

Besonders interessant ist der Vergleich von RB91 und RB49, da diese rfahgiith in
grol3en Teilen gleicheer Unerschied liegt nur in einer Seitenkettdort wo RB49
einen Ethylester aufweist, findet sich bei RB91 ein Benzylamid. Trotz ihrer Ahnlichkeit
ist RB91verglichen mit RB49m den Faktor 200 affiner. Die Kristadlikturen helfen
diesen Affinitatsunteschied zu erklaren. Abl3.10zeigt eine Uberlagerung der beiden
Strukturen.

clyso/!
\’JL/)/ o i
}\ O S y_/ //NH
VW Cg_z; RBO1
/., . 0 H / NH
L Yl Asp219 &
g =
A
Asp35 ¢ =

Abbildung 3.10Uberlagerung der Strukturen von RB91 und RB49. Die Kohlenstoffatome von RB91 sind
gelb dievon RB49 grinnd die des Proteins weiffargestellt. Mit gestrichelten Linien sind ausgewahlte
Interaktionen hervorgehoben.
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Beide Inhibitoren binden mit inrem Inttest nahezu deckungsgleich in derE&dsche
Wahrend RB9Jedoch die beiden Aspartate direkt adressiert, bindet RB49 lediglich
indirekt Gber ein Wassemnolekil RB®1 platziert seine zweite Anggduppe so, dass zwei
sehr gute Interaktionen ausgebildet werd&tinnen (zu Thr222 und zu Gly80) wahrend
die Esterfunktionvon RB49 keine Wasserstoffbricken ausbildet. Folgenden sollen
die moglichen Grunde fur den, trotz der groRen strukturellen Ahnlichkeit, so
unterschiedlichen Bindemodus diskutiert werden. Dalstiinsbesondere die Frage
interessant, weshalb RB49 nictgrdBindemodus von RB91 einnimmt.

Wird RB4%ypothetischan die Stelle von RB91 positionideissen siclprinzipiellzwei
Unterschiedeim BindungsmodusiusmachenZum einen wurde RB49der Phenylrig
fehlen, der vor die SZasche platziert wird Zum anderenwirde RB49die
Hydroxygruppe voimrhr222 mit einem EsteBauerstoffanstelleeines Amid-Stickstoffs
adressieren. Ein Sauerstoff kann lediglich als Wasserstoffbriicken Akzeptarémg
Somitmusste die Hydroxgruppe von Thr222 ihr Pron fir die Interaktion mit RB49

zur Verfigung stellenBei dem Bindemodus von RB91 lasst sich anhand des
Interaktionsmusters schlieen, dass sich das Proton von Thr222 auf Asp219 richtet.
Somit schlief3t sich flRB49 ein analoges Interaktionsmuster aus.

Der Fhenylring in RB91 ist ein im Vergleich zu RB49 zusatzlicher Substiteentdie
S2Tascheragt. Auch wenn durchiliese Wechselwirkung ein&ffinitdtssteigerung zu
erwarten ist, ist esinwahrscheinlich dasdieseden 200 fachen Affinitatsunterschied
zwischen RB91 und RB49 erklaremikie. Der Grol3teil des Affinitdtsunterschiedsird
demnachauf den Austausch deEster anstele der Amidfunktionzuriick zu fuhren
sein Es istinteressant, dass RB91 mit semeAmid gut an Thr222 bindetwahrend
RB49 mit seinem Estarbonysauerstoff keine vergleichbar vorteilhafte
Wechselwirkung ausbilden kanmNeben der Interaktion mit dem Liganden bildet
Thr222 auch eine enge Interaktion zu Asp219 aus. Wahrend der Katalysatldie
Aufgabe von Thr222 in der Stabilisierung des Protonierungszustands der katalytischen
Diade Die Beobachtungdass ein Sauerstoff unter diesen Bedingungen nicht oder nur
sehr schlecht an Thr222 binden kann, weist darauf Hags, zumindesin diesem
Bindungsmodugdas Proton an Thr222 in der Bumty zu Asp219 fixiert ist.

Es ist also sehr wahrscheinlich, dass der Affinitatssprung von RB91 auf dem Austausch
der Ester gegen die Andgfunktion zurtckzufihren ist. Um diese Vermutung zu
beweisen, miste eine Verbindung synthetisiert und vermessen werden, welche wie
RB4%inen Ethylrest tragtaber anstelle der Esteeine Amidfunktion aufweistDamit

konnte derBindungsbeitrag des Phenylsubstituentesstimmt werden.

Die Struktur von SH40 gebusd an Endothiapepsin weist einen dritten
Bindungsmodus auf.Ein direkter Vergleich dieser Struktur mit den beiden
vorhergehenden istjedoch schwierig, da ein an mehreren Stellen modifiziertes
Grndgerust vorliegtinsbesondere der sekundare Stickstoff der im &trukturen von
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RB49 und RB91 die Interaktion zu der katalytiscBeéde ausbildet, ist durch einen
tertiaren Stickstoff ersetzt. Das in diesem Falle noch ein weiterer Bindungsmodus
auftritt, zeugt von der hohedaptionsfahigkeitieses Grundgerusts.

Die weitereninhibitoren dieser Serie

Die Beobachtung, dass drei verschiedene Bindemodi gefunden wurdedart,
weshalb es so schwierig war ein&onsistente StrukturWirkungsBeziehung
aufzustellen und macht eine konkrete Aussage uber die Bindungsmodi der anderen
Inhibitoren dieser Serie schwierig, insbesondereadah nicht ausgeschlossen werden
kann, dassbei den anderen Inhibitoren dieser Semch weitere Bindungsmodi
auftreten. Allerdings kann der fur SH40 gefundenen Bindungsmodus erkhaeshalb

auch RB66 eine nennenswerte Inhibitisan Endothiapepsin zeigDie Besonderheit

von RB66Gvar, dassesanstelle des sekundaren Stickstoffs, welcher bei RB49 und RB91
die Interaktion zu dr katalytischerDiade vermittelt, ein Schwefelatom aufeist Da

der Schwefel keine Interaktion zu den beiden Aspartaten ausbilden kann, sollte diese
Verbindung inaktiv sein. SH40 zeigt einen alternativen Bindemodus indem die
Carbonylfunktion der Amidgrugp die katalytische Diade adressiert. Dieser
Bindemodusrerweist auf eine Moglichkeityie auch Inhibitoren ohnelen sekundaren
Stickstoff wie z.B. RB6@n das Protein binden kdben.

Endothiapepsin als Modédur die Plasmepsine

Nachdem die Bindungsmodion RB49 und RBOfiir Endothiapepsin aufgeklart
wurden, stellt sich die Frageinwieweit diese Bindungsmodi auf die beiden
Plasmepsine Ubertragen werden koénnen. Ein Vergleich der Aminoséuren in der
Bindetasche zeigt zwei fur den Bindungsmodus relevantesidahiede: Sowohl in
Plasmepsinl als auchn PlasmepsitV ist dasFlapAspartat (Asp81) gegen einrie
ausgetauscht. In Plasmepsirfindet sich zusatzlich anstelle von Gly80\éaiinin der

Flap Abb. 3.1lveranschaulicht die Bedeutung diedénterschiede fir die Bindung der
beiden Inhibitoren.
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Flapan PIm Il angepasst Flapan PIm IV angepasst

Abbildung 3.11 Bindungsmodus von RB91 (Kohlenstoffe in gelb) und RB49 (Kohlenstoffe in griin) in

Endothiapepsin. Dabei ist digapRegion einmal PIm Il angepasst (statt Gly80/gilinsowie anstelle

von Asp81 ein Serin) und einmal an PIm IV angepasste{ke von Asp81 ein Serin). Die veréanderten
Aminoséauren sind mit lila Kohlenstoffen dargestellt.

Durch den Austausch von Asp81 zu einem Serin, kann der Indolrest nicht mehr optimal
in der SiTaschegebunden werden. Da diese Veranderung beide Plasmetstrifft,

ist bei analogen Bindungsmodi mit einer reduzierten Affinitat und/oder einer anderen
FlapKonformation zu rechnen.

Das Valin anstelle von Gly80 kommt bei beiden Inhibitoren den Resten in der S2
Taschezu nahe. Die in Endothiapepsin gefundenen Bindomgg konnen somit in
Plasmepsinl nur verwirklicht werden, falls di€lap eine zumindest leicht gedffnete
Konformation einnimmt.

Aufgrund der unterschiedlichen Aminosauren in défapRegion ist der flr

Endothiapepsin gefundene Bindemodusicht direkt auf beide Plasmepsine
Ubertragbar. Allerdings ist di€lap sehr flexibel, so dass eine Anpassung BEp

Region an den Bindemodudurchausmdoglichwére. Insbesondere fur Plasmepdivi

sind die Unterschiedso gering, dass das Vorliegen deiEndothiapepsigefundenen
Bindemodi als wahrscheinlich angenommen werden kann.

Vergleich mit der anfanglichen Dockinglésung

Das Grundgerust dieser Inhibitoren wurde durch eine computergestiitzte Suche
entdeckt. lhre Swihese beruht Uberwiegend auf der anfanglich dargestellten
Dockinglosundir Plasmepsin Il. Ein Vergleich inwieweit dieser Bindungungsmodus mit
dem experimentell in Endothiapepsin bestimmten Bindungsmodus Ubereinstimmt
somitretrospektivbesonders inteessant.
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Abhildung3.12 Die Dockinglésung auf Plasmepsin Il (links)im Vergleich mit dem in Endothiapepsin
experimentell bestimmten Bindungsmodus von RB49 (rechts)

Da es sich bei der fur das Docking verwendeten Verbindung um einen Ester handelt,
wurde der Bindungsmodus von RB49 zum Vergleich herangezoyasidung 3.12

zeigt die Dockinglosung sowie den experimentell bestimmten Bindungsmodus. Der
sekundare Stickstoff wurde korrekt als daen die Aspartate bindende Gruppe
vorhergesagt. Allerdings bindder Stickstoff nicht direkt, die Interaktion wird tUber ein
Wassemolekil vermittelt. Der Rest der hier auf der rechten Seite dargestellt ,ist
wurde vom Dockingprogramm korrekt in die -Bdsche platziert. Abweichungen
ergeben sich in der Positionierung destlichen Liganden. Wéahrend eine Orientieg

KAY 1 dzNS$eit¢ oe¥ kPfokeis vorhergesagt wurdebeobachtet man in
Endothiapepsin eine Orientierung ired@ntgegengesetzte Richtung.

Der vorhergesagte Bindungsmodus deckt sich demnaaoh teilweise mit dem
experimentell bestimmten. Wie im letzten Abschnitt diskutiert, istder in
Endothiapepsirbeobachtete Bindemodusauf Plasmepsitl nur mit zumindest leicht
geodffneter Flap Ubertragbar Die ausreichende Berticksichtigung dertPirflexibilitat

stellt bem Docking eine grof3e Herausforderung dabies kann ein Grundein,
weshalb eine solche Lésung nicht gefunden wurdeAufgrund der Unterschiede
zwischen Plasmepsin Il und Endothiapepsin kann allerdings auch nicht ausgeschlossen
werden, dass in Plasmepsih ein anderer Bindungsmodus als der expentell
beobachtete

Die Flexibilitat des katalytischen Wassers

Besonders interessant ist, dass in jedem der drei Félle die katalyf¥adeauf einem
anderen We adressiert wird. Abb. 3.2Z&igt die drei Mdglichkeiten im Vergleich.
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Abbildung 3.13 Die drei unterschiedlichen Wege die katalytis@iadezu adressiererLinks:
Bindungsmodus von SH40. Das katalytische WasseefuagProtonerDonor. Mitte: Bindungsmodus
von RB49. Das katalytische Wassagfart alsProtonenAkzeptor Rechts: Bindungsmodus von RB91.

Die beiden Aspartate werden direkdlgessiert wobei das katalytische Wasser verdrangt wird

Das katalytische Wasser nimmt in den drei Strukturen drei verschiedene Rollen ein. Im
Bindungsmodus von SH40 fungiert es Bl®tonenDonor RB49 nutztdas gleich
positionierte Wasser als AkzeptoRB91 verdrangtlagegendas katalytische Wasser
und bindet direkt an die beiden Aspartate.

Soweit bekannt,ist die hier vorgestellte Struktur von SH40im Komplex mit
Endothiapepsindie erste in der anhand des Bindungsmodus eindeutigReotonen
Akzeptoran das katalytische Wasser bindet.

H H
a) R N b) R. N
R R
T T
" !
0: O-- HO 0 O-H--0

I~

18 |-{ / L'_\),.-:l
r NG - O)W ‘)‘\OH 'O/CW
Asp35 Asp219  Asp35 Asp219

Abhbildung. 3.14 Unter der Annahme, dass ein Aspartat protoniert und eins deprotoniert ist, ergeben
sich anhand der Koordinaten zwei mogliche OrientierungervVdassers.

Anhand der Koordinaterst durch die Abstédnde sowie d&eometrie ersichtlich, dass
das Wasser den inneren Sauerstoff von Asp35 sowie den aufReren tSHueon

Asp219 adressiert. FUAspartylproteasen wird angenommen, dagg Beginn der
Peptidspaltung bzw. in unkomplexierter Forein Aspartat protoniert sowie ein
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Aspartat deprotoniert vorliegf® Unter diesenVorraussetzungeergeben sich genau
zwei Mdgichkeiten zur Orientierung ddsatalytisch@ Wassermolekilg¢Abh 3.14. In

mit Neutronenstreuung aufgeklarten Komplexen adressieretdydroxygruppen die
beiden Aspartge analog Variante 8¥ Die Protonierung der katalytischen Aspte in
Variante b entspricht derSituation, die von Veerapandian et al fir den
unkomplexierten Zustand pstuliert wurde!®® Welche der beiden Varianten vorliegt
kann ohne weitere Untersuchungen nicht zweifelsfrei entschieden wer8en.den
beiden anderen Strukturen istlie Zuweisung der exakten Position der Protonen
ungleich schwerer so dass hier lediglichspekuliert werden kann Fir die
Komplexstruktur mit RB43st ebenfalls eine monoprotoniertkatalytische Diade
wahrscheinlich, wobeein freies Elektronenpaar des Wasseder NHFunktion des
Liganden zugewandt istn der Komplexstruktur mit RB9dierden leide Aspartate
durch je einen Wasserstoffbriicken Donor adressiert. Dagtegs denkbar dasshier

die katalytischeDiadevollstandig deprotoniert vorliegtDiese Annahme wird durch die
Tatsache unterstitzt, dass der basische Stickstoff in der Kette vichudoppelt
protoniert und somit geladen vorliegGeladene Gruppen kénnen auf kurze Distanz zu
deutlichen pK-Verschiebungen fiihren, so dass Asp35 hierdurch einen deutlich
acideren Charakter erhalten wirdeUm dies zu Uberprifensind allerdings
weitergehende Untersuchungen notwendig.

3.1.5 Zusammenfassung

Insgesamt wurden drefristallstrukturen mit strukturell verwandtehigandenaus der
Gewaldreaktion erhalten. Auf diese Weise konnte ihr Bindungsmodus in
Endothiapepsin erfolgreich bestimmt werden.

Die drei erhaltenen Kristallstrukturen erklaren zum GreBtdas Verhalten der
Liganden. Ein Vergleich der Bindemodi von RB91 und RB4Yéwatautlichen, warum
RB91 200 faclaffiner ist als die anderen Inhibitoren dieser Serie. RB91 weist einen
anderen Bindugsmodus auf, der hochstwahrscheinlich auf dem Austausch einer
Ester gegen aeie Amidfinktion beruht. Der Bindemodus von SH40nbet mit der
Carbonylgruppe eineAmidfunktion an die katalytisch®iade Dieser Bindemodus
bietet eine Erklarungweshalb dieVerbindungen, welche anstelle des sekundaren
Stickstoffs ein Schwefelatom aufweisen, ebenfalls binden kénnen.

RB9L1 ist ein interessantes Beispiele kleine Veranderungen der chemischen Struktur
eines Liganden groRe Veranderungen beziglich des Bindenmeausrrufen kénnen.
Somit kann auch mit Kenntnis des Bindungsmodus einer strukturell nahe verwandten
Verbindung nicht zweifelsfrei auf den Bindungsmodus eines Ligandschigesen
werden. Diese Beobachtungnterstreicht die Bedeutung der Kristallograph@gnn
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ohne genaue Kenntnis des exakten Bindungsmodusdist Optimierung einer
Verbindungungleich schwerer.

Interessant ist auch, dass in jeder der drei bestimmten Kristallstrukturen das
katalytische Wasser eine andere Rolle einnimmt. Bei der Bindungigaeden dient

es einmal alsProtonen Donor, einmal alsProtonen Akzeptor und einmal wird es
verdrangt indem der Ligand direkt an die beiden Aspartate bindet. Diese Strukturen
zeigen damit eindrucksvoll die groRe Vielseitigkadieses Wassermolekuilsls
Bindungspartner

3.1.6 Anhang- Affinitaten gegen Pepsin

Alle Verbindungen die von Amir Shahim synthetisiert wurdefen sichzusétzlich
noch gegenPepsin vermessen. Pepsin (vddechwein) wurde als Pulver von Sigma
Aldrich bezogen. Als Puffer wurde eirlM CitratPuffer pH 3.5 verwendet. Die finale
Proteinkonzentration betrug 8 nM. Alles andere (incl. Substrat) wurde analog dem
Assay fur Endothiapepsin durchgefuhrt. Fur alle Verbindungen wurde dgr IC
bestimmt. Dag€rgebnis ist in Tabelle 3dargestel.

S H s, H
Grundgeriist @_Z,Y\ OJ/N

Substituent ID IGogegenPepsin ID 1G5 gegenPepsin
'}—OH AM6 47 uM SH28 --
'}—N: ) AM7 ~250 uM SH36 50 uM

4”’ H
N

0 D AMS - SH37 ~ 250 pM

-“— H
c}‘ “\_Q AM11 - SH40 ~250- 300 pM

VA AM15 ~200 uM SH39 ~500 uM

g
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>—NO AM16 > 500 UM SH33 ~ 250 UM
(0]

Iy AM18 80 UM SH43 ~ 200 pM

N AM20 > 500uM SH38 250-300 UM

I\

x4

fay- AM21 - SH41 ~ 250 uM
~§'_NH2 AM22 132 uM SH42 ~ 250 pM
0

X~ H

NJ

0 @ AM23 45 UM SH25 ~200 pM
/a < AM19 64 UM SH44 ~ 250 uM

Takelle. 3.6 1Go Werte bestimmt gegen Pepsift.= nicht bestimmbar aufgrund zu geringer Léslichkeit

Die Verbindungen mit einem sechsgliedrigem Ringsystem am Thiophenring sind
schlechter in der Affinitat als die Verbindungen mit einem flinfgliedrigem Ringsystem
an dieser &lle. Die einzig signifikante Ausnahme bildet SH36. Dies ist besonders
interessant, dabei Endothiapepsin keine Préaferenz fir ein Grundgerist festdjeste
werden konnte. Abbildung3.15 zeigt eine Uberlagerung demit Endothiapepsi
gewonnen Struktur miPepsin.
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Abbildung 3.15Die SZlascheson Endothiapepsin und Pepsin im Vergleich. Die Kohlenstoffatome des
Liganden sind ibeigedargestellt, die von Endothiapepsin in weil3 und solche von Pepsin in grin. Die
Oberflache von Endothiapepsin ist hellblau eingefarbt. Fiir die Uberlagerung wurde eine-Stayetinr
aus der PDB verwendet (Pi0Bde: 4PEP).

Die SZTascheder beiden Proteinainterscheidet sich deutlich. In Pepsin ragt Met289
weit in die Bindetasche hinein. In Endothiapepséfindet sich an dieser Stelle Ser297
das in die der Bindetasche abgewandte Richtung weist. Durch Met289 ist die S2
Tasche in Pepsin verglichen mit Endothiapepsindeutlich kleiner. Fir die
Verbindungen mit einem sechsgliedrigen Ring am Thiophenring ist somit der Platz in
der S2Tascheweniger gunstig, was ihre abfallenddfinitat gegentber den sterisch
weniger anspruchsvollen FunfgiDerivatenerklaren kann.
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3.2 Inhibitorenbasierend auf einem Azepf@rundgerist

Mehrere Molekiile besetn nahezu die gesamte Bindetasche

Mit Pyrolidinen und Piperidinen sind sowohltickstoffhaltige Funf wie auch
Sechsringe als Aspartylproteab#ibitoren bekannt und deren Bindungsmodus
beschrieben. Die hier vorgeslte Struktur zeigt nun erstmals den Bindemodus eines
AzepinDerivats, alsoeines stickstoffhaltigen Siebenrings, an die katalytisdbede
einer AspartyProtease. Interessanterweise ifiden sich neben dem an die
katalytischen Aspartate gebunden Molekul noch zwei InhibitosBruchstticke in der
Bindetasche so dass nahezu der gesamte Bereich der Bindetasche basttDiese
zusatzlichen Molekile helfen die Bindetasche auszuleuchten geden damit
wertvolle Informationen fur das Design weiterer Inhibitoréfin Vergleich mit dem
zuvor vorhergesagten Bindemodus betont zudem die besondere Bedeutung der
korrektenVorhersage deSiebeningkonformation.

3.2.1 Einleitung

Sekundare Stickstoffesind in funf und sechsgliedrigen Ringsystemen bereits
erfolgreich als Grundgerust flr Aspartylprotedséibitoren eingesetzt worden. So
sind Verbindungen mit einem Ruwiidin-Grundgerust (Funfringe)als potente HIV
Protease und Plasmepsininhibitoren bekannt® % Piperidine(Sechsringeyvurden
erfolgreich als Renithibitoren eingesetzt’® Selbst Azridin-Derviate, also ein
sekundarer Stickstoff in einem Drieigsystem, wurden als Asparnybtease
Inhibitoren synthetisiert®® °1 Somit sind die siebengliedrigen Azepine eine ebenso
konsequente wie interessante Fortsetzung dieses Prinzigden Rahmen der
Dissetationen von Torsten Luksch und Né&®i Brassvurden Verbindungenmit einem
AzepinGrundgerust als Plasmepsihnhibitoren entworfen und synthetisiert. Flr
Plasmepsin Il und [\érlangen diese GerlUsteAffinitdten bis in den dreistellig
nanomolaren BereichSynthese, Assayergebnisse sowie Designmethoden wurden in
der Verdffentlichungvon Luksch und Chan et. ausfiihrlichdargestellt®® Abbildung
3.16 zepgt den mittels des Programns FlexX vorhergesagen Bindemoddgr
Plasmepsinl. Die katalytischen Aspartate werden demnach durch d&repin

Stickstoff adressieytwahrend die beiderangefiigten SubstituenteRA S { H4 &2 6A S

SiTaschebesetzen Die leiden Carbonylsauerstoff@dressieren dieFlapRegion
indem cer eine mit dem Stickstoff von Val78 under zweite mit der Hydroxygruppe

von Ser79 eine Wasserstoffbriicke eingehtNeben dem Bindemodus flur das
Grundgerust wurdeauch der Bindemodus fur verschieden substituierte Inhibitoren
vorhergesagtEs zeigte sich, dass die Interaktion zu Ser79 abhangig vom Substituenten
in der SiTascheverloren geht.
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Abbildung 3.16Der mit FlexX vorhergesagBndemodus des Azepi@rundgerists in Plm II.

Da die beiden Carbonylgruppen die Aminosauren E&apRegion nicht optimal
adressieren, wurden zusatzlich Inhibitoren mit einem verkirzten Carbonylabstand
synthetisiert. Durch die=n verkirzten Abstand sollten die beiden Carbonylgruppen an
derselben Position wie die Carbonylgruppen von Pepstatin zu liegen kommen und
somit die Flap besser adressieren.In Abbildung 3.17sind die Affinitaten zweier
Inhibitoren mit kurzem und langem Afasd im Vergleictdargestellt Leider zeigsich
keinsignifikanterUnterschied

o <«
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Abbildung 3.17nhibitoren mit kurzem und langem Carbonylabstand im Vergleich. Die Assaywerte
wurden vonTorsten Lukschestimmt.Die Verbindungemurden beim Tesals Racemateingesetzt

'Y RAS y 2 OFRasche niSddréssiefem Wnd somit die Affinitat in den
nanomolaren Bereich zu steigernyurde das Grundgeriist um einen dritten
Substituentenerweitert. Abbildung3.18 zeigt die mittelsdes Programms-lexXvon
Tobias Craarvorhergesagte Taschenbesetzung eirtasubstituierten Inhibitors in
Plasmepsirl. Der grundsatzliche Bindemodus ist erhalten geblieben, wobei diesmal,

im Gegensatz zu dedisubstituierten Inhibitoren, das SEnantiomer die bessere
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Taschenbesetzungrzielen sollte Die katalytischeDiadewird unverandert durchden
AzepinStickstoff adressiertDer Substituentmit dem paraBrom-Substituenten liegin
der SiTaschewéhrend de beiden anderenSubstituenten mit jeweils einer pra
Amino-SubstitutionR A S- 6{l bW Tagcheddressierenly’ R S-Rdschehildet die
Aminogruppe eine Wasserstoffbricke zu dem Carbonylsauerstoff von Ledi&1
FlapRegion wird lediglich durch die Carbonylgruppe awr dSeite der Amino
Substituenten adressiert inderdiese eine Interaktion mitdem AmidStickstoff von
Val78 ausbildet. Die SZTaschebleibt unbesetzt und bietet damit Platz fir weitere
Optimierungen.

Abbildung 3.18Durch Dockingvorhergesagte Besetzung der Taschen durch eirismbstituierten
Inhibitor.

3.2.2 Affinitatsbestimmungen

Im Rahmen dieser Arbeit uvden dietrisubstituierten Inhibitoren gegenPlasmepsit

nach dem Protokoll vorTorsten Luksclvermesser?® Um die Vertgichbarkeit der
Assayergebsse zu gewabhrleisten, wurden erfolgreiztvei bereits bekannteWerte

reproduziert. Die Ergebnissélr die trisubstituierten Inhibitoren sind in Tabelle 3.4
aufgefuhrt Zum Vergleich sind in Tabelle 3.Busétzlich zwei Assaywertder

zugehdrigerdisubstituierteninhibitoren angegeben.
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Tabelle 3.6Inhibitionswerte detrisubstituierteninhibitoren auf Plasmepsin Il. Zum Vergleich sind die
von Torsten Luksch gemessenen Werte der analoligrbstituiertenVerbindungen mit angegeben. Alle
Verbindungen liegen als Racemat vor.

Entgeg@ den Erwartungen konnte fir distrukturell erweiterten Inhibitoren keine
Affinitatssteigerung festgestellt werdeRur die meisten Verbindungen verschlechterte
sich sogar die Affinitatgeringfligig Lediglich der Inhibitor mit verkirztem
Carbonylabstand zeigt eine, im Vergleich zu déisubstituierten Analogon, leicht
verbesserte Affinitat. Der Vergleich von NC230 und NC229 zeigt, dass auch bei den
trisubstituierten Inhibitoren der Carbonylabstand keinen sichtbaren Einfluss auf die
Affinitat nimmt. Interessant ist, dass sowohl die pakaino- wie auch die paraNitro-
Substituenten eindnhibition zeigen.Fir den paraAmino-Substituenten wurden der

{ HTd@scheeine Interaktion mit einem Carbonylsauerstofbrhergesagt.Da diese
Interaktion fur den paraNitro-Substituenten nicht moglich istwurde fir diese
Verbindung keine oder zumindest eine deutlich verringerte Affinitat erwartet
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Um den tatsachlich vorliegenden Bindemodus zu bestimmen ist eine Kristallstruktur
der geeignetste Weg. Da eine Kristallisation mit Plasmepsin Il nicht gelamde w
wiederum Endothiapepsin als Modellsystem verwendeDie trisubstituierten
Inhibitoren zeigerftur Enddhiapepsin éne gute Inhibition Tabelle 3.7.

D % Inhibitionfur EP
bei 100 pM
NC230 86 %
NC231 85%
NC239 97 %
ST231 87%
NC229 67 %

Tabelle3.7: % Inhibition detrisubstituiertenInhibitoren gegen EP beiner Inhibitorkonzentration von
100puM

Der K wurde lediglichfir NC23%estimmt davon dieser Verbindungine Struktur im
Komplex mit Endothiapepsinerhalten werden konnte Der K fir NC23 gegen
Endothiapepsin betrdgt demnach 2.uM und ist damit dem KgegenPlasmepsin i
praktisch gleict{5.0 uM).

3.2.3 Bestimmung der Kristallstruktur

Alle trisubstituierten Inhibitoren wurden zurKokistallisation mit Endothiapepsin
angesetzt.Mit der bis zu diesem Zeitpunkt verwendeten Kristallisationsbeatirng
konnten jedoch fir den NC239Komplexkeine Kristalle ghalten werden. Fir die vier
anderenlnhibitoren wuchserediglichsehr kleire Kristallevon schlechter Qualitgtdie
fur eine Datensammlung nicht geeignet waren. Da es mit dieser
Kristallisationsbedingung nicht mdoglich waausreichend streufahige Kristalle zu
erhalten, wurde nach alternativen Kristallisationsbedingungesucht Dazu wurden
mit Hilfe eines Kristallisationsrobote¢€artesianMicrosys" SQ 400pinsgesamt 768
verschiedene Bedingungen durchgetestddie eingesetzte Proteinldsung enthielt
5 mg/ml Endothiapepsin versetzt mitrAM NC239(in 0.1 M AcetafPuffer pH 46 mit
einer DMSO Endkonzentration vor?@.In zehn Bedingungerwurden dabei Kristalle
erhalten, davon wurdenzwei Bedingungen erfolgreich reproduzierine dieser
Bedingungen konnte so optimiert werden, dass sie zuverlassig Kristalle lidédetso
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gewonnenen Kiristalle zeigten verglichen mit den durch die bisherige
Kristallisationsbedingung erhaltenen, die gleiche Raumgruppemit analogen
Zellkonstanten. Das Protokoll dererfolgreichen Kristallisationsbedigung ist im
Material und Methoden Teil beschriebewéhrend sich die Details zu allerehn
Bedingungen im Anhang dieser Arbeit finden.

Auf diese Weis&konnte mit NC23%in Kokistall und in Folgedie Struktur vorNC239

im Komplex miEndothiapepsin erhalten werden. Verschiedene andere Inhibitoren mit
einem AzepirGrundgerist wurden ebenfalls ter dieser Bedingung mit Eneo
thiapepsinzur Kristallisation angesetdteferten alledings lediglich Apostrukturen.

Endothiapepsin im Komplex mit NC239

Von einem NC23&ndothiapepsin Kalstall konnte am SLS {&s Light Surce) ein
Datensatz mit einerAufldsung von 1.323 aufgenommen werdenDer Ligand ist
deutlich in der resultierendemifferenzdichtezu erkennen(Abbildung 3.1 Neben
dem an die beiden Aspartate gebundenkiganden finden sich nociwei weitere
Molekile in der Bindetaschedie durcheine hydrolytische Esterspaltung aus NC239
hervorgegangen sindso findet siclauf der S1/S2Seite des Proteinsoch ein zweites
Molekil des Inhibitors wobei hierin der Dichte die Seitenkettenit dem Brom
Substituentenfehlt. Insgesamt ist die Dichte dies zweiten Molekilstwasschlechter
definiert als die des an die Aspartate bindenden MolekDiss Weiteren befindet sich
noch ein Molekul pardromBenzoesaure in der Bindetaschwveelches im Gegensatz
zu den anderen Liganden lediglich eine Besetzung véa 88fweist.

HEN@\N i
N
H
N

N7 Br

" NC239
HZNO’\N

H Fragment 1
H,N

(0]
H?—Q_B‘ Fragment 2

Abbildung3.19 Links istr grin die Differenzdichte igibR aller sich in der Bindetasche befindender
Molekilebei2.0" wiedergegebenVon den beiden katalytischeAspartaten ist lediglich Asp3&if dem
Bild zu erkennen, A&i9befindet sichhinter dem AzepirRing.Rechts sind die dazugehdrigen
Strukturformeln dargestellt.
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Abbildung 3.20 Links:Uberblick tiber alle Liganden in der Bindetasche Rechts: Detailierter Bindemodus
der beiden groRen LigandeDie Abstinde der Wasseodtoriicken sind in Angegeben

Abbildung 3.20zeigt den Bindemodus der Liganden in der Bindetasblahezu der
gesamte Bereich der Bindetasche ist besetzt.

Der vollstéandig sichtbare Inhibitor adressiert die katalytisChade mit dem Azepin
Stickstoff. Durch die zentrale Pdagn zwischen den beiden Aspartatenildet er zu
jedem eine Wasserstoffbrick®erSubstituentmit dem paraBrom-BenzylRestragt in

die S2Tasche Einer derSubstituentenmit einem paraAminoBenzyRestadressiert

R A S -Tasahekvobei die Aminogruppemit dem CarbonyBauerstoffvon Leul33
interagiert. Der dritteSubstituentzeigt an defFlapvorbei ins umgebende Solvent. Die
beiden Carbonylgruppen des Liganden bilden eine Wasserstoffbriicke mit den Amid
Stickstoffen von Gly80 und Asp81 ddapRegion.

Das zweitehydrolytisch verkurztéMolekll adressiert ebenfalls es der katalytischen
Aspartate. Die Aminogruppe eingmraAmino-BenzySubstituenten besetzt die S1
Tascheund bildet eine Wasserstoffbriickai Asp35 aus. Mit 3.4 fallt diese allerdings
sehrlangaus Der zweiteSubstituentzeigt in Richtung der SBascheund adressiert
mit seiner Carbonylgruppeden Amid-Stickstoff von Thr223. Der AzegRing liegt in
dem Bindetaschenbereich vor der-$8scheund bildet keine polaren Interaktionen
zum Prdein. Die exdstandige Hydroxygruppe ist in der Dichte nur schlecht definiert
und demrach wahrscheinlich konformativ ungeordnet

Die paraBrom. Sy 1T &8 f a NdzNB -TafkBeéhiiel eine golar& Intéraktivn mit
dem Protein einzugeherDa die Dichte nicht & umrissen ist, wurde zur sicheren
Identifizierung dieses Molekills das anomale Signal des 8toenangezogen. In der
anomalen Dichtekarte ist daSignal der beiden Brow#tome deutlich zu sehen
(Abbildung 3.21 Die beictn Bromatome sind lediglich zu 3®und 45% besetzt und
somit teilweise abgespalten. Eine solche Abspaltung durch die hochenergetische
Rontgenstrahlung wéahrend der Datensammlung wurbereits in der Literatur
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beschriebert®® Diese Verknuipfung ist besonders anfallig, da die verwendete
Wellenlange energetisch im Beo#i der BromAbsorptionskantdiegt.

B=A%S

Abbildung 3.21In der Bindetasche sind zwei anomale Dichtepeaks zu erkennen deren Position gut mit
den beiden Bromatomen der Liganden Ubereinstimmt (linkes Bild). Zwischepegtsn

symmetriedquivalenten Proteinmolekilen konnte ebenfalls ein anomales Signal beobachtet werden

(rechtes Bild)Furdiese Stelle wurde ein Chbtom zugewiesen. Die anomalen Dichtekarten wurden mit

phenix.refiné"®® mit einem Model ohne Inhibitor und Chlor berechnet. Beide Bilder zeigen das Gleiche
sigmaLevel der anomalen Karte (in lila) und wurden mit CO®arstellt. Auf dem linken Bild sind

Kohlenstoffatome griin, auf dem rechten in blau dargestellt. Sauerstoffe sind in bieédien rot,
Stickstoffe dunkelblau, andere Atome grau eingefarbt.

Zusatzlich zu den beiden Bromatom@é der Bindetasche wurde an einer Position
zwischen zwei symmetrieaquivalenten Proteinmolekilen ein weitereonzaler
Streuer beobachtet. Dese Stelle wurde ein Chlad zugewiesen Des Weiteren
befinden sich aul3erhalb der Bindetasche noch ein DMSO, ein Glycerol und ein Sulfat
lon. DieseTeilchensind ebenso wialas Chloridlon Bestandtei¢ der Kristallisations
bedingung. DasSulfatlon befindet sichin awvei Konformationen (zu46 und 54 %
besetzt) im SolvenBereich zwischen zwei benachbarten symmeétgiivalenten
Proteinen.Jedes dieser Sult&nen bildet Wechselikungen tber Wassermolekile zu
dem Protein aus. Em dieserWassermolekid tritt lediglich zusammen mit einem der
beiden Sulfatonen auf und wurde in seiner Besetzung an dieses Solfiegekoppelt.

Die Struktur von Endothiapepsin im Komplex mit NC239 wurde in der
Proteindatenbank unter dem CodT 6l hinterlegt. Die kistallographischen Detisi zu
dieser Struktur sind in Tabelle 3.7 aufgelistet.
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Kristallographische Tabelle

Inhibitor NC239
PDB @Gde 376l
Datensammlung und Prozessierung
Sammlungsort SLS
< w) 6 1.000
Raumgruppe P2
Einheitszellkonstanten

a[A] 45.4

b [A] 73.4

c[A] 53.3

i wcé 110.0
AuflosungA] 1.32
Hochste Aufldsungsschdld] 1.34¢1.32
Anzahl einzelner Reflexe 75322
Ryym[%0]° 5.2 (30.5)
Vollstandigkei{%]® 97.7 (80.4)
Redundan? 3.5 (2.0
L& 26.0 (2.8)
Verfeinerung
VerwendetesProgram Phenix
Anisotrop verfeinert Ja
LetzterRyee’ 14.8
LetzterRyork” 13.0
Anzahl Wassenolekule 372
Ramachandran Diagramm

Bevorzugte Regiongo) 94.6

Erlaubte Regione(o) 5.4

Erweiterte erlaubte Regiong®n) 0

Verbotene Regione(?o) 0
Durchschnittliche BVerte (A7)

Protein Atome 10.9

Wasser Molekiile 26.7

Inhibitoren 20.1

Andere Ligandeh 17.0
RMSD Bindungslang@h] 0.005
RMSD Bindungswinkgl 1.083

@Wert in Klammern bezieht sich auf die héchste Auflésscigale
® die angegebenen-R/erte beziehen sich jeweils auf die gesamten Da
‘andere Liganden sind Glycerol, DMSO, Sulfat und Chlorid

Tabelle 3.7: Kristallographische Tabelle

3.2.4 Diskussion

Die hier vorgestellte Komplexstruktiietet die Moglichkeit den Bindemodugon
Inhibitoren basierend auf einem AzepBrundgeriist besser zu versteheNeben
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einem Vergleich des experimentell auf Endothiapepsin bestimmten mit dem
vorhergesagten Bindemodusst auch eine Betrachtung der zusatzlich in der
Bindetasche gefunden Bruchsticke von besonderem Interesse. Diese zuséatzlichen
Molekile bieten interessante Hinweise auf bevorzugte Interaktioned kbnnen so

einen Beitrag zon weiteren Inhibitordesign liefer

Der Bindemodus von NC239

Im Folgendersoll der Bindemodusles vollstandigen Molekils NC289 sich alleine
betrachtet und mit der aféinglichen Dockinglésungon Plasmepsinl verglichen
werden. Dabei ist allerdings zu bertcksichtigen, dass es nichestldgssen werden
kann, dass die zuséatzlichen Bruchstiicke den Bindemodus mit beeinflussen.

Der einzig fur den Bindemodus relevante Unterschied zwischen Plasmepsin Il und
Endothiapepsin ist der in Kapitel 3.1 schon erwéhnte Austausohval78 (Plml) zu
Gly80 (EP) in deFlapRegion. Dassterisch anspruchsvollere Valiwirde dem
Phenylring des dem Solvent zugewandt&ubstituenten recht nahe kommen
(Abbildung 3.2p Durch eine leichte Drehung dieses Phenylrings kann der Inhibitor sich
allerdings den notign Abstand verschaffen. Somit ist der in Endothiapepsin gefundene
Bindemodus prinzipil auf PlasmepsiHh Gbertragba.

Asp219

Abhildung 3.22 Bindemodus von NC239 in Endothiapepsin. Gly80 ist auf diesem RildenuValin
(Kohlenstoffatome in lila) mutiert um die Verhaltnisse in Plasmepsin Il darzustellen. Als rote gestrichelte
Linie ist der Abstand dieses Valin zu dem nachsten Kohlenstoffatom von NC239 eingezBiehnet.
Entsprechende Lange istAmngegebenDie schwarz gestrichelten Linien zeigen die Interaktionen des
Inhibitors mit dem Protein.

Vergleicht man diesen Bindemodus mit derAbb. 3.16dargestellten Dockinglésung
von Plasmepsitl so zegt sich, dassler AzepinStickstoffwie vorhergesagtlie beden
Aspartate adressiertAuch die grobe Orientierung des Liganden in der Bindetasche
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wurde korrekt vorhergesagt. Soigedie Seite mit den beiden Substituentenf die

{ m Wi&4ite1 d€s Proteins, wahrend deestmit dem paraBrom-PhenylSubstituenten

die S1/S2Seite adressiert! dzOK RA S L y (i SNasdhéwhrdeyduréhytlasR S NJ
Docking angegeben. Die Amgrappe des zusatzliché&ubstituenten (ohne die
Carbonyigruppe) adressiert wie vermutet die Carbonylgruppe von Leul33 (in
Plasmepsinl Leul31)Die Besetzung deanderenTaschenweicht hingegen abDer
zweite Substituentauf dieser Seite ragticht wie erhofft in die STaschesondern zeigt

an der Flap vorbei ins umgebende Solvent. Der letzte, Uber eine Estergruppe
angeknupfte, Substituent besetzt die SAascheanstelle der vorhergesagten S1
TascheDer Carbonylsauerstotfer Amidbindung im Liganden bildet wie erhofft eine
Wasserstoffbricke zu dem Ruckggtickstoff von Gly80 (Val78 in PlasmepBinDie
zweite Carbonylgruppe des Ligamdadressiert ebenfalls diElag obwohl im Docking
kein Interaktionspartner vorhergesagt wurde. IBockingwurde das SEnantiomer
bevorzugt wahrend in der Kristallstruktureindeutig das REnantiomer gefunden
wurde.

Interessanterweiseveicht auch die Konfamation deszentralenSiebenringsson der
Vorhersage abDie Konformatiordie wahrend dedockingverwendet wurde,ist mit

Hilfe des Programms Corth® erzeugt worden und orientiert sich an einer
Kleinmolekiilstruktur aus der Cambridge Structural Datebdd °? Diese
Ringkonformation wurde wahrend denbockingsowohl fiur das Rwie auch die S
Enantiomerverwendet. Abbildung 3.2%eigt die verschiedenen Konformationen des
Siebenrings im Vergleictn allen Fallerfindet sicheine BootKonformation wobei
diese inder hier vorgestellten Komplexstruktur im Vergleich zu der Dockinglésung
invertiert ist. Da die richtige Vorhersage der Ringkonformation entscheidend fir die
Orientierung der Substituenten ist, liegt hier ein mdoglicher Grund fir die
Abweichungen der Dockinglésung.

Struktur Docking CSsD

Abbildung 3.23/erschiedene Konformationen des Siebenrings. Links: in der Komplexstruktur von
Endothiapepsin mit NC239, Mitte: Energieminimierte Form generiert von Corina, Rechts:
Kleirmolekdlstruktur aus der CSD (Cambridge Structural Database)

Somit zeigt der in Endothiapepsin gefundene Bindemodus trotz einiger
Ubereinstimmungen doch relevante Unterschiede zu dem postulierten Bindemodus.
Insbesondere die Taschenbesetzung stimmt nichéréim. Einer der dreRestezeigt
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ins umgebende SolvenDies ist wahrscheinlich der Grund, weshdie Einfiihrung
eines drittenSubstituenterkeine Verbesserung der Affinitat gebracht hat.

DieweiterenInhibitoren mit einem AzepiGrundgerust

Es stellt sich die Frage inwieweit der Bindemodus von NC239 auf andere Inhibitoren
dieser Serie Ubertragen werden kann. Bei diesem Bindemodus ist anzunehmen, dass
bei Austausch des paraAminoBenzyiSubstituenten des ins Solvent zeigenden
Substituentenzu einem rein hydrophoben Substiuaten die Affinitdt abnimmt. Dies
kann in den Affinitdten nicht beobachtet werden. Auch bei Austh degparaAminc
BenzylSubstituenten in der i5-%aschedurch einen paraNitro-Benz/l-Rest ist durch
Verlust der Wasserstdffiickenbindung eie verringerte Affinitat zu erwarten. Auch
dies kann durch die Assaydaten nicht bestatigt werd®ufgrund dieser Hinweise lasst
sich spekulierendass auch andere Biadgsnodi mdglich sindAuch die Tatsache,
dass es nicht gelungen istnei Kristallstruktur von Endothiapepsin im Komplex mit
einem anderen Inhibitor dieser Serie zu erhalten, istdgnkbarer Hinweislafur, dass

sich die Verbindngen unterschiedlich verhaltenOhne weitere Untersuchungen lasst
sich demnach der Bindemodus rnvoNC239 nicht zweifelsfrei auf die anderen
Verbindungen Ubertragen.

Die zusatzlichen Molekle in der Bindetasche

Neben einenin der Differenzdichterolistandigdefinierten Molekil NC239 sinth der
Bindetaschenoch zwei Buchstiicke desselben zu erkenndbie Qualitat der Dichte

des groRReren Fragments nimmt dabei in Richtung der vermuteten Spaltstelle deutlich
ab. Sosind die beiden pardmino-BenzylRestein der Dichte gut definiert wéhrend

der AzepirRing schon eine deutlich schlechtere Dichte aufweist ddidstandige
Hydroxylgruppeschlief3lichst nur undeutlich zu erkenneufgrund dessekann nicht

mit volliger Sicherheitausgeschlossen werden, dass der in der Dichte fehlende
Substituent tatsachlich hydrolytischabgespaltenwurde, sondern aufgrund seier
starken Restmobilitdin der Kristallstruktur nicht identifizierbar ist. Dasselbe gilt fur
das zweite, kleinere Fragment. Da die Bruchstelle einer Esterspaltung entspricht, ist es
allerdings wahrscheinlich, dass der Inhibitor dieser Bindungespaltenwurde. Die
Bruchstiicke kdnnen als Verunreinigung aus der Synthese stammen oder der Ligand
wurde nachtraglich wahrend der Kiristallisation (bei pH 4.6) gespalten. Zur
Uberpriifung ob der Inhibitor unter den Kristallisatiofmedingungen stabil ist, wurde

von Frank Sielaffeine HPLC Untersuchung durchgefuhrt. Es wurde zum einen die
Inhibitor Losung direkaéinalysiertund zum anderen eine Probdie fir neun Tage bei
Raumtemperatur in dem Kristallisationspuffer aufbewattrde. Hier konnte keine
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Zersetzungoeobachtet werdenwobei die Reinheit der Verbindung in beiden Fallen
mehr als 97 % betrugsomit lasst sich zumindest ausschliel3en, dass NC239 uUber die
Zeit von neun Tagen im Kiristallisationspuffer hydrolysiert.

Durch die zusatzlichen Molekile in der @atasche ist diese nahezu vollstandig
besetzt. Dies bietet die Moglichkeit bevorzugte Interaktionspunkte zu erkennen und
spater im Inhibitordesign zu berucksichtigen. So legt der dphsbe Teil der para
BromBenzo& N dzNB A y-Taséh8 bidien { hydPophoben Substituenten zo
Adressierung dieser Tasche nahe. Babstituentwelcher in der Kristallstruktur in das
umgebende Ldsungsmittel zejgkann moglicherweise durch einen geeigneten
hydrophoben Substituentenwie geplant R A S -TasaheBesetzen. ST231das an
dieser Stelle lediglich einen unsubstituierten Benzylring aufwegsgtebenfallskeine
verbesserte Affinitatund der gleiche Bindemodus ist anzunehméurch einen an
dieser Stelle optimierten Restder durch VergréRerung der Bricke zwischen
Amidbirdung und PhenylrestR A S -Tasahedladressiert ist moglicherweise eine
Affinitatssteigerung denkbarDie S4Taschewird in der Kristallstruktur von einem
paraAmino-Substituenten des zweiten Molekils besetzt. Diese Beobachtung kann
dazu genutzt werden eime vierten Substituentenzu entwerfen, der diese Tasche
entsprechend adressiert.

3.2.5 Zusammenfassung

Es konnte die Kristallstruktur von eindmhibitor mit einem trisubstituierten Azepin
Grundgerisin Endothiapepsin erhalten werde@uséatzlich zu einenolistandigen, an

die katalytischen Asptate gebundenen, Inhibitormolekil finden sich noch zwei
Inhibitorbruchstiicke in der Bindetaschim erster Naherungvurde der Bindemodus
durchdas Program Flexichtig vorhergesagt, relevante Unterschiede finden sioh
allem in der Taschenbesetzg Zudem nimmt der Siebenring eine andere dis
vermutete Konformation ein was eine korrekte Vorhersage durch das Dockingprogram
nahezu unmdoglich machteDiese Beobchtung unterstreicht wie wichtig es ist die
Flexibilitat von Ringsystemen, welche von den verschiedenen Dockingprogrammen nur
unzureichend berilcksichtigt wird, zu beachtdn. dem experimentell bestimmten
Bindemodus zeigt deSubstituent,der die { mI'®Wstie adressieren sollteins Solvent
Dadurcherklart sich, warum dietrisubstituierten Inhibitoren gegentber denloppelt
substituierten keinen Affinitditsgewinn zeigen.Die Assaydaten der restlichen
Inhibitoren dieser Seriéassen sich mit Hilfe des gefundenBindemodushicht véllig
schlussigrklaren.

Die hier vorgestellte Struktur von Endothiapepsin im Komplex mit NC239 stellt damit
den ersten Schritt zu einem besseren Verstandnis des Bindeverhaltens der auf einem
AzepinGrundgerust basierenden Inhibitare dar. Um ein vollstdndiges Bild zu
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erhalten, insbesonderdinsichtlichder Frageob noch weitere Bindemodi existieren,
sind allerdings noch weitere Kiadistrukturen von verschieden ubstituierten
Inhibitoren notwendig. Unabh&ngig davon bietet die Kensitdes Bindemwdus von
NC239 die Mdglichkeidiesen Inhibitor gezielt zu optimiereand auf diesem Weg
einen Inhibitor mit einer gesteigerten Affinitat zu erhaltédabei kbnnen insbesondere

die zusatzlich in der Bindetasche gefundenen Bruchstiicke gemwgrden um
bevorzugte Interaktionen in den unbesetzten Taschen zu identifizieren und damit als
Grundlage fiir das Design neuer Inhibéozu dienen.

Alle hier vorgestellten Inhibitoren lagen als Racemate vor. Eine stereoselektive
Synthese stellte sich gesichts der Tatsache, dass das bevorzuge Enantiomer nicht
bekannt war als zu aufwendig dar. Durch #ienntnis der in deKristallstruktur von
NC239 im Komplex mit Endothiapepgi@fundenen Stereochemie bietet sich jetzt die
Maglichkeit gezielt das bevaugte Enantiomer zu synthetisieren.
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3.3 Inhibitoren basierend auf einem Rgtidin Grundgerdst

Die offeneFlapvon Endothiapepsin sowie Einblicke in die
Protonierung der katalytischelDiade

Die hier beschriebene Komplexstruktur ist die erste der PDB verfugbare
Kristallstruktur von Endothiapepsin mit einer getffnetémenn auch ungeordneten)
FlapRegion und zeigt erstmalslie teilweise gedffnete nicht von einem Iganden
besetzte,FlapTasche einer pepsindhnlichen Aspartylproteagedem wude mit Hilfe

der Isothermen Titrationskalorimetrie eine vollstandig deprotonierte katalytische
Diade nachgewiesenDamit liefert die hier vorgestellte Komplexstruktur wertvolle
Erkenntnissedie zu einem besseren Verstandmuisr Flexibilitat von Endothiagpsin im
spezielen, aber auch der Familie der pepsinahnlichen Aspartylproteasen im
Allgemeinen beitragen.

3.3.1 Einleitung

Die Inhibitoren mit einem Pyolidin-Grundgeriist wurden fir die HiRrotease
synthetisiert und dort ausfuhrlich untersucht. Anhamadn Endothiapepsin sibé nun
der Bindemodus mit den pepsidhnlichen Aspartylproteasen, insbesondere
Plasmepsirl, untersucht werden.Im Rdmen hrer Dissertationen wurderdiese
Inhibitoren von Andreas Blunsynthetisiert und vonlark Béttchein der HI\\Protease
kristallisiert und charakterisierf® *°> % |m Sinne eines strukturbasierten Designs
konntenvierfach substituiertenhibitoren mit diesem Grundgertist erfolgreich bis hin
zu einer Affinitat im zweistellignanomolaren Bereich optimig werden. Der
Bindemoduseiner dieser Inhibitoren ist irAbbildung 3.24dargestellt. Der Pyolidin-
Stickstoff adressiert die beiden katalytischen Aspartate wahrend dieSubstituenten
RA S-, S2mM{UH thd SiTaschebesetzen. Eine der Sulfonamidgpgn bildet zwei
Wasserstoffbriicken zuflapRegion aug®

Ile50B \H/ \”/ lle50A

(0]

S

/
S1' éo H H-ob

Asp25B Asp25A

Abbildung 3.24Bindemodus einegierfach substituiertedPyrrolidins in der HI\Protease. Die Graphik
ist der Darstellung in der Veroffentlichung von Blum et al nachempfufiden.
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Neben den vierfach substituiertenInhibitoren, wurde auchein disubstituiertes
Grundgeriist basierend auf einem Rylidindiester entwickelt™™® Die Kristallstruktur
von einem e@r disubstituiertenInhibitoren im Komplex mitder HI\\Protease wurde
von Jark Bottchebestimmt. Uberraschenderweise befindet sich das Protein in einer
gedffneten Konformation undwei Molekille besetzen diBindetaschd®® Wahrend

ein Molekul die beiden kataligchen Aspartate adressiert, interagietds zweitemit

der FlapRegion und bilet Kontakte miteinem im Kristalerband benachbarten
Proteinmolekif**®

Die Protonierung der katalytischédiadesowie des Pyolidin-Stickstoffs in einem H{V
ProteaseKomplex mit einem dieser lithitoren wurde von Paul Czodrowski genauer
untersucht. Seine Berechnungesrgeben dass die beiden Asgate deprotoniert
vorliegen sollten, wéahrend der Pyolidin-Stickstoff protoniert ist'®? Diese
Beobachtung ist interessant, da normalerweise esinder beiden katalytischen
Aspartate protoniert vorliegt wahrend das andere deprotoniert [$6t'°¥Bei der
Ligandbindung andert sich demnach der Protonierungszustand der katalytischen
Diade

Torsten Lukscbeobachtete dass dieselnhibitoren auch gegniiberPlasmepsin Il und
IV eine gute Affinitat zeigen und filhrte dazu ausfitire Dockingstudien durdf? Der
auf diesen Weg postulierte Bindemodusfir die disubstituierten wie auch tetra-
substituierteninhibitorenist in Abbildung 25zu sehen.

\ 0, H o Va|78 Ser79
Val78 N Ser79

@g_ @
oy

ASD34 Asp214 Asp34 Asp214

Abbildung 3.25Dockinglésungn einesdisubstituiertenund einegetrasubstituiertenPyrrolidins in

Plasmepsirl 4

3.3.2 Affinitatsbestimmungen

Im Rahmen dieser Arbeit sollte der Bindemodus dieser Inhibitoren auf den Pepsin
ahnlichen Aspartylproteasemmit Hilfe einer Kristallstruktur genauer untersucht
werden. Hierfir wurde Endothiapepsin als Mdgebtein gewéhlt. Um geeignete
Inhibitoren fur die Kristallisation zu ermittelwurde eine Vielzahtlieser Inhibitorenn
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einer Konzentration voaOOuM gega Endothiapepsin vermessen. Die Ergebnisse sind
in Tabelle3.8 zusammengefasst.

oufi -1 B-%,0
. 5—N N—S7_
e >
R1 d R1
N
H
% Inh. % Inh.
ID R1 R2 bei D R1 R2 bei
100pM 100pM
AB83 ,Q/ CI™ | 16% | AB102 @f A~| saw
O,N
ABB6 ©/ i LI 189 | As1oo Q/ 37 %
r
AB8S @/ I/©/’\ 57% | AB115 Q/ T 2%
AB99 OYQI @’\ 51% | AB116 O/ J| 17%
NH,
AB111 OYQ, ,@A 88 %
1 FC
O, O
) #
RT \,—S " R1
N
H
% Inh % Inh.
ID R1 bei ID R1 bei
100pM 100pM
ST34 kl. | ST36 hd k..
ST47 61 %

Tabelle 3.8: Assayergebrésserschiedener Inhibitoren mit einem Rglidin-Grundgerustir
Endothiapepsin. Es wurde jeweils die prozentuale Inhibition bepM@erglichen mit einer Kontrolle

ohne Inhibitor bestimmt.
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Die Affinitaten weisen, verglichen mit der HAProtease und Plasmepsirdhnliche
Tendenzen aufSowar AB111 auclfir die HI\AProtease der affiste Inhbitor dieser
Serie. ST47 war fuiPlasmepsin Il und IV mit Abstand der affinstisubstituierte

Inhibitor und auch fiir digHI\:Protease bei den besten dieser Sétfe’> 19

Fur die Kristallisationsexperimente wurddie dfinsten Inhibitoren jeder SeridB111
und ST47ausgewahlt.Im Lade des Projektsvurde fur ST47eine Kristallstruktur
erhalten, was diesemhibitor auch fir andere Untersuchungen besonders interessant
machte Um eine mit anderen Assaysystemen prinZipiergleichbare Affinitat zu
erhalten, wurde fur ST47 derldestimmt.Fur ST4@rgab sich eirk von 15uM.

3.3.3 Bestimmung der Kristallstruktur

Sowohl ST47 als auch AB111 wurden zusammen mit Endothiapepsin zur
Kokistallisation angesetziDie Inhibitokonzentration n den Ansatzen betrug jeweils
2mM.

Die n den Ansatzen mit AB11hach mehreren Wocherrhaltenen extrem feinen
nadelférmigen Kristallevarenfir eine Datensammlung ungeeigneétus diesem Grund
wurde reben der Standardristallisationbedingungfir AB111 auch die fur NC239
erfolgreich angewandte alternative Kristallisationsbedingung ausprobiert (siehe Kapitel
3.2). Unter Verwendungdieser Bedingung wurden Kristalieit einer ausreichenden
Qualitat erhalten. Leider zeigte der anschlieBeaufgenommene Datensatz, dass der
Inhibitor nicht gebunden hatte.

In den Ansatzen mit ST47 wuchsen ndchagen KristallevVon einem dieser Kristalle
konnte am SL$Swiss Light ddirce) ein Datensatz mit einer Aufldsung von 1.85
aufgenommen werdenAbbidung 3.26zeigt die Differenglektronerdichte bei 2.0 .
Dergebundend.igandzeichnet sicldeutlichin der Dichte ab

Wl Asp219 ST47
Asp35 ¢ =

Abbildung 3.26: Links: Bindung vo8T47an die katalytisch®iade In grin ist die
Differenzlektronerdichte mk,-DR bei 2.0 sigma wiedergegeben. Rechts: Strukturformel von ST47
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Wahrend die Dichte fur den zentralen Rylidinring sehr gut definiert ist, ist die Dichte
fur beiden Substituentennur schlecht umrisserkiner der beiderResteliegt in zwei
Korformationen vor, deren Besetzung zu 45 und 55 % verfeinert wurde. Der
Pyrolidinring scheint an der katalytischddiadefixiert, wahrend der restliche Ligand
eine hohe Flexilitdt aufweist. Abbildung.27zeigt den Bindemodus im Detail.

Abbildung 3.27Links: Bindung von ST47 in der Bindetasche. Neben dem Liganden befinden sich noch
ein DMSO und ein PEG Molekl in der Bindetasche. Rechts: Einige Bereiche des Proteins sind
ungeordnet. In blau ist die Obeifthe der in der Kristallstruktur sichtbaren Bereiche gezeigt. In weil3 ist
in CartoonDarstellungeine Struktur mit vollstandig sichtbarem Protein Uberlagert (Endothiapepsin im
Komplex mit BenzamidjiPDB Code: 3pEZ ). Tyr79 der Uberlagerten Struktist mit seiner
Seitenkette dargestellt. In der Konformatianit geschlossener, konformativ geordnefélapRegion
wirde Tyr79mit dem Inhibitor kollidierenln Folge tritt eine Unordnung der Fi&egion auf und eine
Schleife sowie zwei helicale Abschnitissen sich nicht in der Elektronendichte der Komplexstruktur
finden.

Wie erwartet bindet ST47 mit dem ®glidin-Stickstoff zwischen die beiden
katalytischen Aspartate. Ansonsten werden keine weiteren polaren Interaktionen
ausgebildet. Einer der beideBubstituenten kommt im Bereich vor der Sllaschezu

liegen, der anderdRestt RNBS & aASNI 1 dz 25 Silébzw.merS2: RSy
Tasche Neben dem Lenden befinden sich noch ein und ein PE@/olekdl in

der Bindetasche. Der Sauerstoff des DMSOekldk bildet eine Wasserstoffbriicke zu

dem AmidStickstoff von Thr22ghicht im Bild)

Ein auffalliges Merkmal der Komplexstruktur von ST4,7dets einige Bereiche des
Proteins in der Dichte nicht zmehen undhdchstwahrscheinliclungeordnet sind Ein

Uberblick tber dieim Model fehlenden Proteinbereiche gibdie rechte Seite von
Abbildung 3.27Die in dervorliegenderKristallstrukturmit eindeutig definierter Dichte
sichtbarenBereiche (blaue Oberflache) wurdamt einer vollstdndigen Struktur (weil3e
CartoonDarstellung, Tyr79) Uberlagertum die fehlenden Bereiche darzustellen
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Neben demFlapBereich sind noch zwei weitere benachbarte Helices ungeordnet.
allen anderen im Rahmen dieser Arbeit bestimmten Kristallstrukturen von
Endothiapepsin waren ése Bereiche eindeutig definiert. Lediglich fur die Spitze der
FlapRegion (Gly80, Asp81, @) wurde in einigen Fallen unzulénglich definierte
Dichte beobachtet.In der normalerweise beobachteteRosition derFlapSchleife
wirde Tyr79 mit dem Inbitor kollidieren. Somit ist eine weit geotffnet&lap
Voraussetzung fiur den hier beobachteten Bindemodus.

Abbildung3.28 Trp42 sowie Tr@5 liegen in dieser Kristallstruktur beide in zWenformationen vor.

In dieser Kristallstruktur wurden fir Trp42 sowie T#p zwei Konformationen
beobachtetdie auf 35 und 65 % verfeinert wurdgAbbildung 3.28 Trp75 ist die
vorletzte noch sichtbare Aminosaure detapRegion. In allen anderen im Rahmen
dieser Arbeitaufgenommen Strukturen sind beideyptophanen der Dichteeindeutig
definiert.

Die Strukturvon Endothiapepsin im Komplex mit &Twurde in de Proteindatenbank
mit dem PDB @le 3Q6Y hinterlegin Tabelle 3.9 sind die kristallographischen Details
aufgelistet.

Kristallographische Tabelle

Inhibitor ST47
PDB Gde 3Q6Y
Datensammlung und Prozessierung
Sammlungsort SLS
< w) 6 1.000
Raumgruppe P2
Einheitszellkonstanten
a[A] 45.4
b [A] 72.8
c[A] 51.8

i wc B 108.6
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AuflésundgA] 1.35
Hochste Aufldsungsschale 1.37-1.35
Anzahl einzelner Reflexe 68334
Ryym[%0]* 4.1 (31.5)
Vollstandigkei{%]* 98.0 (78.9)
Redundan? 3.6 (2.3)
L& 28.6 (2.8)
Verfeinerung
VerwendetesProgram Phenix
Anisotrop verfeinert Nein
LetzterRyee” 18.4
LetzterRyo” 16.6
Anzahl Wassenolekile 223
Ramachandran Diagramm
Bevorzugte Regiong(%) 94.4
Erlaubte Regione(®b) 5.6
Erweiterte erlaubte Regiong®o) 0
Verbotene Regione(?o) 0
Durchschnittliche BVerte (&%)
Protein Atome 12.7
Wasser Molekule 23.1
Inhibitoren 22.6
Andere Ligandeh 30.9
RMSD Bindungslang@h] 0.005
RMSD Bindungswinkgl 1.079

dWert in Klammern bezieht sich auf die héchste Auflosungschale
® die angegebenen-R/erte beziehen sich jeweils auf die gesamten Da
“andere Liganden sind Glycerol, DMSO und PEG

Tabelle 3.9: Kristallographische Tabelle

3.3.4 ITC Messungen

Die Berechnungen von Paul Czodrowski sag@m die HI\Protease mit
Pyrolidinbasierten Inhibitoren eine zweifach deprotonierte katalytiscliziade
voraus'®? Im unkomplexierten Zustand ist in der HPvbtease ein Aspartat protoniert
und das zweitedeprotoniert!®® %8 Somit wird bei der Bindung des Liganden ein
Proton abgegebenUm dies experimentell zu Uberpriferignet sich didsotherme
Titrationskalorimetrie (ITC). Mit Hilfe der ITClasst sich die Bindungsenthalpie
bestimmen. [@r Beitrag zurEnthalpiednderungwelcher durch die Abgabe eines
Protons an das Losungsmittelistande kommthangt \on der lonisierungsenthalpie
des verwendeten Puffersystem ab wahrend die Enthalpiedanderung durch die
Lgandbindung selbst Puffenabhéngig ist. Durch mén Vergleich der
Enthalpieanderungen in verschiedenen Puffersystemasst sich demnach eine
Aussage treffenob und wenn jawie viele Protonen bei der Ligandbindung an das
Puffersystem abgegeben oder von diesem aufgenommen werden.
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Ein Nachteil der ITCtisler verhaltnismalig hohe Proteinverbrauction der HIV
Protease stehen aufgrund der aufwendigen Proteingewinndeeit nur begrenzte
Mengen zur Verfugung. Aus diesem Grund wuEtelothiapepsin als Modisystem
gewahlt. Da der Bindemodus von ST47 andEmdpepsin bekannt war, wurden die
Messungen mit diesem Liganden durchgefuhrt.

Es wurden drei im sauren einsetzbare Puffersysteme mit mdglichst unterschiedlichen
molaren Standartionisierungsithalpien (n,H°) ausgewahlt. Diemolare Stardard
ionisierungenthalpie entspricht der Enthalpieanderung bei Aufnahme von einem Mol
Protonen. In Tabelle 3.10 sind die lonisierumgshalpien der verwendeten Puffer
aufgelistet.

Puffersystem lonisierungenthalpie (\.H°)
AcetatPuffer 0.49[119
SuccinatPuffer 3.0
OxalatPuffer -7.001114

Tabelle 3.10titeraturwerte fur die Standaehthalpien der verwendeten Puffersysteme.

In jedem Puffersystem wurden drei Messungen durchgefthrt und die erhaltgiren
Werte gemittelt. Alle Messungen wurden bei pH 4.7 durcfiget. Abbildung 3.29

zeigt eine Beispielmessung fir jedes Puffersystem sowie die fur dieses Puffersystem
bestimmte BindungsenthalpieEs fallt auf, dass die absoluten Ausschlage in den
Rohdaten in allen Puffersystemen verhaltnismafig gering sind, waéudieertung
erschwert. Eine Hnohung der Ligand sowie Prot&mnzentration wirde zu
deutlicheren Signalen fuhren, war aber aufgrund der schlechten Loslichkeit des
Liganden nicht mdglich.insbesondere bei den Messungen mit Oxalséaure als
Losungsmittel ist derUnterschied zwischen der Bindungsenthalpie und der
Verdinnungswarme so gering, dass eine sinnvolle Auswertung nicht méglich ist. Die
Bindungsenthalpie fur dieses Puffersyra wurde mit Null angenéhert.

Die so erhaltenen Bindungserpien wurden gegen diénisierungsnthalpien der
einzelnen Puffersystme aufgetraggbbildung 3.3D Eine durch die drei Punkte
gelegte Ausgleichsgeradeeis eine negative Steigung vef.7 auf. Somit werden bei

der Ligandbindung @. Protonen an das umgebende Losungsmittejegeben. Diese
Tatsache ist in Ubereinstimmung mit der Annahme, dass sich bei der Ligandbindung
der Protonierungszustand der katalytischen Diade von monoprotoniert zu deprotoniert
andert.
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Abbildung 3.29Rohdaten und Auswertung zu je einer der drei Messungen pro Puffersystemu Die
jedemt dzZF FSNER@&adSY y3aS3aSoSySy npl 2SNIS adGdSttSy RSy
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Abbildung 3.30Auftragung der molaren StandartenthalpignH®) gegen die in diesen Puffersystemen
bestimmte Bindungsenthalpie. Zudem ist die Gleichung fiddieh die Messpunkte gelegte
Ausgleichsgerade angegeben.

Um zu zeigen, dass das abgegebene Proton von der katalytiftadastammt, wére

es wiinschenswert auch die Pufferabhayigiit der Bindungsenthalpie im Neutralen zu
bestimmen. Im Mutralen liegen beide Aspartate deprotoniert vor, somit sollte dort
keine Pufferabhéngigkeit beobachtet werden. Es wurde versucht entsprechende ITC

d:
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Messungen bei pH 7.0 einem PIPEBuffer fi,H° = 112), HEPEBufferfp,H®> = 204)

sowie CitratPuffer f,H°= -3.38) durchzufihred™? Aufgrund der schlechten
Ligandldslichkeit und der nur sehr geringen Enthalpieausschlage konnten allerdings
keine aussagekraftigen Kurven aufgenommen werdzin.Tatsache, dasdie molaren
Standar@énthalpien der verwendeten Pigr sehr verschieden sind und in keinem
dieser Puffersystemnennenswerte Enthalpieausschlage beobachtet werden konnten,
kann als einvorsichtiger Hinweis gewertet werden, dass im Neutralen keine
Pufferabhangigkeit der Bindung besteht.

Weitere Bindungsdateaus den IT®essungen

Anhand der IT®essungen im Acetat und Succifadffer konnten auch die anderen
Bindungsparameter bestimmt werdenTabelle 3.11 zeigt alle in den einzelnen
Messungen bestimmten Werte im Uberblick. Tabelle 3ZAggt die aus allen
bestimmten Werten gemittelten thermodynamischen ParametEiir nH wurde der
Wert des Schnittpunks der Ausgleichsgerade itnder yAchse in Abbildung 3.30
gewabhlt. Dieser Wert gibt die Bindungsenthalpie in einem Puffempit= 0 an und
stellt somit eine umdie Pufferabh&ngigkeit bereinigte Bindungsenthalpie dar. Mit
diesem Wert wurde anschlieBend der Entropieanteil der Bindubg® mit Hilfe der
FormelaG=nH-¢ Sausgerechnet.

Messung | Acetatl | Acetat2 | Acetat3 | Succinatl| Succinat2| Succinat3
NH [cal/mol] | -1096 -1283 -1308 -1775 -1713 -1755
nH [kI/mol] | -4.6 5.4 5.5 74 7.2 74

Ka [1/M] 18210 | 164106 | 13210 | 9391d | 1.0710 | 8.031d

n 3.33 3.23 3.57 2.23 2.96 3.22

Kg [UM] 55 6.1 76 106 UM | 93 puM | 125uM

NnGlkImol] -300 -298 -292 -284 -28.7 -280

Tabelle 3.11 Thermodynamische Daten aus den ITC Messungen in Acetat und SudtengiH, K,
und n ergeben sich direkt aus den Datefb&rechnet sich aus;Kach der Formel 1/ K. nG

berechnet sich ausach der FormghG=-RTIn(l) wobei r die dgemeine Gaskonstante und T die
absolute Temperatur ist.

Bei den bestimmten Werten fallt auf, dass die Stochiometrie mit einem Wert um drei
sehr hoch ist. Aufgrund des bekannten Bindungsmodus mit einer 1:1 Stochiometrie ist
dieser Wert unwahrscheinlich. Die Sthiometrie berechnet sich aus debei der
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MessunggetroffenenAngaben Uber die Ligandnd Proteinkonzentration. Die Protein
konzentration wurde vor dem Umdialysieren des Proteins in den gewinschten
Endpuffer und anschlielRendem dénnen tber UMAbsorption bestimmt. Damit weist

die Konzentration eine nicht unerhebliche Ungenauigkeit auf und ist die
wahrscheinlichste Ursache fur diese Abweichung.

Thermodynamische Bindungsdaten fir STéit Endothiapepsirbei pH 47

Ka [HM] 8.6

NGlkJ/mol] -290
H [kJ/mol

: .[ moll -5.0
beinH=0
-Tn {kJmol

M Ldmol) 240
furpnH=-5,0

An das Loésungsmittel abgegebene 0.7

Protonen bei der Bindung [m{ '

Tabelle 3.12 Thermodynamische @imgsdaten fir die Bindunfgir ST47 auf Endothiapepsin.

3.35 Diskussion

Die offene Flap

Die ungeordneteFlapsowie die beiden ungeordneten angrenzenden Helices sind ein
auffalliges Merkmal dieser Struktur. Eine genauere Betrachtung der letzten vor
Abbruch der Dichte sichtbaren Aminosauren @ap-Region lasst vermien, dass die
Flapsehr weit gedffnet ist (Abbdung 3.3). Dies ist insofertoemerkenswert als das
bislang in der Proteindatenbank noch keine Endothiapepsin Struktur mit gedffneter
Flapdeponiert wurde

Abbildung 3.31In weil} ist eine Kristallstruktwon Endothiapepsin mit gescisieener-lap
(Endothiapepsin im d¢tnplex mit BenzamidirPDB Code: 3PEZ), in rot die Uberlagerte Kristallstruktur
von Endothiapepsin mit ST47 dargestellt (jeweilalgoonDarstellung. Vermutlich ist did-lapin der

Komplexstruktur von ST47 weit gedffnet.
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Ein VergleicllieserStruktur mit einer offeen Plasmepsifi Struktur (PDBdle: 2IGY

ist in Abbildung 3.33ezeigt.2IGY isbestemWissers nach die Struktumit demam
weitegen gedffnete Flap einer pepsidhnlichen Aspartylprotease.Zur besseren
Beurteilung der FlapOffnung ist jeweils auch eine geschlossene Struktur mit
Uberlagert.Die Abbruchstellen deFlapvon Endothiapepsideuten eine ahnlich weite
Offnung anwie siein der Plasmepsinl Strukturbeobachtet wurde Allerdings scheint
sich dieFlapin eine andere Richtung zufben. Wéahrendsichder Loopin Plasmepsin
hin zur SZrascheverschiebt(nachoben im rechten Bild von Abb.3.B2rientiert sich

die Flapin Endothiapepsin eher in RichtungNig {Tagc¢Hgnach unten im rechteild

von Abb.332). Die Flap bewegt sich demnach offensichtlich anders als es in der
Plasmepsinl Struktur beobachtet wurde. In diesem Zusammenhang ist es auch
interessant dass die beiden ddtlapbenachbarterHelices die in der Endothiapepsin
Struktur ungeordnet sind in Plasmpesinhre normale Konformation beibehalten. Um
eine Offnungwie sie hier in Endothiapepsin bleachtet wurde zu realisieren, ist
maoglicherweise notwendig, dass sich die beiden benachbatfdites mitbewegen.

Abbildung 332 Uberlagerung deFlap Regionen der Komplexstruktur von Endothiapepsin mit ST47
(rot), der gedffneten PlasmepsihStruktur 2IGY (griin), der geschlossenen Endothiap&esiaamidin
Komplexstruktur (weil3) sowider geschlossenen PlasmepBistruktur 1SME (blau). Links ist eine
Seitenansicht gezeigt wahrend das rechte Bild die Aufsicht wiedergibt.

Der Mechanismus deflapOffnung ist fir Endothiapepsin mangels einer Struktur mit
offener Flap nicht naher bekanntDie Erkenntnisse zuFlapOffnung bei anderen
pepsinahnlichen Aspartylproteasen lassen sich aber auf Endothiapepsin tbertragen
Hier spielt dasTyrosinin derFlapeine wichtige Rolle. Im geschlossenen Zustand bildet
es eine Wasserstoffbriicke zu Trp4fle bei der FlapOffnung aufgebrochen wird
Durch eine alternative Konforation des Tryptophans und dasegbewegen ds
Tyrosinsin derFlapkonnte sowohl bei Plasmepsdihals auch bei Renin eine zusatmic
FlapTasche beobachtet erden (vgl. dazu auch Kiggd 2.5).

In der hier vorgestellten Struktuwird durch die Offnung deFlap ebenfalls die
Wasserstoffbriicke von Tyr79 zu Trp42 aufgebrocheshidhd Tyr9 ungeordnet und
damit in der Struktur nicht sichtbar istinden sich fir Trp42 zwd{onformationen.
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Neben der dieFlapTasche verschlielienden Konformation findet sich eine zweite
Konformation welche die FlapTasche freigibt. Interessanterweise ister Indot
Stickstoff in der offenen Konformatiomnders als in Plasmepdinund Renindem
Protein zugewandt.In Endothiapepsin ist es diesem Stickstoff so mdglich eine
Wasserstoffbricke zu Aspl07 auszubilden. In Plasmépgird Renin finden sich an
dieser Stelle mit Isoleucin bz@lycin hydrphobe Aminosauren (Abbildung 3)33

Waéhrend in @&n Renin und Plasmepdin Strukturen dieFlapTasche durch den
Inhibitor besetzt wird, bleibt in der vorliegenden Extiapepsirstruktur diese Tasche
unbesetzt Die Tatsache, dass Trp42 trotzdem teilweismklappt, zeigt das bei
geotffneter Flapdie beidenKonformationen des Trypthophans energetisch sehr nahe

beieinander liegen.

Abbildung3.33 Die offenen Strukturen von Renin, Plasmepksimd Endothiapepsin im Vergleich.
Neben den Proteinketten i€@artoorDarstellung sind ausgewahlte Aminosauren dargestellt.
Plaamepsinll ist mit weilen (PDBoGe 2BJU), Renin mit blauen (PORI€30AD) und Endothiapepsin
mit roten Kohlenstoffatomen gezeigt. Die Beschriftung der Aminosauren bezieht sich auf die
Endothiapepsirstruktur.

Der Bindemodus von ST47

Wie erwartet bindet das Pywlidin Grundgeriist an die katalytiscliziadeindem der
Stickstoff den Platz zwischen den beiden Aspartaten einnimmt. Die Dockingldsung
sagte eine Adressierung der-222 ¢ A -Sasdhevotaus®™ Wahrend einer der beiden
Substituentenungeordnet vor der S20 1 ¢ ®Tagdchezid ligen kommt, bindet der
zweite Restiiberraschenderweise in der Shsche Die Flap verbleibt getffnet und
bietet somit dem Inhibitor den bendtigten Platz.

Die weit gedffiete Flap kann die Schwierigkeiten bei der Krisitation erklaren.
Abbildung 3.34zeigt die Packung der Protevioleklle im Kristall. Im zentralen blau
dargestelltenProteinmolekil sind die in der Kristallstruktur sichtbaren Anfange der
FlapRegion rot eingefarbt. Die umliegenden Proteinmolekile sind in verschiedenen
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braun-orange Ténen dargestellt. Obwohl di¢apRegion selbst keinen Kontakt zu den
benachbarten Molekilen ausbildet, ist es dennoch wahrscheinlich, dass die hohe
Flexibilitat dieesLoopsn Losung die Ausbildung der Kristallpackung erschwert.

Abbildung 3.34Kristallpackung der Komplexstruktur von ST47. Fir alle Proteinmolekdile ist die
I6sungsmittelzugéngliche Oberflactargestellt. Das zentrale blau dargesteMelekll istzusatzlich in
der CartoonbDarstellung gezeigt. Die letzten in der Struktur sichtbaren AminosaureRldpRegion
sind rot eingefarbt.

Eine Ubertragung des Bindemodus auf die anderen Inhibitoren dieser Serie ist
schwierig. Die einzigen polaren Interaktionéie ST47 mit dem Protein ausbildet, sind
die Wasserstoffbricken zu der katalytiscHeiade Der restliche Ligangeigt sichsehr
flexibel Dies zeigt sich dadurch, dadie Dichte der Seitenketten ist im Vergleich zu
dem zentralen Pyrrolidinring deuthcschlechte definiert ist, wodurch die B- Werte

der Ligandatome mit zunehmender Entfernung zufyrolidinring ansteigen(der
durchschnittiche BWert der Atome des Pyrrolidinrings liegt bei 12, der ddrch
schnittiche BWert der Atome der NaphtyleRirge bei 27) Allerdings ist es sehr
wahrscheinlich, dass auch die anderen Inhibitoren dieser Serie bei geoffRktper
binden. Der groRere vierfach substituierteigand AB111 hatunter Standard
kristallisationsbedingungzu keiner Kristallisation von Endothiapepsimgefihrt
Madglicherweise zwingt dieser Inhibitor das Protein in eine Konformation in der eine
Anordnung in der unter diesen Bedingungen entstehendé&mistallpackung nicht
mehr mdglich ist. Die Suche nadlternativen Kiistallisationsbedingurgn, in der
Endothiapepsin im Komplex mit AB111 kristallisiestirde somit eine Chance bieten
eine Kiristallstruktur mit weit geotffneteFlap zu erhalten. Eine solche Struktur ware
sehr wertvoll fur das Verstandnis der Flexibilitdt rdePepsirdhnlichen
Aspartylproteasen.
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Die Protonierung der katalytisch&nade

Die IT@essungen haben gezeigt, dass pél 4.7 wéahrend der Ligandbindung7O.
Protonen an das Losungsmittel abgegeben werden. Dieser Wert kann als die Abgabe
eines Protons an ab LOosungsmittel gedeutet werde®a der pK Wert der beiden
katalytischen Aspartate des Endothiapepsins nicht exakt bekannt ist, lasst sich keine
definitive Aussage Uber die theoretisch erwartete Anzahl an abgegebenen Protonen
treffen. Allerdings liegt e pky Wert der beiden katalytischen Aspartate vermutlich im
Bereich der optimalen Proteinaktivitat, dieit pH 4.5 angegeben wifd? An diesem
Punktliegen die deprotonierte und protonierte Form im Gleichgewicht, vevdurch

bei einem pH-Wert von 4.5eine Abgabe von 0.5 Protonen an das Losungsmittel zu
erwarten ware.

Der Ligand ist unter deexperimentellen Bedingungen (pH7) am Pywolidin-Stickstoff
protoniert. Die katalytisch®iadedes unkomplexierten Proteirsollite monoprotoniert
vorliegen Das agegebene Proton kann somit theoretisch sowohl vom Liganden als
auch von der katalytischeiade stammen. Da es unwahrscheinlich ist, dass der
Pyrrolidin-Stickstoff sein Proton abgiljtler pk, von Pyrrolidin in Wassetiegt bei 113),

kann davon ausgegangen werden, dass das Proton von der katalytifdiaele
stammt. Diese liegt somit bei der Ligandbindung deprotoniert vor. Dieses Ergebnis
bestétigt die Berechnungedie vonPaul Czodrowskiurchgefuhrt wurden.

Die weiteren thermodynamschen Parameter zeigen, dass die Bindung von ST47 an das
Protein stark entropisch getrieben ist. Von de2® kJ/mol die bei der Bindung frei
werden, stammen24 kJ/mol aus dem entropischen und ledigli&hkJ/mol aus dem
enthalpischen Anteil. Die Ulb@iegend entropische Bindung l&ssich anhand der
Kristallstruktur nachvollziehen. Lediglich derjdin-Sickstoff bildet eine gerichtete
Interaktion mit dem Protein aysvahrend der restliche Ligand sehr flexibel itich

die ungeordneteFlapRegion sowe die Verdrdngung der Wassermolekile in der
Bindetasche tragen zu einer erhéhten Entropie bei.

3.3.6 Zusammenfassung

Fur einendisubstituierten Pyrrolidin-basierten Inhibitor konnte die Kristallstruktur im
Komplex mit Endothiapepsirbestimmt werden. ST47bildet lediglich mit dem
Pyrolidinstickstoff eine polare Interaktion zu dem Protein aus. Der restliche Ligand ist
in der Bindetasche vergleichsweise flexibel. Uberrascbemeise bindet der Ligand

mit einem Substituentenim Bereich der STascheund verdéngt damit dieFlap aus

ihrer Podiion, die ebenso wie zwei angrenzende Helices in der Kristallstruktur
ungeordnetvorliegt Das Tryptophan, welches digap Tasche verschliel3t, ist in dieser
Struktur teilweise rotiert und gibt somit dielap Tasche frei.
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Bislang ist keine Kristallstruktur von Endothiapepsin mit gedffnEtap bekannt. In
der Proteindatenbank gtbes fur einigePepsinahnliche Aspartylprotease8trukturen
mit leicht getffneterFlap aber édiglich fur Renin und Plasmepsih sind bisher
Kristallstrukturen mit gedffneter FlapTasche verfugbar. Wahrend bei diesen
Strukturen diese Taschedurch einen Inhibitor besetzt wirdyerbleibt in der hier
beschriebenden Struktur dielapTascheunbesetztund dasdie Tasche verschliel3ende
Tryptophanfindet sich in zwei Positionen. Die beiden Positionen didsgptophans
sind demnach bei einmal geoéffnet&ilap energetisch seheng beieinander.Zudem
deuten diesichtbaren Bereiche defflap-Region eine andere als die von Riaepsin
bekannte Offnungsrichtun an. Somit liefert die ST47 Komplexstruktur einen
wertvollen Beitrag zum besseren Verstandnis d@moteinfexibilitat der Pepsin
ahnlichen Aspartylmteasen und Endothiapepsin inp&iellen.Eine moglichst genaue
Kenntnis Uber die Proteinflexibilitat istinsbesondere fiir die erfolgreiche
computergestiutzte Vorhersage von Bindeposem entscheidender Bedeutundlicht
selten fuhren unerwartete Konformationsanderungen aef Proteinseite zu falschen
Vorhersagen, wie auch das hier beschriebene Beispiel deroligyn-basierten
Inhibitoren zeigt.

Zudem konnten die Berechnungen vBaul Czodrowskivonach die katalytischBiade

bei der Ligandbindung deprotoniert vorliegt, mit Hilfe von ITC Messungen bestatigt
werden. Die Moglichkeit die Protonierung ed katalytischen Diade korrekt
vorherzusagen ist ein weiterer wichtiger Punkt fur die erfolgreiche Anwendung von
computergestitzten Designmethodeiie Aspartate weisen je nach Protonierungs
zustandandere Ejenschaften als Wasserstickbriick&onor oder-Akzeptor auf, was

fur diegebundenerLiganden entscheidend ist.
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3.4 Ritonavir und Saquinavir:

Der Bindemodus klassischer HPxbtease Intbitoren mit den
Pepsinahnlichen Aspartylproteasen

Dass die klassischen, Kliniseimgesetzten HAProteaselnhibitoren auch in der Lage
sind, die Pepsirahnliche Aspartylproteasen zaohibieren ist schon lange bekannt. Die
hier vorgestellten Strukturen von Endothiapepsin im Komplex mit Ritonavir und
Saquinavir sowie von SAP2 mit Ritonavir zeigen erstmals den Bindsntbeser
Inhibitoren mit einer Pepsirghnlichen Aspartylprotease. Dabei Uberrascht vor allem
der Bindemodus von Saquinavir, da hier die Adressierung der katalytifihdavon

dem klassischen Muster mit einer zwischen den Aspartaten gebunden Hydroxggrupp
abweicht.Damit, und auch durchen Vergleich der Ritonavir Komplexstrukeém, sind
diese Strukturen eim interessante Fallstudie, inwieweitine Ubertragbarkeit von
Bindungsmodi zwischen verschiedenen Proteirsen einfach angenommen werden
darf.

Die in diesem Kapitel vorgestellten Struktureind Bestandteileiner Publikation
(Behnen et alExperimental and Computational Active Site Mapping as a Starting Point
to Fragmentbased Lead Discover@hemMedChen20125°Y. Die hier beschriebenen
Strukiuren dienendort der Demonstration der Relevanz experimentell bestimmter
Bindungsmoden von BenzamindiDiese Thematik wird im Zusammenhang mit den
Benzamidin Komplexstrukturen Kapitel 3.5 diskutiert.

3.4.1 Einleitung

Die HIVProtease gehort zu der Fdiaiderretroviralen Aspartylproteasenils solche
ist das Proteinein Homodimer, d.h. es ist aus zwei identischen Untereinheiten
zusammengesetzt. Jede Untereinheit steuert ein Aspartat der katalytisoreteund
eine Halfte der Bindetasche bei. Im Gegeras zu den Pepsiahnlichen
Aspartylproteasen resultiert somit eine symmetrische Bindetasdkgbildung 3.35
zeigt die Faltung der HiRrotease und Endothiapesin im Verglei€he HIVProtease
ist ein wichtiges Enzym der -Miren. Die Protease spalteheu synthetisierte
Polypeptidkettenund Uberfihrt sie dmit in funktionstiichtige Virusmteine. Da ohne
die HIVProtease die HViren ncht vermehrungsfahig sind, isiesein interessantes und
ausgiebig erforschtes Zielprotein fur die Arzneistoffentwicklulgmentan befinden
sichzehnHI\tProtease Inhibitoren in der klinischen Anwendu&ghon seitangerem
ist bekannt, dass viele dieser HRhhibitoren auch die Pepsi@ihnlichen Aspartyl
proteasen hemmen. So wurde insbesondere die Inhibition dé-EB#ymeund damit
des Wachstuns von Candida albicansm Detail beschrieberund diskutiert!**2**8
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Zudem wurde eineHemmung des ReniAngiotensinSysems (bei einer Uberdosis)

wie auch eine Wachstumshemmung vdRlasmodium falciparunbeobachtet!**” 113

Damit bieen die klinisch eingesetzten Hlivhibitoren einen moéglichen Ausgangspunkt

fur die Entwicklung neuer Arzneistoffe gegen Candidose oder Malaria. Insbesondere
der Umstanddass eine Candidosé&aufig im Zusammenhang mit einer HRhfektion
auftritt bietet hier interessante Mdglichkeiten. TrotkesInteresss an diesemThema
wurde bis jetzt noch kesn Kristallstruktur einer pepséihnlichen Aspartylprotease im
Komplex mit einem der klinisch eingesetzten Ridtease Inhibitoren beschrieben.

Abbildung 3.35Die Faltung der HIV Protease (links) und Endothiapepsin (rechts) im Vegédzh.
ProteinesindalsCartoonumgeben von lhrer Oberflache dargestellt. Zur besseren Orientierung sind
zusatzlich die katalytischen Aspartate gezeigt. Im FalléltéProtease sind beide Monomere
verschieden eingefarbt. Zur Darstellung wurden die Strgaunit dem PDEode 2B60 sowie 10EW
(ohne die jeweiligen Liganden) verwend&t*”

Fur diese Arbeit wurden die Inhibitoren Ritonavir und Saquinavir ausgewédbaie D
beiden Substanzen z&hlen zu den ersten und damit bestuntetssieim HIVProtease
Inhibitoren und zeigen eine gute Afiiat gegenidber den pepsitnlichen
AspartylproteasenBackman et. al. bestimmten mittels SPRssungen die Affinitat
von Ritonavir, Saquinavir sowie anderen HRfotea® Inhibitoren gegentber der
SAR M Ritonavir erreichte einend€on 470 nM Saquinavir war mit 67N deutlich
schwacher. Im Rahmen dieser Arbeit wurdeneinem FluoreszeHrzasiertem Assay
die Affinitaten von Ritomar und Saquinavir gegen Endothiapepsin bestimfifr
Endothiapepsin waren beide Inhibitoren deutlich affiner, wobei auch Riemavir mit
einem Kvon 15nM affinerwar als Saquinavir mit 48M.

3.4.2 Bestimmung der Kristallstrukturen

Ritoravir und Saquinavir wurden zur Kogtallisation mit Endothiapesin und SAP2
angesetzt. Die Inhibitorkonzentration betrug jeweilsn®1. In allen Fallen wurden
Kristalle guter Qualitat erhalten. Vdandothiagpsin im Komplex mit RitonaviBAP2

im Komplex mit Ritonar und Endothiapepsin im Komplex mit Saquinavurde auf
diese Weise eine Kristallstruktarhalten. Von SAP2 im Komplex mit Saquinavir konnte
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leider keine Struktur bestimmt werderDie entsprechenden Kristalle hatten den
Inhibitor nicht gebunden. Mogligweise ist dies auf die geringe Affinitdt von
Saquinavir gegenuber der SAP2 zurtckzufihren. Im Folgenden werden die drei
erhaltenen Kristallstrukturen vorgestellit.

Endothiapepsin im Komplex mit Ritonavir

DerDatensatz von Endothiapepsin im Komplex miofavirwurde am SLS (Swiss Light
Source) mit einer Aufldsung von 1.Z8gesammelt.Die Differenzelektronendichte
zeigt deutlich den gebundenen Inhibitakigbildung 3.3%

Ritonavir

Abbildung 3.36: Links: Bindung voRitonaviran die katalytisch®iade In griin ist die
Differenzlektronerdichte mk,-DFR: bei 3.0 sigma wiedergegeben. Rechts: Strukturformel von Ritonavir.

Neben Ritonavir finden sich noch ein DMSO Molekil und ein \R&eékul in der
Bindetasche. Abbildung 3.3&igteinen Uberblick tiber alle Molekiile der Bindetasche
sowie den detaillierten Bindemodus von Ritonavir.

;g’ £

Thr223

Abbildung 3.37 Alle in der Bindetasche gebundenen Molekiile sowie der detaillierte Bindemodus von
Ritonavir.Die Abstéande der Wasserstoffbriickenbindungen sindlamgegeben.
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Wie erwartet bindet Ritonavir mit seiner Hydroxygruppe zwischen die beiden
katalytischen Asparti S® 5AS RNBA KERNBLIK206SY {SAGSYy]:
sowie SiTascheDie Thiazolgruppe ohne den Isoprogydzo & G A 1 dzZSy G Sy 1T SA 3 i
Tasche Die Thiazolgruppe amanderen Ende des Liganden liegt im Bindetasehen

bereich zwischen der S3ind S4Tasche An polaren Interaktionen bildet Ritonavir

insgesamt acht Wasserstoffbriickenbindungen zum Protein aus. Neben den beiden
Interaktionen der Hydroxygruppe zu den katalytischen Aspartaten bjédks der drei
amidahnlichen Funktionalitaten eine Intetédn sowohl zurFlapRegion als auch zu

dem Boden der Bindetasche aus. SomitdeinRitonavir analog den pep#dinlichen

Inhibitoren mit denen es auch strukturell verwandt Bie derS1/S2Seite des Proteins
zugewandte Carbonylfunktion bildet eine Wasseffbriicke zu Gly80 ddflapRegion,

der zugehorige Stickstoff bindet an Gly37. Die zentrale Amidfunktion interagiert mit

ihrer Carbonylgruppe mit dem Rickgrat von Asp81. Der Amidstickstoff bildet eine
Wasserstoffbricke zu Gly221. Die letzte Carbonylfonkbindet an Thr22a&m Boden

der Bindetaschewéahrend der zugehdrige Stickstoff an einen Carlksayerstoff von

Asp81 bindet. Br Isopropylsubstitueniam Thiazol liegt in der Kristallstruktur in zwei
Konfomationen vor die zu 35 und 65 % besetzt sindeBe Besetzungen korrelieren

mit der Besetzung des in der-$38schegefunden DMSO Molekiilfieses DMSO ist

lediglich zu 3%6 besetztt Die zu 6% vorliegende Konformation des
Isopropylsubstituenten kommt dem DMSO zu nahe, sodass bei Anwesenheit des
DMSGMolekils sich diesr Teil wegbewegt. Abbildung 3.28igt den Bindemodus des

DMSO Molekils sowie die beiden Konformationen des Isopropylsubstituenten im

Detail. Vor dem Bereich der SHascheist ein PE@ruchstiick gebunden. An dieser

Stelle wurde bereitsn der Komplexstruktur mit RB9&in PEG Bruchstick gefunden

(vgl. Kapitel 3.1).

Die Struktur wurde in der Proteindatenbank unter dem Code 3PRS hinterlegt.

Serll5
35% 6 P
35cy\‘ 2 [ Aspilo

= \¢65 %

Abbildung 3.3®as in der S¥ascheggebundene DMSO ist lediglich zu 35 % besetzt. In den Hallen,
denendas DMSO Molekil gebunden hat, ist der Isopropylsubstituent des Liganden weggedreht
(Kohlenstoffatome in hellbraun). In der zu 65 % besetzten Konformation (Kohlenstoffatonengedr
wirde der Ligand dem DMSO zu nahe kommen. Mit schwarzen gestrichelten Linien sind die
Interaktionen des DMSO Molekiils mit dem Protein dargestellt. Die rote gestrichelte Linie zeigt den
Abstand des DMSO Molekiils zu der Isopropylgruppe.
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SAP2 im Komplexit Ritonavir

Der Datensatz von SAP2 imnifdex mit Ritonavir wurde am SLS (Swiss Lightc®)
gesammelt und weist eine Auflésung von 1.A0auf. Abbildung 3.39%zeigt die
Differenzdichte Saquinavir ist klar in an die beiden katalytischen Aspartate gidrun

In Abbildung 3.40ist ein Uberblick Uber die Lage in der Bindetasche sowie der
detaillierte Bindemodus dargestellt

Ritonavir

Abbildung 3.39 Links: Bindung voRitonaviran die katalytisch®iade In grin ist die
Differenzlektronerdichte mk,-DF; bei 20 sigma wiedergegeben. Rechts: Strukturformel von Ritonavir.

32 N \ J
'o' / 2.9 ‘I‘ “
lo 3.1
Gly34\_ }Z 25 "N
T A ‘Gly220 \\
) : Thr222

Abbildung 3.40Uberblick tiber die Lage®n Ritonaviin der Bindetaschder SAP3owie der
detaillierte BindemodusDie Langemler Wasserstofforiickenbindungen sindimngegeben.

Der Bindemodus von Ritonavir in SAP2rigtdem in Endothiapepsinahezu identisch

Auch hier wird die katalytischeDiade Uber die Hydroxygruppe adressiert. Die
Taschenbesetzung gleicht ebenfalls der in Endothiapepsin gefundeXmalog zu
Endothiapepsin werden zu Gly34, Gly220 und Thr222 am Boden der Bindetasche
Wasserstoffbriicken ausgebildeAnders hingegen gestaltet sich die Adressierung der
FlapRegion. Die Gdonylgruppe auf der Seite dessubstituierten Trazolring bildet
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Uber ein Wasser vermtelt eine Interaktion zu Gly83 und befindet sich zudem im
Wasserstoffbriickenabstand zu Gly8&obei de Wechselwirkung zu Gly85 aufgrund
der mit 3.3 A eher langen Distanz und des ungiinstigen Winkels als eher schwach
einzuschatzenmst. Die zentrale Carbonylgruppe bildet ebenfallseeiWasserstoffbriicke

zu Gly85 welche aufgrund ihres Abstands (3.8) und Bindungswinkslgiinstiger
erscheint

Die Struktur wurde in der Preindatenbank unter dem Code 3QHRhterlegt.

Endothiapepsin im Komplex mit Saquinavir

Die letzte Struktur dieser Serie ist Endothiapepsin im KompléxSaguinavir. Dieser
Datensatz wurdeam BESSY in Berlin gesammelt und weist eine Aufldsung vor 1.22
auf. Die Diferenzlektronerdichte ist in Abbildung 3.4hezeigt. Das gebundene
Saquinaviist in der Differenzelektronendichte gut sichtbar

H
N o, 9 O“?-(N\|<
<j\/NJYN\=)LN N
6 £ " on H
H2N‘< H

[o]

Saquinavir
Asp35 4, =

Abbildung 3.41Links: Bindung voBaquinavian die katalytisch®iade In griin ist die Differenz
elektronerdichtemR,-DR; bei 3.0 sigma wiedergegeben. Rechts: Strukturformel von Saquinavir.

Abbildung 3.42Uberblick tiber die Lage von Saquinavir in Endothiapeasiie der Bindemodus im
Detail. Die Lange der Wasserstoffbriickemungenist in Aangegeben.
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Abbildung 3.4Zeigt die Lage von Saquinavir in der Bindetasche sowie den detaillierten
Bindemodus.Uberraschend ist, dass die Hydroxygruppe nicht analog zu Ritonavir
zwischen den beiden Aspartaten gebunden hat. Saquinavir adressiert die katalytische
Diade indem die Hydroxygruppe uber Asp35 zu liegen kommt und der tertiare
Stickstoff eine Interaktion zAsp219 ausbildet. Die weitere Taschenbesetzung ist dem
Bindemodus von Ritonavir ahnlick A S -, { m Ybwie SiTaschewerden von
hydrophoben Resten besetzt. Der Isoquinolinrest kommt in dem Bindetaschenbereich
zwischen der S3und S4Taschezu liegen ud bildet Gber zwei Wasserolekile
vermittelt eine Interaktion zu Tyr226. Die Carboxamidfunktionalitéat liegt vor der S2
Tasche Uber jeweils ein Wasser vermittelt bindet sie an Thr222 und Asp81. Im
Ruckgrat des Inhbitors finden sich drei Amidbindund2er Amidstickstoff neben der
Tertidrbutylgruppe bildet eine Wasserstoffbrickenbindung zu Gly37. Das zentrale
Amid interagiert mit seinem Carbonylsauerstoff mit Gly80 BipRegion wahrend

der zugehdrige Stickstoff eine Wasserstoffbriicke zu Gly221 auslilldséndstandige
Amid bildet mit seiner Carbonylgruppe eine Interaktion zu Thr223 aus.

Im Gegensatz zu der Komplexstrutur von Ritonavir in Endothiapepsin finden sich in
dieser Struktur neben Saquinavir keine weiteren Liganden in der Bindetasche.

Die Strukur wurde in der Proteindatenbank unter dem Code 3PWW hinterlegt.

Kristallographische Tabelle

Inhibitor Ritonavir Ritonavir Saquinavir
Protein EP SAP2 EP
PDB @de 3PRS 3Q70 3PWW
Datensammlung und Prozessierung
BESSY

Sammlungsort SLS SLS (BL 143
<[A] 1.000 1.000 0.91841
Raumgruppe P2 P22,2, P2
Einheitszellkonstanten

alA] 45.3 49.3 45.4

b [A] 72.7 65.5 73.0

c[A] 52.3 98.5 52.9

i wcé 108.9 109.7
AuflosungA] 40.01.38 30.01.40 30.01.22
Hochste Auflosungsschale (1.401.38) (1.421.40) (1.241.22)
Anzahl einzelner Reflexe 64937 (2597) 62389 (2678) 94163 (3980)
Ryym[%0]* 3.8 (16.8) 5.9 (34.7) 4.9 (33.2)
Vollstandigkei{%)]?® 98.3(79.5) 98.5(85.1) 97.4(83.1)
Redundan? 3.7 (3.0 4.2 (2.2) 2.3(1.9)
L " 31.8 (6.0) 22.6 (2.5) 16.7 (2.7)

Verfeinerung

Verwendetes Program SHELXL SHELXL PHENIX
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Anisotrop verfeinert Ja Nein Nein
LetzterRyee” 15.1 20.4 17.8
LetzterRuok” 11.8 17.5 16.2
Anzahl Wassenolekile 313 210 447
Ramachandran Diagramm
Bevorzugte Regiong(%o) 93.9 90.1 93.1
Erlaubte Regione(®b) 6.1 9.2 6.9
Erweiterte erlaubte Regiong®o) 0 0.3 0
Verbotene Regione(?o) 0 0.3 0
Durchschnittliche BVerte (&%)
Protein Atome 10.6 13.1 9.0
Wasser Molekile 24.8 20.9 21.1
Inhibitor 13.4 21.2 12.1
Andere Ligandeh 28.2 19.7 14.5
RMSD Bindungslanggf] 0.011 0.011 0.005
RMSD Bindungswinkgl 2.8 2.8 11

®Wert in Klammern bezieht sich auf die hochste Auflosseitse
® die angegebenen-R/erte beziehen sich jeweils auf die gesamten Daten
Pandere Liganden sind Glycerol, DMSO und PEG

Tabelle 3.13: Kstallographische Tabelle

In der SAPKomplexstruktur befindet sich GInll in der verbotenen Zone des
Ramachandran Plots. Diese Aminoséaure befindet sich an der Spitzekiaisgischen
1-Wendung und wurde auch schon in friheren Strukturen in dieser Geometrie

beschrieberi!® 124

3.4.3 Diskussion

Es konnten insgesamt drei Komplexstrukturen von -PHteaselnhibitoren mit
Endothiapepsin bzw. SAP2 erhalten werden. Ritonavir konnte erfolgreich mit beiden
Proteinen kristallisiert werden, wahrend von Saquinavir lediglich eine Krisi&tisr

mit Endothiapepsin gelang. Neben einem Vergleich der beiden Ritonavirstrukturen ist
auch insbesondere ein Vergleich der hier gefundenen Bindungsmodi mit den
Bindungsmodi in der HiFrotease interessant.

Vergleich der beiden Ritona8trukturen

Ritonavir nimmt in beiden Proteinen einemahezu identischen Bindemodus ein
(Abb.3.43. Wie schon im Abschnitt 3.4.2 diskutiert sind die zum Protein eingegangen
Wechselwirkungen vergleichbarinteressant ist, das Ritonavir trotz der fast
identischen Lage imler Bindetasche unterschiedliche Interaktionen FlapRegion
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ausbildet (Abb3.44) obwohl sich in beiden Proteinen hier die gleichen Aminosauren
finden.

<

Abbildung 3.43Uberlagerung der Bindemodi in Endothigpa und SAP2n hellblau ist die Oberflache
von Endothiapepsin gezeidpie Kohlenstoffe deEndothiapepsin Struktwsind rot (Aspartate) bzw.
rotbraun (Ligand) eingefarbt wahrend die Kohlenstoffe der SAP2 Struktur in weild (Aspartate) und grau
(Ligand) dargestelltisil.

Die Konformation deFlapRegion unterscheidet sich in beiden Proteinear minimal
Durchdie leicht andere Konformatioanterscheidensich allerdingglie Interaktionen
mit dem Liganden entscheider(gigl. Abb 3.44). So bildetder Stickstoff vorlyr79in
Endothiapepsin eine Interaktion mit der ées Carbonylgruppe des Liganden. In der
SAP2 ist diese Interaktioturch de Verschiebung deFlap abgeschwéachund wird
durch eine Uber ein Wasser vermittelte Interaktison Ritonavizu Gly83erganzt Der
Stickstoff von Tyr84 deéBAPJst zusatzlichn der Lageeine Waserstoffbriicke zu der
zentralen Carbonylgruppedes Ligandenauszubilden In Endothiapepsin hingegen
findet sich eine Interaktion dieser zentralen Carbonylgruppe mit GlyB@
Carboxygrppe desFlapAspartats bildet in Endothiapepsin eine Wasserstoffbriicke zu
Ritonavir welche durch die nach oben verschobene Position in SAP2 nicht mehr
maoglich ist.

Ser78, Tyr79 t§|y82

| o
8 2.9 . r

2.9 !
3 ':3.3&
EP

Abbildung 3.44Detailansicht der Interaktionen ztitapRegion.Die Kohlenstoffe der
Endothiapepsirsuktur sind rot eingeféarbt wahrend die Kohlenstoffe der SAP2 Struktur in weifd
dargestellt sindWassestoffbriickenbindungen sind im Falle der Endothiapepsinstruktur mit rot

gestrichelten Linien, im Falle der SABRtPuktur mit schwarz gestrichelten Linien wiedergegeligie
Abstande einiger Wasserstoffbriicken sindiangegeben.
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Als Ursache fur die verédndertélapKonformation lasst sich eine unterschiedliche
Adressierung deSXTascheausmachen (Abb. 3.45Wé&hrend in Endothiapepsin der
Phenylring zum Boden der Bindetasche zeigt, ist dieser in SAFFapgerichtet und
verdrdng das FlapAspartat aus seiner Position. Diese Position des Phenylrings
ermoglicht dem hinteren Teitles Ritonavirs die Besetzung der -$&sche Da das
Platzangebot der STaschédn beiden Proteinen vergleichbar ist, kann Gber die Griinde
dieser unterschiedlichen Ligandkonformaten lediglich spekuliert werden.
Moglicherweise wird in der SAP2 die bessere Besetzung d&asfBedurch eine
etwas schlechtere Adressierung delapRegion ermdglicht Den Ausschlag fur den
einen oder anderen Bindungsmodi kann sich aus einer Aufsummierung vieler kleiner
Unterschiede ergeben.

Asp Ser
81/86 { ., 83/88
;}A
'

@L% Phel16
-7 W lle119

/ ) Leul25
ASP33 &5 e 10123
lle30 ‘

Abbildung 3.45Detailansicht der STascheDie Kohlenstoffe deEndothiapepsirtsuktur sind rot
eingefarbtwéahrend die Kohlenstoffe der SAP2 Struktur in weil’ dargestellt imchesseren
Unterscheidung ist die Beschriftung der Aminosauren fur Endothiapepsin ebenfalls rot.

In diesem Zusamenhang ist interessant, dass die Adressierungrdi@p-Region in der
EndothiapepsirSaquinavir Komplexstruktur mder in der SAPZRitonavir Struktur
gefundenen vergleichbaist. Der Phenylring der die SiTaschebesetzt ist hier
ebenfalls zurFlapRegion hin orientiert und verdrangt daSlapAspartat aus seiner
Position.Auch die daraus resultierendeeranderte Interaktion mit dem Liganden ist
ahnlich. Diese Beobachtung spricht dafur, dass deiS#P2 gefundene Binawdus
von Ritonavir prinzipiell aln in Endothiapepsin moglich ist

Vergleich mit de Bindemodi in der HiNrotease

Die Strukturen von Ritonavir und Saquinavir im Komplex mit defPrbtéase sind
beide in der Proteindatenbank verfigband in Ablidung 3.46im Vergleich zu den
hier diskutierten Endothiapepsinstrukturen dargestellt.
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HI-
Protease

EP

Ritonavir Saquinavir

Abbildung 3.46Die Bindemodi von Ritonavir und SaquinawiKomplex mitder HI\\Protease und
Endothiapepsin im Vergleich. In der oberen Zeile ist der Bindemodus in den beidPnoti¥se
Strukturen dargestellt, in der unteren die der dazugehérigen Endothiapeisitkturen. Links ist jeweils
die RitonavifStruktur rechts diesaquinavisStruktur gezeigt. Fur die Erstellung der Bilder aeur die
Strukturen mit dem PDBode 30XC (HiFrotease im Komplex mit Saquinavir) und THXW-Ritiease
im Komplex mit Ritonavir) verwendB*#2

Beim Vergleich der verschiedenen Bindemladsen sich in der Adressierung ddap
sowie der Adressierung der katalytischddiade zwei prinzipielle Unterschiede
ausmachendie hier genauer diskutiert werden sollen.

Die uwnterschiedliche Adressierung deFlapRegion ist beim Betrachten der
Bindungsmodi der auffalligste Unterschiafahrend die Inhibitoren in Endothiapepsin
direkte Wechselwirkungenur Flapausbilden, sind, aufgrund eines grol3eren Abstands
zwischen der katalytischeiade und der FlapRegion, in der HIAProtease die
Interaktionen Uber ein Wasser vermitteltEin analoges Verhalten ist bereits fur
Pepstatin bekannt. Auch hier findet sich in der {RPdtease ein Uber Wasser
vermittelter Kontakt zur FlapRegion wahrend in den Pepsihnlichen
Aspartylproteasen diese Region direktressiert wird**?

Uberraschend ist dianterschiedliche Adressierung der katalytisclizindeder beiden
SaquinavirstrukturenWahrend in der HINProtease die Hydroxygruppe zwischen den
beiden Aspartaten zu liegen kommt, adressiert in Endothiapepsin diese Gruppe Asp35
von oben wahrend das zweite Aspartat eine Wechselwirkung zu dem tertiaren
Sticksoff des Decahydrochinolines auklet. Die Frage weshalb Saquinavirfur
Endothiapepsin eine andere Adressierung der katalytisdb&we wéhlt als mit der
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HI\(Protease lasst sich allerdings anhanderdStrukturen nicht beantwortenDieses
ungewohnliche Muster zur Adressung der katalytischeDiade ist, mit einem
sekundéaren anstelle dekier beschriebenenertiaren Stickstoffs, bereits auf der-
Seketase beobachtet wordeff?

3.4.4 Zusammenfassung

In dieser Arbeit wurde erstmals die Bindungsmodweier klinisch angewalter HV-
Protease Inhibitoren flrpepsirahnliche Aspartylproteasen beschriebenDie drei
erhaltenen Komplexstrukturen von Ritonavinit SAP2 sowie Endothiapepsin und
Saquinavir mit Endothiapepsin bieten damit die Grundlage fir ein besseres
Verstandnis ded/erhaltens der Inhibitoreritr diese Proteinfamilie. Dartber hinaus
sind de Strukturenein interessantes Beispiel zur Ubertragbarkeit von Bindemodi auf
andere Proteine.

Ein Vergleich der beiden Ritonavir Strukturen zeigt einen prinzipiell identischen
Bindungsmodus wobei siatennoch insbesondere in der Adressierung Biexp-Region
Unterschiede ergeben. Besonders interessantdass schon eine kleine Verschiebung
der Flapzu einer in wesentlichen Punkten anderen Interaktion mit dem Inhibitor fuhrt
Diese Beobachtung unterstreicht nochmals wie wichtig es ist, die Flexibilit&laler
Regioninsbesonderebei computergestitzten Bindungsmedorhersagen adaquat zu
bertcksichtigen.

Bei der Struktur von Endothiapepsin im Komplex mit Saquinavir fallt eine
ungewohnliche Adressierung der katalytischBiade auf. Entgegen der Erwartung
bindet die Hydroxygruppe nicht zwischen den beiden Kkatalytischen Aspartaten
sondern ist auf Asp35 ausgerichtet, wahrend das andere Aspartat eine
Wechselwirkung zum tertiaren igkstoff des Liganden ausbildet. Dieses Beispiel zeigt
eindrucksvoll, dass selbst bei einem so bekannten Interaktionsmuster wie der zwischen
die Aspartate platzierten Hydroxygruppe eine einfache Ubertragung des Bindemodus
nicht immer maoglich ist.
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3.5 Berzamidin und Inhibitoren mit einer zentralen Hydrazidfunktion

Einstieg in dagdgmentbasierte Wirkstoffdesign

Dieses sowie das darauffolgende Kapitel beschaftigen sich mit dem fragmentbasierten
Wirkstoffdesignfir AspartylproteasenDie in diesem Kapitelorgestellten Strukturen
demonstrieren, dass egrinzipiell mdglich ist, Komplexstrukturen von kleinen,
schwachbindenden Liganden sowofir Endothiapepsi wie auch der SAP2 zu
erhalten und diese Strukturen in der Lage sinelevante Interaktionspunkten diesen
Proteinen aufzuzeigen. Die hier gewonnen Erfahrungen dienen als Grundlage fir das in
Kapitel 3.6 vorgestellte Durchmustern einer kompletten Fragmentbibliothek.

Die in diesem Kapitel vorgestellten Strukturen von Endothiapepsicdc SAP2im
Komplex mitBenzamidirsind Bestandteil einer Publikation (Behnen ettdperimental
Active Site Mapping as a Starting Poind tFragmentbased Lead Discovery
ChemMedChem 2013[109]. In dieser Veroffentlichung wird die experimentelle
Ausleuchtung von Bindetaschen mit Hilfe von Sondenmolekilen mit
computergestutzten Methoden verglichen. Um die Relevanz der experimentell
bestimmten Hotspots zu bestimmen, wurden die Bindemoden der Sonden denen von
hochaffinen Ligandegegenubergestellt

3.5.1 Einleitung

In den vorherigen Kapiteln wurden Komplexstrukturen von verhaltnisméRig grof3en
und gut bindenden Ligandemwelche bereits fur eine Inhibition der Aspartylproteasen
synthetisiert und optimiert wurdeyvorgestellt. Um erfolgreich einrkgmentbasiertes
Wirkgoffdesign durchzufiihrenist es hingegen notwendigKristallstrukturen von
kleinen, schwach bindenden und noch nicht optimierten Liganden zu erhaftisn.
Modellsystem fiir die i -Seketase wurden mit Endothiapepsin bereits von
Geschwindner et al. erfolgreh ProteinFragmentkomplexstrukturen erhaltel® Um

zu Uberprufenob diesauchmit unserenProtokollengelingt wurden exemplarisch die
Kristallstrukturenmit zwei Fragmenten bestimmt.

Dazu wurden zum einenlie fur das Fragmentprojekt auf der PKA entwickelten
Inhibitoren mit einer zentralen Hydrazdanktion ausgewahlt. Mit einem
Molekulargewicht um 30@/mol gehdren diese Inhibitorereu den eher grél3eren
Fragmenten Obwohl diese Verbindungen keitypisches zur Adressierung der
katalytischen Aspaste genutztes Motivaufweisen, zeigen einige Vertreter dieser
Serie eine gute Inhibition von Endothiapepsin
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Als zweites Fragment wurde das sehr kleine Benzamidin ausgewdiblteinem
Molekulargewicht von lediglici20 g/mol befindet es sich im Grenzbereich zu den
Sondenmolekilen und zeigt lediglich eine schwache Inhibition von EndothiapEfsin.
Thrombin ist Benzamidin die klassische Gruppe zur Adressietesgspartates in der
SitTaschd'® Dass eine Amidingppe zur Adressierung der katalytischBiadeder
Aspartylproteasen verwendet werden karist fiir diel -Seketase bereits bekanri?

Somit wurde zum einen ein verhaltnismafig grof3es und affines Fragmestwiter
abschatzbarenBindungsmodus und zum anderen ein kleines niedrig affines Molekdl
mit einer bekannten, zur Adressierung der katalytischen Aspartate geeigneten, Gruppe
ausgewahltDiese beiden Verbindungegignen sich um nachzuweisewb sowohlvon

sehr klein@ Molekilen wie auch von Fragmentea mit einem ungewdhnlichen
Bindemoduserfolgreich Komplexstrukturearhalten werden kénnen

Die fur verschiedene Inhibiten mit einer zentralen Hydrazgnuppe fur
Endothiapepsirbestimmten KWerte sind in Tabelle 3.1dargestellt. Da SB217 mit
einem Kvon 6 uM die beste Affinitdt aufweist wurde diese Verbindung fir die
kristallographischen Experimente ausgewahlt.

Fur Benzamidin konnte selbst bei hohen Ligandkonzentrationen keine Vollinhibition
von Endothiapepsierreicht weden. Sonit wurde lediglich die prozentualhibition

bei 1mM bestimmt. Benzamidin erreicht bei dieser Konzentration einéoig@
Inhibition von Endothiapepsin.

NH; |, ‘ f OH
SB217 Nwa 6 UM | SB202 fﬁl >500 UM
NHZH ‘ H"N/ ‘
SB190 ) 9uM | SB67 Q/T ] | ~500uM
© OH O\ ©
SB218 " 170 M| SBA47 m ~500uM
I /@OH O\ OH
NH, OH
SB219 "z 48 UM
(0]
OH

Tabelle3.14 K Werte einige Inhibitoren mit einem Hydrazarundgeristiir Endothiapepsin.
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3.5.2 Bestimmung der Komplexstrukturemit Endothiapepsin

Benzamidin und SB217 uwden beide mit Endothiapepsin okristallisiert. Fur
Benzamidin konnteufgrund seiner guten Loslichkeit eine Konzetivra von 20mM
wahrend der Kkristallisation und 10nM bei dem anschlieRendeSoking erreicht
werden. Von SB217 konnten lediglich 2mM bzwn eingesetzt werden. Die so
erhaltenen Kristalle wurden ar@yndirotron vermessen undlabeikonnten mit 1.50A
fur den BenzamidiKomplex und 1.3% fir den SB21-Komplex gute Auflésungen
erzielt werden

Endothiapepsin im Komplex mit SB217

Die erhaltene Differerelektronerdichte zeigt Uberraschenderweise zwei in der
Bindetaschegebundene Molekile (Abbildung 3.1 AVahrend ein Molekul vollstandig

zu erkennen istpricht die Dichte furdas zveite Molekll nach dem Kohlenstoff der
Carbonylgruppe ab. Das restliche Molekll istmziBolvent hin orientiert und
ungeordnet. Dass es sich bei dem zweiten Molekil um ein Bruchstiick dbgairsh
handelt ist auRerst unwahrscheinlich, da es sich bei der Abbruchstelle nicht um eine
chemisch labileSpaltstelle hadelt. Fir sich im umgebenderSolvent befindliche
Molekdilteile ist, aufgrund fehlender Proteinkontakfesine sehr hohe Flexibilitatind

somit Streuung Uber zahlreiche Anordnungen zu erwarten, die zu keiner eindeutigen
Bestimmung einer Differenzelektronendichte fihren

SB217

Abbildung 3.47 Links: Bindunger beiden Molekiile SB2&h die katalytisch®iade In griin ist die
Differenzlektronerdichte mk,-DR; bei 2.0 sigma wiedergegeben. Rechts: Strukturformel von SB217.

Der detaillierte Bhdemodus ist in Abbildung 3.4fargestellt. Das vollstandig sichtbare
Molekul bindet mit dem Amidstickstoff der Hydrazonfunktion an das katalytische
Wasser welches die Interaktion zu den beiden Aspartaten vermittelt. Die
Naphtholgruppe besetzt die SZaschewéahrend der Phenylring den Raum in der S1
Taschebeansprucht. Zu defflapRegion werden drei Wasserstoffbriicken ausgebildet.
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Die Wechselwirkungen zu den Ruckgratstickstoffen von Gly80 und Asp81, die von dem
zweiten Stickstoff der Hydrazonfunktion sewder Carbonylgruppe ausgebildetet
werden, liegen mit 2.98 und 3.0A im Bereich einer guten Wasserstoffbriicke. Die
dritte Interaktion des primaren Amins an die Carbgxyppe von Asp81 ist hingegen

mit 3.3A deutlich schwécher.

Gly8o

7 Asp81
: L]
9 B0

284, ©.30

i 30 )
a K ot

ASp32\V S\ Asp219

Abbildung 3.48Uberblick tiber die Lage in der Bindetasche sowie der detaillierte Bindemodus von
SB217. Die Langen der Wasserstoffbriickenbindungen skdrgegeben.

Das zweiteMolekil bindet ebenfalls an e@s der beiden katalytischen Aspartatdit

der Hydroxygruppe des Naphtholrestwird eire Wasserstoffbriicke zu dem &ulR3eren

{I dZSNBROG2FF @2y ! &dllop | dzaadSoAf RSsbwie SNI NB A
Tascheaund ist zumSolvent hin orientiert.

Diese Struktur wurde in der Proteindatenbank unter den Code 3T7P hinterlegt.

Endothiapepsin im Komplex mit Benzamidin

Auch hier finda sich in der Bindetasche zwei Mkiile des Inhibitors. Wahrend s

der Benzamidine an die beideAspartate bindetbefindet sich dasweite in der S1
Tasche(Abbildung 3.4% Das an die katalytischBiadebindende Molekul istan diese

mit insgesamt drei Wasserstoffbriickenbindungen gebunden. Wahrend der eine
Amidinstickstoff die zentrale Position dkatalytischen Wassers einnimmt, bindet der
zweite Amidinstickstoff an den auf3eren Sauerstoff von Asp®8l interagiert
gleichzeitig Uber ein Wasser vermittelt mit Ser78 delapRegion Unter den
experimentellen Bedingungen liegt das Benzamdin protoniert und damit positiv
geladen vorSomit kanrzu de negativ geladenekatalytischenDiadezusatzlicheeine
ionische Binduncausgebildet werden5 SNJ K@ RNR LIK206S . Syt ef NBad
Tasche

Daszweite Benzamidin baet in der SiTaschemit einem seiner Stickstoffe an das
FlapAspartat (Asp81) sowie den Hydroxysauerstoff von Serl15. Der zweite Stickstoff
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geht eine Interaktion zu dem Carbonylsauerstoff von Serl1l5 sowie Uber ein Wasser
vemittelt zu Asp119 ein.

Neben den beiden Benzamidinen ist zusatzlich ein MolekBO in deBindetasche
gebunden. Die Sulfghgruppe ist dabei in ein weitreichendes Wassernetzwerk der
Bindetasche eingebunden (Abbildung 3)49 Dieses Wassernetzwerk iston
besonderem Interesse, da in den meisten KomplexstruktuiesedBereich untehalb
der FlapRegionvon den Inhibitoren besetzund somitdie dort vohandenen Wasser
verdrangtwerden Das Netzwerk verbindet Asp35 der katalytisctigiade mit Gly80
der FlapRegion sowie Gly221 und Thr222 am Boden der Bindetasche.

_¢§
Ser78‘y Aspsi
32.9
: T.'o - ] .
"ﬁ-é‘,_"? Asp119 Benzamidin
(" YN Asp3s
¢ “=Asp219

Abbildung 3.49 Bindungsmoduson Benzamidin in Endothiapepsin, Ubersicht uber die Position aller
Liganden in der Bindetasche sowie die Strukturformel von Benzamidin. Im ersten Bild istdinegriin
Differenzlektronerdichte mk,-DFR; bei 2.0 sigma dargestellt sowile Langen der
Wasserstdbriickenbindungen ik angegeben.

Cy5255\#\7g\§;>'
; 3.0

.

’12.7 ,: = Y )
‘3.0

Abbildung 3.50Links: Das DMSO in der Bindetasche ist in ein weitreichendes Wassernetzwerk
eingebunden. Rechts: Bindemodus eines weiteren Benzamidins an der Oberflache des Proteins

An der Oberflache des Proteins befindgth zusétzlich noch eirrittes Benzamidin
(Abbildung 3.50echtg). Dieses Benzamidin bildet Wasserstoffbriicken zu Cys255 und
Asp279 sowie einem Wassermolekll des umgegebenden SolvenBiasss Wasser
steht in Kontakt mit einem weiteren dem Solvens augedten Wassermolekll ohne
jedoch in ein groReres Wassernetzwerk ottedie Kristallpackung involviert zu sein.
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3.5.3 Bestimmung der Benzamid®AP2 Komplexstruktur

Endothiapepsin dient in dieser Studie lediglich algeaheines Modéprotein fir die
pepsndhnlichen Aspartylproteasen. Um zu Uberprifennwieweit der fur
Endothiapepsin gefundene Bindungsmodus auf andere Proteine dieser Familie
Ubertragbar ist, wurde nachdem die Komplexstruktur von Benzamidin und
Endothiapepsin erfolgreich smmt war, zusadzlich noch die Komplexstruktur von
Benzamidinim Komplex mitSAP2 aufgenommerkcin SAPXristallwurde dazuzwei

Tage einer Losung mit 106hM Benzamidin awgesetzt und anschlielend am
Synchrotronvermessen. Dieser Datensatz erreichte ebenfalls eine guté&sung von
1.32A

Auch in SAP2 konnten zwei Benzamidine in der Bindetasche identifiziert werden.
Uberraschenderweise findet sictort zusatzlichnoch ein Molekul SMPD (4S2-
Methyl-2,4-Pentandio) (Abbildung 3.5L Racemisches MPD war zu 40% in der
verwendeten Losung enthalterbas an die katalytischBiade bindende Benzamidin
bildet dieselben Wechselwirkungen wie in Endothiapepsin aus. Der hydrophobe
.Syl 8f NA Y3 -Tta&Be@brénd dieRdnBingfupp® zwischen den Aspartaten
zu liegen kommtEiner der beiden Stickstoffe nimmt die Position des katalytischen
Wasses ein und bildet sowohl zu Asp218 als auch zu Asp32 eine Wasserstoffbriicke
aus. Der zweite Stickstoff adressiert sowohl den &ufReren Sauerstoff von Asp32 wie
auch Uber ein Wasser verrtett den Carbonylsauerstoff von Gly83 ddapRegion.

Das zweite Benzamidin befindet sich im Gegensatz zu Endothiapepsin nicht in der S1
sondern in der SZasche in direkter Nachbarschaft zu dem ersten Benzaniim.
Amidinsauerstoff bildet zu dem Canpgsauerstoff von Gly220 sowie zu dem
Hydroxysauerstoff von Thr221 eine Wechselwirkung aus. Der zweite Stickstoff
adressiert die Carboxygruppe dedlapAspartas und interagiert mit einer der
Hydroxygruppen des MPD Molekiilgelches mit seinen hydrophobeBestandteilen

die SI-Taschébesetzt (Abbildung 3.52

Benzamldm

Abbildung 3.51Links: Die drei in der Bindetasche gebundenen Ligardegriin ist die Differenzdichte
mF,-DF; bei 2.0 sigma wiedergegeben. Rechts: Strukturformeln von Benzamidin und2viikidhyl-2,4-
Pentandio). MPD wurde als Racemat eingesetzt. In Berdetasche findet sich daskBnfigurierte
Molekl.
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Abbildung 3.52Uberblick tiber die Lage der Liganden in der Bindetasche sowie deren detaillierter
BindemodusDie Langen der Wasserstofforiickenbindungen sinflangegeben.

Kristallographische Tabelle

Inhibitor Benzamidin SB217 Benzamidin
Protein EP EP SAP2
PDB Gde 3PCZ 3T7P 3PVK
Datensammlung und Prozessierung
Sammlungsort SLS SLS SLS
< ) 6 1.000 1.000 1.000
Raumgruppe P2 P2 P2
Einheitszellkonstanten

a[A] 455 45.4 49.4

b [A] 72.8 73.1 63.6

c[A] 52.6 52.9 98.4

i wcé 109.9 109.6 49.4
AuflésungA] 40.01.50  40-1.35 40.01.27
Hoéchste Auflésungsschale 1.531.50 1.37-1.35 1.291.27
Anzahl einzelner Reflexe 51272 70171 79920
Rym[%0] 8.0(49.2) 45(17.8 7.1 (41.8)
Vollstandigkei{%]® 98.5 (87.8) 98.4(816) 97.0(82.7)
Redundan? 3.6 (2.8) 3.6 (2.3 6.8 (3.7)
L& 15.5(2.4) 27.3(5.} 26.2 (2.9)
Verfeinerung
VerwendeteProgramm SHELXL PHENIX PHENIX
Anisotropverfeinert Ja Nein Nein
LetzterRyee” 18.2 16.9 18.4
LetzterRyon” 12.9 15.3 16.8
Anzahl Wassenolekiile 239 425 332
Ramachandran Diagramm

Bevorzugte Regiondio) 93.9 93.9 89.7

Erlaubte Regione(?o) 6.1 6.1 9.3

Erweiterte erlaubte Regiong®o) 0 0 0.7

Verbotene Regione(?o) 0 0 0.3
Durchschnittliche BVerte (K)

Protein Atome 14.1 9.2 11.1
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Wassernolekiile 27.3 22.2 22.7

Inhibitor 18.5 25.9 17.8

Andere Ligandeh 20.2 26.6 16.8
RMSIBindungslangefh] 0.010 0.005 0.007
RMSD Bindungswinkgl 2.1 11 1.1

®Wert in Klammern bezieht sich auf die hochste Auflosseitse

® die angegebenen-R/erte beziehen sich jeweils auf die gesamten Daten
“andere Liganden sind Glycetsid/oder DMSQ(im Falle der EP Strukturen)
und Zink und Imidazol im Falle der SAMPD wurde als Inhibitor bertucksichtig

Tabelle 3.15: Kstallographische Tabelle

In der SAPKomplexstruktur befindet sich GInll in der verbotenen Zone des
Ramachandran Plots. Diese Aminosaure befindet sich an der Spitze einer klassischen
Wendung und wurde auch schon in friheren Strukturen in dieser Geometrie
beschriebert*® 22

3.5.4 Diskussion

Die drei hier vorgestellten Komplexstrukturbeweisen dass mit Endothiapepsin auch
kleine Molekile mit niedriger Affinitat erfolgreich kristallisiert werden kodnnen.
Dartber hinaus bieten die Strukturen interessante Ausgangspunkte fur ein
fragmentbasiertes Wirkstoffdesign. Im Folgenden sollen die Struktumendiesem
Hintergrund genauer diskutiert werden.

Die Komplexstruktur von SB217

Die Struktur von Endothiapepsin im Komplewit SB217 zeigt erstmals den
Bindemoduseines Hydrazammit einer pepsidhnlichen AspartylproteaseVahrend

die meisten Aspartylproteaseinhibitoren direkt an die katalytischen Aspartate binden,
findet sich hier eine Uber das katalytische Wasser vermittelte Interaktion. Das
Interesse an dieser Substanzklasse zedit isi der erst kiirzlich verodffentlichten Arbeit
von McKay et al die unter anderem verschiedendélydrazoe als wirksame
PhasmepsiAlnhibitoren vorstellerd**

Anhand derKomplexstruktur von SB21Bieten sichvielfaltige Moglichkeiten den
Liganden an Endbiapepsin anzupassen und somit die Affinitat veeitu steigern. In
Abbildung 3.53sind verschiedene Modifikationen vorgestellt die im Rahmen eines
fragmentbasiertem Wirkstoffdesigns ausprobiert werden konnten. Bixbildungen
wurdenohne anschlieBende Ergieminimierungdurch Modifikation des Liganden mit
dem Programm Pymol erzeugtund dienen lediglich der Veranschaulichung der
verschiedenenmAnsatze Eine Hydroxygruppe in der Metaposition des Phenylrings in
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der SiTaschekonnte eine Wechselwirkung zu S&&usbilden. Ein Pyridinstickstoff in
der Qthoposition desselben Phenyrings ist moglicherweise in der Lage mit Asp81 eine
Wasserstoffbricke einzugeheAuch der Naphtholrest in der $Paschebietet eine
interessanteMdglichkeit zur Optimierung. Skonnte eine zusatzliche Amincoder
Hydroxyfunktion eine Wechselwirkung zu dem Carbonylsauerstoff von Leul33
ausbilden.Eine Erweiterung des Liganden um einen zusatzlichebstituentenist
ebenfalls méglich. So kdnnte afie Position der Aminogruppe ein grol3erRest
welcher die SZasche adressiert angefiigt werden. Ein Stickstoffiber eine
Methylengruppe vom urspringlichen Grundgerist getrenmiietet hierbei die
Moglichkeiteine Interaktion zu der Hydroxygruppe von Thr222 eingehen.

g ' L
\NHZ v '
\N7\‘/ ‘ X / Bindemodus von
X N : ; /'T SB217
maogliche
\ Modifikationen

Abbildung 3.53Der Bindemodus von SB217 sowie sich daraus ergebende mdégliche Modifikationen des
LigandenLinks ist die chemische Formel despriinglichen Liganden (schwarze Schrift) mit den
vorgeschlagenen Modifikationen (rote Schrift) dargestellt.

Die Struktur von SB217 im Komplex mit Endothiapepsin bietet somit eine
vielversprechende Grundlagem dieses Grundgerustizinem potenteninhibitor fur
pepsirdhnliche Aspartylproteasen auszubauen.

Die beiden Benzamidi®trukturen

Als sehr kleines Molekll mit einem Molekulargewicht von lediglich gI2®l ist
Benzamidin gedgnet, um bevorzugte Bindepositionennnerhalb eines Proteins
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aufzuzegen und kann swmit auch als Sonde bezeichnet werdéfm die Relevanz der

so gefundenen Bindestellen zu belegen ist es besonders interessaneweit die
gefundenen Positionen tatséchliche in grof3eren, hochaffinen Liganden aufgegriffen
werden. Esbietet sch an die beiden Benzamidomplexstrukturen mit den
Komplexstrukturen der im letzten Kagli vorgestellten HI\Proteaselnhibitoren zu
vergleichen.Abbildung 3.54zeigt Uberlagerungen der Ritonav{\) und Saquinavir

(B) Strukturenvon EP mit der Beramnidin Strukturvon Endothiapepsin, der Ritonavir
Struktur der SAP2 mit der Benzamidin Strukton SAPZC)sowie die Uberlagerung an

der katalytischerDiadealler drei Endothiapepsin StrukturébD).

Abbildung 3.54Uberlagerungen der Benzamidikomplexstrukturen mit deentsprechenden
Komplexen von EP und Sap2 mit Ritonavir bzw. SaquiBéaidargestellterProteinderflachen (blau:
EP, orangeSAP2peziehen sich jeweils adfe Ritonavir bzw. Saquinawomplestruktur. A:
Uberlagerung der SaquinaxP Komplexstruktur (Kohlenstoffatome weiR) mit der Benzanriéin
Komplexstruktur (Kohlestoffatome rofg: Uberlagerung der RitonaviiP Komplexstruktur
(Kohlenstoffatome weilR) mit der BenzamidiirKomplexstruktur (Kidenstoffatome rot) C
Uberlagerung der RitonavBAP2 Komplexstruktur (Kohlenstoffatome weiRR) mit der BenzarBidin2
Komplexstruktur (Kohlenstoffatome rof: Uberlagerung der BenzamidiiP Komplexstruktur
(Kohlenstoffatome rot) mit der RitonavigP Kmplexstruktur (Kohlenstoffatome weil3) und der
SaquinaiwEP Komplexstruktur (Kohlenstoffatome griin)

Der Vergleich der Strulten zeigt dass die Benzamidie jeweils an den gleichen
Stellen zu liegen kommenwie die hydrophoben Substituenten der Inhibitoren.
Saquinavir besetzt in Endothiapepsin die- $12 6 A S -RakscBe mif miiém
hydrophoben Restwas mit denbeiden Benzamidinendie mit ihrem hydrophoben
Phenylringebenfalls dort Imden gut tbereinstimmt (Abl3.54 A). Ritonavir besetzt
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neben der S1dzy R -Téssh#auch die SZaschemit einem hydrophoben Rest.
Wiahrend in Endothiapepsin die Sdzy’ R -Téasmhévon den Benzamidinmolekiilen
besetzt sind, kommen die Benzamidine in SAP2 in daurfilS2Taschezu legen (Alb
3.54B,C). Somit finden sich auch im Falle von Ritonkeimydrophoben Substituenten

an den durch die Benzamidine ausgezeichnenten Positionen. Neben dem Vergleich der
hydrophoben Anteilast auch die Adressierung der katalytiscHeiadevon Interesse.

Eine Uberlagerung aller drei Endothiapepsin Strukturen (EP im Komplex mit Ritonavir,
Saquinavirund Benzamidin, Abb. 3.5D) zeigt das die beiden Stickstoffe der
Amidingruppe an denselben Positionen zu liegen kommree die Sauerstoffe der
Hydroxygruppen der beiden grofReren liditoren. Wahrend die Hydroxygruppe von
Ritonavir deckungsgleich mit desrsten Amidinstickstoff an der zentralen Position
zwischen den beiden Aspartatenu liegenkommt, adressiert die Hydroxygruppe des
Saquinavirebensowie der zweite Amidinstickstotfen auf3eren Sauerstoff von Asp35.
Somit sind die Interaktionerdie Benzamidin eingehioffensichtlich auch fir groliere

und affinere Liganden relevant.

Werden die beiden Benzamidinstrukturen direkt gegenibergestellt, stath siie

Frage weshalb das zweite Benzamidin in SAP2 verglichen mit Endothiapepsin eine
andere Position einnimmtobwohl die lokale Umgebungler Bindestellenn beiden
Proteinenprinzipiellvergleichbar istEin relevanter Unterschied der beiden Strukturen

ist das MPD Molekiilvelchesin SAP2 im Bereich der-$asche gebunden hat. Es ist
denkbar, dass die Anwesenheit des MPD den in der SAP2 gefundenen Bindungsmodus
begunstigt. Da aber auch kleine auf den ersBlick unbedeutende Unterschiede den
Ausschlag fir die eine oder andere Bindeposition geben kéréest sich diese Frage

ohne weitere Untersuchungen nicht beantworten.

3.5.5 Zusammenfassung

Anhandzweier FragmenteSB217 und Benzamidkonnte demonstiert werden, dass
sowohl mit Endothiapepsin wie auamit SAP2 erfolgreich-ragmentekristallisiert
werden kdnnenDa Fragmente bevorzugt Bindepositionen aufzeigen, sind sie fir ein
strukturbasiertes Wirkstoffdesign von besonderem Interesse. Die Bindepuesitider
Fragmente werden oftmals bei der Bindung gréRerer Liganden wiedergefunden. Auf
diese Weise liefern Fragmente wertvolle Informationen fir das Design potenter
Inhibitoren. Die Struktur von Endothiapepsin im Komplex mit SB2&igt zudem
erstmds den Bindemodus eines Hydrazoran die katalytischen Asptate einer
pepsirdhnlichen Aspartylproteasén der Bindetasche konnten zwei Inhibitormolektile
identifiziert werden, wobei eies der Moleklle zum Teil ungeordnet in das umgebende
Solvens orientiert ist.Die katalytischeDiade wird durch den Amidstickstofties
Hydrazonstiber ein Wasser vermittelt adressiefurch das kleine, verhaltnismalfig
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einfache Grundgerist bietet der gefundene Bindemoduise gute Grundlage den
Liganden zu optimren und somit durchein fragmentbasiertes Wirkstoffdesign einen
hochaffinen Inhbitor zu entwickeln. Benzamdirnwelches aufgrund seiner kleinen
Grole auch als Sonde betrachtet werden kamarde sowohl mit Endothiapepsin wie
auch mit SAP2 kristallisiertAuch hier binden in beiden Proteinen jeweils zwei
Molekile in der Bindtasche. Wahrend ein Benzamidinmolekil mit seiner
Amidingruppe die beideAspartate deikatalytischeDiadeadressiert bindet das zweite
Molekul im Falle von Endothiapepsin in derZische und im Falleon SAR in der S2
Tasche. In der SAP2 konnte im Bereich deff&the zusatzlich ein MPD Molekl
identifiziert werden welches auch eine Wechselwirkung zu dem Benzamidin in der S2
Tasche eingehtEs konnte gezeigt werden, dasg drerschiedenen Positionened
Benzamidinmolekiile bevorzugte Bindebereichezaigen welcheauch vongrol3eren

und affineren Ligandenadressiert werden und somiflir weitere Designprojekte
wertvolle Informationenliefern. Darliber hinaus kann auch der Bindemodus so kleiner
Molekile wie Benzamidin (oder Phenol vgl. Kapitel 5) als Ausgangspunkt flr ein
erfolgreiches Fragmeriasiertes Design dienen. Eine weitere Mdglichkeit ist, das
simultane Vorhandensein verschiedener Molekile in der Bindetasche zu nuimen
Uber das chemische Verlgpfen dieser Liganden einen neuen affinieren Inhibitor zu
entwickeln. Insbesondere die Benzami#AP2 Komplexstruktur milrei gebundenen
Ligarden wirde sich hierfur anbieten.

Die Erfahrungendie mit den hier vorgestellten Liganden gemacht wurdeifden die
Grundlage fur das im folgenden Kapitel dargestellte Fragmentprojeidem
systematisch eine ganze Fragmentbibliothek auf Endothiapepsin getestet wurde.
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3.6 Untersudiung einer nicht auf der Dreiexgel basierten
Fragmentbibliotheknit Endothiapepsi

Die hier vorgestellte ErgebnisS ¢ dzZNRSY dzy i SNJ R SYule 6fA3( S ¢
compatible fragment library provides high hit rate of endothiapepsin crystal structures
with various fragment OKSY2 G @ LJS&ada Ay  Reslival Cherdatyy/ | €
verodffentlicht®? Im Rahmen dieser Arbeit wurden der Assay auf Endothiapepsin sowie
die Bestimnung der Kristallstrukturen durchgefiihrDas Design der vorgestellten
Bibliothek wuré von Tobias Craam Zusammenarbeit mit unseren industriellen
Kooperationspartnerrbewerkstelligt. De Bestimmung der Wasserléslichkeiten sowie
der Reinheit der einzelnen Verbindungen wurde von unseren industriellen
Kooperationspartnern lbernommen

Eine 364 Fragmente umfassende Bibliothelelche nicht den Beschrankungen der
gangigen Dreierregel folgtwurde mit Endothiapepsin nach aktiven Verbindungen
gefiltert. Dabei konntemit 55 Verbindungen eineergleichsweise hohe Trefferquote
erzielt werden Diese 55 Verbindungen wurden einer Kkristhographischen
Untersuchung zugefuhrt undabei elf Komplexstrukturen erhaltenBemerkenswert
sind die hohe chemische Diversitat der Verbindungen und die vielfaltigen Teil
neuartigen Madglichkeiten die katalytischBiade zu adressieren. Daieben der
Fragmente die eine Kristallstruktur geliefert habennicht mit der Dreierregel
Ubereinstimmen regt diese Untersuchung an einige Aspekte dieser Ragech zu
betrachten.

3.6.1 Einleitung

Damit Wirkstoffe auch als Arzneistoffe erfolgreich sind, missesedneben einer
ausreichenden Affinitat zu ihrem Zielprotein weitere Kriterigne z.B. ausreichende
(meist orale) Bioverfiuigbarkeierfullen. Als friiher Anhaltspunktob eine Verbindung
diesen Kriterien geniigt wird oft Lipinskis Finferregel verwefdeDiese Rgel gibt
verschiedenephysikochemischeEigenschaftenan, welche ein Arzneistoffahnliches
Molekul ausmachenDie Funferregel verlangt nicht mehr disf Wasserstoffbriicken
Donoren, nicht mehr alszehn Wasserstoffbriicken Akzeptoren, eine maximale
Molekilmasse von 500 g/mol sowie einen Octawdsser Verteilungskoeffizienten
(logP) von maximdiinf. Ahnliche Regeln wurden auch fiir Fragmente formuliert und
wurden als Astexs Dreierregel bekatiit.Viele Grenzen der Fiinferregel werden hier
von funf auf drei reduziert. So gibt die Dreierregel ein Molekulargewiebh weniger
als 300g/mol vor, weniger alsjeweils drei Wasserstoffbriicken Donoren und
Akzeptoren, ein logP von maxindiki, maximaldrei freidrehbare Bindungen und eine
polare Oberflache von maximal 682. Viele Anbieter kommerzieller Fragment

o !

2T
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bibliotheken orientieren sich an dieser Regel und wahlen Ihre Fragmente
dementsprechend aus.

Ein Ziel dieses Projekts ist zu untersucheb diese Regel zstreng ist um eine
Bibliothek mit Fragmenten aufzubauerdie auch genligend Raum fur spatere
schrittweise chemische Veranderungen aufweisen. Um Fragmente erfolgreich zu
groReren Liganden auszubauen oder verschiedene Fragmente miteinander zu
verknUpfen ist eine ausreichende Anzahl funktioneller Gruppen erfordeylaie oft
Eigenschaften als Wasserstoffbrickeonoren oder -Akzeptoren aufweisen.
Dementsprechend haben wir eine Fragmentbibliothek aufgejpdietsich nichtstreng

an der Dreierregel orientiert, Fragmente enthédlt die spateren chemischen
Modifikationen zuganglich sind und sich fur eine kristallographische Untersuchung
eignet. Um diese Bibliothek zu validieren wurde &ie Endothiapepsingetestet.
Neben neuerFragmentendie an Endothiapepsin binden waren wir insbesondere auch
daran interessiert inwieweit die identifizierten Fragmente der Dreierregel
entsprechen.

3.6.2 Design der Bibliothek

Initial wurde bei verschieden chemischen Lieferanten (ASINEX, ChemBridge,
MayBridge, InterBio Screen, LifeChemicals, Enamine, Specs, Vitas M Laboratory)
angefragt welche \érbindungen mit weniger als 20 Nichtwassersttffaen, wobei
lediglich C, N, O, F, CI, Br und P enthalten deiften, und einer Verfigbarkeit von
mindestens 100 mg editlich sind.Im Frihling 2009 sind so 238.224 Verbindungen
zusammengekommen. Da die Bibliothek kristallographisch untersucht werden sollte
wurden Fragmente mit starken Rontgenstreuern wie Brom als vorteilhaft angesehen.
Da diese elektronenreichen Atomenehohes Molekulargewicht aufweisghaben wir

die Grof3e unserer Fragmente nicht nach dem Molekulargevdohtlern anhand der
Anzahl der Nichtasserstoffatome begrenzt. Demnacddollten unsee Fragmente
zwischen acht und 20 Nichagserstoffatome aufweisen.d3 Molekulargewicht der
Verbindungen der endgultigen Bibliothek schwankt zwisctzdg/mol und 359g/mol

mit einem Mittelwert von 224ymol (Abbildung 3.55Tabelle 3.1k

Im nachsten Schritt wurden unerwiinschte funktionelle Gruppen herausgefiltert um
potentiell toxische, unerwiinschte oder chemisch instabile Gruppen auszuschliel3en.
Die angewandten Filter sind dabei ahnlich dendie von Baurinet al. entwickelt
wurden %9

Alle physikechemischen Parameter wurden itOE errechnetwobei physiologische
pH Bedingungen sowie StandaPtbtonierungen angenommen wurdétf? Da die
Anzahl frei drehbareBindungen nicht eingeschrankt wurdegariiert diese in der
zusammengestellteBibliothek zwischemull und siebenmit einemMittelwert von 1.7
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(Tabelle 3.1% Der logP(berechnet als clogP(o/w),) wurde auf maxindaéi begrenzt
wobei fur einige chemische Motive dieser Wert auf 5.4 erweitert wur@adurch
variiert die beechnete Lipophile zwischen 1.3 und 5t einem Mitelwert von 1.6 In
Bezug auf die WassstoffbriickenAkzeptoren erlaubt die Dreierregel lediglicihei
Akzeptoren wahrend die Finferregel den doppelten Wert, atetin Akzeptoren
erlaubt. Wir haben das Schema der Fiunferregel auf die Dreierregel Gbertragen und
maximal sechs Wasserstoffbrickefkzeptoren zugelassenLediglich in speziellen
Fallenwurden Fragmente bericksichtig welche diese Grenze Uberschreiten. In der
fertigen Bibliothek finden sich so Fragmente mit zwischeim und sieben
Wasserstoffbriicke\kzeptoren mit einem Mittelwert von 3.7Die Wasserstoff
briickenDonoren wurden in Ubereinstimmung mit der Dreierregel auf maxidnal
beschrankt. Nur eige sehr wenige Fragmente weisen mehr Wasserstoffbricken
Donoren auf, so dasdieser Wert letztendlich zwischewull und vier variiert beieinem
Mittelwert von 1.3. Fiir die totalegtare Oberflache wurde der Grenzwert von A9

auf 80 A? angehoben, wobei wiedem fiir einige Grundgeriiste Ausnhahmen
zugelassen wurden. In der fertigen Bibliothek liegt der Wert fir die totale polare
Oberflache zveichen 1582 und 126A2 mit einem Mittelwert von 5242,

min max Mittelwert
Anzahl nicht FAtome 8 20 15
Molekulargewicht [g/mol] 122 359 224
Lipinski Donoren 0 4 1.3
Lipinski Akzeptoren 1 7 3,7
logP -1.3 5.4 1.6
Freidrehbare Bindungen 0 7 17
TPSAA? 15 126 52

Tabelle 3.16: Rysikachemische Parameter der Fragmentbibliothek

Die so gefilterten Fragmente wurden in Gruppen zusengefasst, manuell priorisiert

und visuell inspiziert um eine Akkumulation &hnlicher Chemotypen zu verhindern und
eine ausreichenden Variation chemischer Grundgerlste zu erreichen. Fir jedes
Fragment wurde mindestens ein Ringssytem vorausgesetzt. Die Uberwiegende
Mehrheit zeigt ein odezwei Ringsysteme (oft fusioniert) und etwa Z0weisen drei
Ringsysteme auf.

Betrachtet man die 364 letztendlich ausgewahlten Fragmente im Detail, so sind 141
Fragmente in Ubereinstimmung mit der Dreierregel wahrend 223 in wesmigséinem
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Kriterium vondieser d&weichen. In Bezug auf die Chiralitat der Verbindungen weisen
55 wenigstens ein stereogenes Zentrum auf, wobei chirale Verbindungen in der Regel
als Racemat gekauft wurden. Die experimentelle Léslichkeit der Fragmente wurde fur
76% auf Gber ImM bestimmt. In Bezug auf die oberen und unteren Grenzen der
Dreierregel haben wir den Bereichler Kriteriennach oben Uberschrittenliegen
allerdings mit dem Mittelwert in allen Fallen innerhalb dieser Grenzen. Lediglich die
mittlere Anzahl der WasserstifickenAkzeptoren liegt klanuRerhalbdes Bereich
dervon der Dreierregel vorgegeben wird.

Anzahl
Anzahl

2 3 4 s 6 7 8
Freidrehbare Bindungen

Anzahl
Anzahl

1 2 3 . 4 5 6 7 8 0 1 2” 3 4 5
Anzahl HBriicken Akzeptoren Anzahl HBriicken Donoren

160

Anzahl
Anzahl

) 20 40 60 80 100 120

Anzahl der Ringsysteme Totale polare Oberflache (TPSAJ|[A

40

35

30

25

20 |

Anzahl

o 50 100 150 200 250 300 350 400

Molekulargewicht

Abbildung 3.55Verteilung der physikochemisch®arametersowiestrukturellen Eigenschaften
innerhalbder zusammengestellteRragmentbibliothek
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3.6.3 Validierung der Bibliothekit Endothiapepsin

Um die Tauglichkeit unserer Bibliothek f8creeningZwecke zu uberprifen wurden
alle Fragmentemit Endothiapepsin in einem fluoreszdrasiertem Assay getestet.
Dabei wurden alle Verbindungen in einer Konzentration von 1 mmol/L eingesetzt.
Aufgrund unzureichender Loslichkeit unter den Assaybedingungen wurden 14
Fragmente ausgeschlossen und weitere 18 Verbindungen konnten ledigéich
500umol/L getestet werden. Zusatzlich koemt 17 Fragmente aufgrund ihreel8st
fluoreszenz nicht vermessen werdeAlle Fragmete, die die Proteinfunktion zu
mindestens 406 inhibierten wurden als Hits betrachtet.Dies fihrte zu 55
Verbindungen welche enhem sich anschlie3enderkristallographischen Screen
zugefihrt wurden Auf diese Weise wurden insgesasit Komplexstrukturen erhalten.
Fragmente wurden dau jeweils in Zweiergemischém Kristalle vorunkomplexiertem
Endothiapepsin eindiffundiert. Prinzipiell fuhrt das Verwenden von Cocktails
bestehend ausmehreren Verbindungen zu einer Zeitersparnisnd bietet die
Moglichkeit ein koperatives BindenunterschiedlicherFragmente zu beobachten.
Demgegenulber steht das dio das mehrere Verbindungen um eine Bindeposition
konkurrieren und sich die maximale einsetzbare Ligandkonzentration reduziert.
Deshalb und da wir erwartetemass die Mehrheit der Fragmente an die katalytische
Diade bindet, haben wir uns fur Mixturen au lediglich zwei Verbindungen
entschieden. In dem Falbdas ein Fragment dieser Mixtur in der Kristallstruktur
aufzufinden war,wurde die andere Verbindung nochmals dem kristallographischen
Screemg zugefuhrt.In zwei Féllen (255 und 148) wurde die Vidaing noch einmal
alleine ohne einezweite Verbindung eindiffundiert, da die Differenzdichte nicht
ausreichend war um den Liganden zweifelsfrei zu platzieren. In beiden Fallen
verbesserte sich die Dichte dadurch signifikdfrtagment109 wurde aus praktien
Grinden einzeln eindiffundiertzin simultanes Binden zweier Fragmente wurde nie
beobachtet.In vielen Strukturen wurde neben den gebundenen Liganden noch weitere
nicht zuordbare Elektronendichte, auch in der Bindetasche, beobachtet. Dies ist
wahrschenlich auf unspezifische Bindungen aufgrund der hohen eingesetzten
Ligandkonzentrationen zurickzufuhren.

Die HitRate des ltioreszenzasierten Assay ist mit 55 Hits aus einer Bibliothek mit
364 Fragmentefemerkenswert hoch. Die aus diesen 55 Hits ans@ahé erhaltenen

elf Komplexstrukturen legen nahe, dasansere Bibliothek sowohl effizient
zusammengestellt wurdeals auch der fluoreszehasierte Assay einen guten Filter
darstellt. Tabdé 3.17 zeigt das Assayergebniss der 55 Hits. Eine Liste mit den
Ergebnissen aller Verbindungen findet sich im Anhamje Inhibition dieser 55
Verbindungerreicht von 424 bis zul100% wobei 40% als Grenze gesetzt wurde um
ein Fragment als Hit zu akzeptierddieelf Fragmentevon denen eine Kristallstruktur
gelang sind markiert. Die Strukturformeln der erfolgreichen Fragmente sind in
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Abbildung 3.56dargestellt. Die ermittelte prozentualdnhibition im Assaykorreliert
interessanterweisenicht mit der Wahrscheinlichkeitdas die Verbindung in den
Kristall eindiffumdliert und anschlieRend eine Komplexstruktur liefe®io waren wir
nicht in der Lage eine Komplexstruktur mierd acht Fragmenten welche eine
vollstandige Inhibition zeigten zwrhalten Auf der anderen Seite konntewir
Fragmente mit dem Proteikristalligeren, die lediglich eine Inhibition von weniger als
50% zeigten.

ID % Inhibition ID % Inhibition ID % Inhibition
149 100 297 78 201 51
177 100 * 186 76 065 50
178 100 333 76 291 50
236 100 175 75 041 49
238 100 301 75 088 a7
042 99 040 73 137 a7
064 99 063 66 188 a7
017 97 252 64 261 a7
306 93 224 63 051 46
003 92 159 60 141 46
168 92 183 60 140 45
005 89 335 60 216 45
083 89 134 57 295 44
109 89 176 55 362 43
284 87 192 55 * 171 42
255 84 266 54 *

290 84 267 54
142 80 308 53
161 80 222 52
093 79 148 51

Tabelle 3.17Assayergebniss der 55 Verbindungen welche im Assay als Hit aufgefallen sind. Werte
welche mit einem * markiert sind, wurden bei 500umol/L gemessen. Alle anderen wurden bei 1 mmol/L
gemessen. Dieragmente welche anschliel3end eine Kristallstruktur geliefert haben sind grau hinterlegt.
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Abbildung 3.565trukturformeln der 11 Fragmente von welchen eine Kristallstruktur gelungen ist

Um ausagekraftige Paranter zu identifizierenwelche mit einem diffundieren der
Verbindung in den Kristall mit anschlieBenderfolgreicher Strukturbstimmung
korrelieren haben wir die kristallographisch charakterisierten Fragmente genauer
untersuch und mit der furdie Auswahl vorirragment@ oft angewandten Dreigegel
verglichen. Tabelle 3.1&tet die physik-chemischerParameterdieser Verbindungen.
Das Molekulargewicht variiert von 168 g/mol bis 262 g/ma@sebenso wie die Anzahl
der Donorendie zwischeneinsund drei liegt der Dreierregel entsprichBemeakens
werterweise zeigen die Wasserstoffbrickakzeptoren ein anderes Bil&o weisen
mit sechs der elfHits die Mehrzahl der erfolgreichen Fragmentger oder mehr
Akzeptoren auf. Lediglich fURfragmente zeigen zwischem und dreiAkzeptoren und
entsprechen damit der Dreiergel. Interessanterweise nutzen sechs derHills alle
Ihre WasserstoffbriickeAkzeptoren um mit dem Protein zu interagiereer
berechnete logP ish den meisten Fallen kleiner drend damit in Ubereinstimmung
mit der Dreierregl. Nur ein Fragment weicht mit einem Wert von 3.3 ein wenig ab. Die
freidrehbaren Bindungen variieren von null bis sedbg Mehrheit weist weniger als
drei freidrehbare Bindungen auf und ledjt zwei Fragmente weichen mit vier und
sechsdrehbaren Bindngen ab. Die totale polare Oberflache befindet sich in allen
Fallen unterhalb 682 und befindet sich damit vollstandig innerhalb der Grenzen der
Dreierregel.

Zusammenfassend verletzen sieben der Elfagmente die eine Kristallstruktur
geliefert habendie Dreierregel in mindesteresinem Kriterium.
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Nicht H Gewicht Lipinski  Lipinski Freidrehbare TPSA
® Atome [g/mol]  Donor  Akzeptor 1ogP Bindungen [A?]
005 10 169 2 2 2.2 0 38.4
041 19 262 1 5 1.6 3 50.8
063 15 204 1 4 1.0 4 47.3
109 15 207 3 4 1.0 2 58.4
148 19 251 1 4 2.2 2 46.9
216 13 261 3 2 3.3 1 49.9
255 19 251 1 4 1.8 3 46.9
284 18 253 1 3 2.0 6 32.7
290 12 201 3 2 2.9 2 49.9
291 18 242 1 4 1.7 2 43.4
306 12 201 3 2 2.9 2 49.9

Tabelle 3.18: Die physilahemischen Parameter der &tfolgreichen Fragmente.

Die Léslichkeit wird als eine kritische Eigenschaft diskdffitim zu tberprifen in
wieweit die berechnete mit der tatsachlichen Ldslichkeit Gbereinstimiraben wir die
Loslichkeit unserer Fragmente in einem wassrigen Pufier giH7.4 bestimmt.
Wahrend des Designs der Fragmentbibliothekirden verschiedene Computer
methoden angewendet um Fragmente mit einer hohen erwarteten Loslichkeit
auszuwahled*?® 124 Derwichtigste Parameter um diese vorherzusagen vaer logP

der von -1.3 bis 5.4variierte mit einem Mittelwet von 1.6 (Tabelle 3.1% Die
gemessenerioslichkeitensind in Tabelle 3.1%rasentiert. Insgesamt 36ragmente
konnten aufgrund ihrer Selbditioreszenz nicht vermessen werdévlit 76 % zeigt die
Mehrheit der Fragmenteeine gute Ldslichkeion grof3er als Inmol/L, was auf eine
recht erfolgreiche computergestitzte Vorhersage hinweislim die gefundenen
kristallographischen Hits weiter zu charakterisiereaben wir die Loslichkeit dieser
Verbindungen zum einemnit der Loslichkeit der Assdyits und zum anderen mit der
Loslichkeit aller Fragmente der Bibliotheerglichen. Wie in Tabelle 3.8 sehen ist,
variiert die Lostihkeit der Assa¥dits Uber die gsamte Spannbreite mit einer kleinen
Tendenz hin zu einebesseren Loslichkeit. Alle Fragmentike erfolgreich in einen
Kristall eindiffundiert sind zeigen eine Loslichkeit besser als51mmol/L. Diese
Beobachtung legt nahe, dass besser losliche Fragmente mit einer hoheren
Wahrscheinlichkeit als Ass#its auffallen. Besonders aber scheint fitie Fahigkeit
erfolgreich eine Kristallstruktur zu liefern, neben einer guten Inhibition des Proteins,
eine ausreichende Ldslichkeit ein wichtiger Faktor zu sein.
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Alle (364)  Hits (55) Struktur(11)
N.D. 10% 2% 0%
0 1% 0% 0%
0-0.5mM 6% 2% 0%
0.5-1 mM 7% 2% 0%
1-1.5mM 10% 14% 0%
1.5-2 mM 38% 53% 64%
>2 mM 28% 27% 36%

Tabelle 3.19L6slichkeitsdaten fir die gesamte Bibliothek (erste Spalte), die Altagmittlere Spalte)
sowie fur die Fragmente welclene Kristallstruktur geliefert haben (letzte Spaltd)D. (engl.: not
determined) bezeichnet die Fragmente deren Loslichkeit nicht bestimmt werden konnte.

3.6.4 Analyse der Kristallstrukturen

Insgesamt wurden elf Kristallstrukturen von EndothiapepsinKiomplex mit einem
Fragment erhaltenwobei die Auflosung zwischen 1.25 und 1.90 A variiert. In allen
Fallen zeigen die Fragmente eine Besetzung von mindestetsu8@ konnten anhand
der Diferenzdichte eindeutig platziert werden. Die Verbindungen weisieffaltige
Bindungsmoden auyflie sich in drei Kategorien unterteilen lassen: Direkte Bindung an
die katalytischen Aspartate, Bindung an die beiden Aspartate Uber ein Wasiséill
vermittelt sowie keine Interaktion mit der katalytisch&iade

Eine direké Bindung an die katalytischen Aspartate ist mit sieben beobachteten Fallen

das haufigste Motiv (Abbildung 3.57 Fragnent 109 adressiert die beiden
katalytischen Aspartate Uber den terminalen Stickstoff sein€aibonsaurehydrazid

Gruppe. Der endstandigstickstoff interagiert mit beiden Aspartaten sowie mit einem

2] 3aSN)2t STNf NoOoSNJ RFa SAyS LyGSRischdiaizy 1d
vermittelt wird. Der grof3te Teil des Inhibitor Grundgerusts ist in Richtung der S1
Tascheorientiert. Das Fragmenist zu 90% besetzt und zeigt einige Unowchg im

Bereich der beidenendstandigen EthylsubstituentenZusatzlichbefindet sich ein

DMSO Mlekilim vorderen Teil der S#aschaund bildet dort eine Wechselwirkung zu

Thr223 augnicht im Bild)

Fragment 005 bindet an die katalytischeDiade indem es seine exozyklische
Aminogruppe zwischen beide Aspartate platziert. Der endozyklische Stickstoff des
funfgliedrigen Rings bildet dabei eine Wasserstoffbriicke zu Thr222 deassheaus.

Der fusionierte Phenyting, der in der SiTaschelLJt I 6T ASNII A &0 oO0Af RS
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Wechselwirkung zu Tyr78us Ein Grundgerust mit einer ahnlichen Topologie wurde
bereits als Ligand fiir dieSekretaséeschrieberf*

Obwohl die Fragmente 148 und 255 cheoh sehr &hnlich sind, p®n hre
Bindungsmoden interessante Unterschiede. So interagiert 148 lediglich mit einem der
beiden katalytischen Aspartate (Asp35). Zusatzlich bildet dieses Fragment eine
Wasserstofforiicke sowohl zu Thr222 als auch zu Gly221 aus. Uber den
Carbonylsauerstoff der Amidgruppe wird zudem eine Wasserstoffbriicke zu der NH
Gruppe von Gly80 ausgebildet. Die Benzimidazole Gruppe besetzt dias8ie
wahrend der Phenylring am gegenulberliegenden Ende ddaraS2he zugewendet ist.

Im Gegensatz zu 148indet 255 lber der katalytischemiade und bildet eine
Wasserstoffbriicke zu beiden Aspartaten a@gne weitere Wasserstoffbricke wird
Uber den Carbonylsauerstoff zu Gly80 delapRegion ausgebildet. Das grol3ere
fusionierte 56-Ringsystem begset die StTasche ahnlich dem Bindemodus von 148.
Waéhrend 148 allerdings die S2asche adressiert, ist in diesem Fall der Phenylring in
w A OK (i dzy-BascRebribidtigrtm W

Die Fragmente 216, 306 und 290 bilden drei hochstwahrscheinlich salzartige
Wasserstoffbrickenw der katalytischeiiadeindem sie Ihre Amidingruppe zwischen

die beiden Aspaate platzieren In allen Fallen wird eine doppelte Wasserstoffbriicke
zu Asp35 bevorzugt wahrend Asp219 lediglich mit einer Wasserstoffbriicke adressiert
wird. Interessanterweisevurde fir diei -Seketase ein Komplex mit einem 306 und
290 ahnlichem Derivat beobachtet indem die Amidingruppe die beiden Aspartate in
umgekehter Orientierung adressiert (PB®de: 3KMX)>¥ Die aromatischen Kerne
besetzen in allen drei Strukturen dfen~T@®sche. 306 und 290 variieren lediglich in der
Position des Chlorsubstituenten. Das in 290 in gawaition befindliche Chlor zeigt ins
umgebende Solvens wéahrend dighm-ubstitution in 306 eine schwache Interaktion

zu Phel94 erlaubt. Das Chlor zdiggrbei mit einer Entfernung von etwa/t auf die
Ringebene von Phel94wobei die Geometrie etwas von dem idealen
Interaktionsmuster vorChloratomen mitAromaten abweicht**¥ In der Struktur von

216 wurde in der Bindetasche ein zusatzliches DMSO an exakt derselben Stelle wie in
der Komplexstruktur mit 109 gefunden.
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Abbildung 3.57die sieben Komplexstrukturen in denen das Fragment direkt an die katalytischen
Aspartate gebunden hat. Ingrinistdie€® 5A0KGS 6SA w T 38T SA3do

Tyr79 .
}g,’*-é.e
, Asp219
=
Asp35 ‘i‘-f

Abbildung 3.58die beiden Komplexstrukturen in denen das Fragment Uber ein Wasser vermittelt an
die katalytischen Aspartate bindet. In grinistdieG® 5A OKGS 6SA w T 38T SA13
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Abbildung 3.59die beiden Komplexstrukturen in denen die Fragmente keine oder nur eine sehr
schwache Interaktion zu der katalytischBradeausbilden. In griin ist die . Dichte bei Zhgezeigt.

Eine Uber Wasser vermittelte Bindungurde fir die Fragmente 63 und 291
beobachtet (dbildung 3.58. In beiden Fallen vermittelt das katalytische Wasser eine
Interaktion zwischen einem Pyridé@hnlichen Stickstoff und der katalytisch@iade
Neben der Interaktion zu den katalytisch@spartaten bildet 63 mit seiner sekundéaren
Aminogruppe am anderen Ende desgiments zwei Wasserstoffbrickegine zu dem
FlapAspartat (Asp81) unckine zu Serll5, aus. Der zentrale Teil des Fragments
adressiert die STasche 291 bildet mit seinem sekundén Stickstoff ebenfalls eine
Interaktion zu Asp81Zusatzlich bildet dePyridinring eine™ -~ -Wechselwirking zu
Tyr79 und die Benzdioxgruppe zeigt irRichtung deS3Tasche

41 und 284 zeigen keine oder bestenfalls ledigliche eine sehr schwache |t nadkt
den beiden katalytischen Aspartaten (AbbilduBgp9. 41 bildet zwei Waerstoff-
bricken zu defFlapRegion. Eine Uber den Pyridinstickstoff zu d&arboxylatgruppe
von Asp81 und eine Uber seinGrbonylgruppe zu dem Ruckgrat NH derselben
Aminosaue. Zudem bildet deAmidstoff van 41 eine Wasserstoffbriicke Zinr222 im
Bereich der SZasche. Das aromatische PipereRyhgsystem zeigt in Richg der

{ mr@schavahrend der hydrophobe Anteil des Piperidinerings dielf84chebesetzt.

284 bildet mit seiner Hydroxygruppe eine Wasserstoffbriicke zum Ruickgratstickstoff
von Gly80 derFlapRegion Der durch die sauren experimentellen Bedingungen
héchstwahrschlich geladene Pglidin-Stickstoffgeht eine Wechselwirkung ZBly221

am Boden der Bdetasche ein (3.0A). Zudem wird @&e zweite eher lange
Wasserstofforiicke (3A) zu dem katalytischen Wasser zwischen den beiden
Aspartaten ausgebildet. Der hydrophobe Anteil desrdlginrings besetzt die S1
Taschewahrend der gegeniberliegende aratische Ring der SPaschezugewendet

ist.

Die DifferenZHektronendichtelarten von 41 und 284 sind im Vergleich zu den anderen
neun Fragmenten weniger gut definiertvas auf eine gewisse Flexibilitat dieser
Fragmente innerhalb der Bindetasche hinweise<kann sich dadurch erklaresass
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sichdie Fragmente nicht in direktem Kontakt zu der fixiertdhdchst wahrscheinlich
geladenerkatalytische Diadebefinden.

Die Proteitkonformation bleibt Uber alle elKristallstrukturenpraktischunveréandert.
Insbesonlere die sehr flexibleFlapRegion befindet sich in allen Fallen in der
geschlossenen Konformation und variienur minimal zwischen den eino&n
Strukturen. Da die meisteRragmenteunter dieser geschlossendflapbinden ist die
vergrabeneOberflacheverhaltnismaliggrol3. Sie vaert zwischen 686 (216) und
83% (041, 109 und 005). Ahnlich weisen die Verbindungen eine vergrabene
hydrophobe Oberflachewischen 67 % (216) und 93 83) auf. Diese Werte wurden

mit dem Programm MS mit einem Sondadius wn 1.4 A berechnét®? Eine
detaillierte Auflistung der vergrabenen Oberflache der einzelnen Fragmente findet sich
in Tabelle 3.20.

Gesame hydrophobe Gesamte Hydrophobe

Fragment Oberflache Oberflache vergrabene vergrabene

[AZ] [AZ] Oberflache Oberflache
005 152.8 107.7 83% 87%
041 263.7 193.9 83% 89%
063 216.3 151.0 82% 93%
109 234.0 163.9 83% 91%
148 258.9 200.3 80% 85%
216 203.5 144.9 68% 67%
255 261.2 201.2 82% 89%
284 264.6 223.8 77% 80%
290 195.4 141.2 77% 77%
291 245.9 180.7 75% 88%
306 200.5 1455 75% 75%

Tabelle3.20: \érgrabene Oberflache der einzelnen Fragmente berechnet mit deigr&ron MSbei

einemVergleich mit der anfangs mittels MOE berechneten polaren Oberfl@d8Aist zu beachten,

dass dieMOEBerechnung lediglich tabellarische Werte fiir jedes beteiligte Atom aufaddiert wahrend
die MSBerechnung die dreidimensionale Natier Molekule beriicksichtiyt

EineUberlagerung aller Kristatrukturen ist in Abbildung 3.6@ezeigt. Annahernd der
gesamte Raum der Bindetasche wird durch die verschiedenen Fragmente besetzt.
Neben der Bindung an die katalytischBiade kdénnen mehrere bevorzugte
Interaktionen beobachtetwerden. Die folgenden Interaktionen heben einige dieser
Interaktionen hervor. Siebenevbindungen (005, 041, 148, 255, 284, 291 und 109)
orientieren einen hydrophoben Teil in Richtung derT&sche. Eine Carbonylgruppe
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des Liganden adressiert den Ruckgratstickstoff [lepAspartats in drei Fallen (041,
148 und 148) Die Hydroxygruppe de$hr222 am Boden der Bindetasche wird mit
einer NH Funktionalitat von 005 und 148 angesprochBemerkenswerterweise
kénnen alle diese Interaktionen auch bei Pepstatimem gut bekanntem hoch
potenten Inhibitor fir die meisten Asptylproteasen, beobachtéwerden (Abb. 3.6
Der Vergleich mitPepstatin ist besonders interessantgda dieser Inhibitornicht
synthetischerhalten,sondernvon Mikroorganismen nach den Prinzipien der Evolution
optimiert wurde.

Obwohl die meisten Interaktionerder Fragmentemit dem Protein auch von
bekannten Inhibitoren wie Pepstatin ausgebildetrden, zeigen die hier vorgestellten
Kristallstrukturen siebemeue Interaktionsmustermit der katalytischenDiade die
bisher noch fir keine pepsi#ihnliche Aspartylprotease beschriebenirden.

Eine genauere Untersuchung der Bindungsposen zeigt verschiedene Mdglichkejten auf
in der Bindetache gebundenedVasser zu ersetzerlJm einen Eindruck von der
Wasserstruktur in Endothiapepsin zu erhaltevurden alle im Rahmen dieser Arbeit
erhaltenen Strukturen (berlagerund die Wasser in der Bindetasche genauer
betrachtet Wassemolekiile,die in den verschieden Strukturen aterselben Position
beobachtet werden und einen vergleichsweise niedrigeW@&t aufweisen, wrden

als geordnete Wasser klassifizier¥wassermolekile welche in den verschiedenen
Strukturen in einer Region, allerdings nicht an exakt derselben Stelle, auftreten und
einen vergleichsweisen hohen\Bert aufweisen, wrden als ungeordnete Wéser
angesehen. Die Position dieser Wasser wurde mit der Posiiien Fragmente
verglichen.Wahrend in vier unserer Strukturen das katalytische Wasser von einem
héchstwahrscheinlich geladenem Stickstoff verdrangt wird, werden die ungeordneten
Wasser der & dzy’ R -Tésshedurch hydrophobe @ippen substituiert. Ein Wasser,
dassich zwischen Asp81, Ser83 und Serl115 befjivded nicht direkt ersetzsondern
durch ein naheliegendes sekundar&tickstofatom (063 oder 284) odereinen
hydrophoben Rest (109) xa@rangt. In allen Strukturenn denen die katalytische Diade
durch eine Amidingruppe angesprochen wivdrd ein Wassermolekiildasan Gly37
gebunden ist durch deAmidin-Stickstoff der an den auf3eren Sauerstoff von Asp35
gebunden hatverdrangt.
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Abbildung 3.61Links: Bindemodus von Pepstatin in Endothiapepsin(Kohlenstoffatome in lila) wobei
zwei augewahlte Interaktionen mit gestrichelten Linien angedeutet $hedn Bild liegt die
Komplexstruktir vonPearl et alzugrunde (PDBXode: 4ER2[79] Rechts: Uberlagerung von vier

Fragmenten in der Bindetasche von Endothiapepsin

Kristallographische Tabellen

Fragment 109 005 148 255 216 290
PDB @de 3PBZ 3PBD 3PMY 3PM4 3PCW 3PLD
Datensammlung undProzessierung
Sammlungsort BL 14.2  In-house BL 14.2 In-house  BL14.2 BL14.3
< )6 0.91841  1.54178 0.91841 1.54178  0.91841 0.89440
Raumgruppe P2 P2 P2 P2 P2 P2
Einheitszellkonstanten

a[A] 45.1 45.3 45.4 45.2 45.3 45.3

b [A] 73.3 73.1 73.1 73.5 73.1 73.0

c[A] 52.4 52.7 52.8 52.5 52.5 52.8

I wcé 109.2 109.8 109.6 109.2 109.5 109.6
Resolution [A] 30-1.48 30¢1.70 30¢ 1.38 40-1.68 20¢1.25 40¢1.40
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Hochste Aufldsungsschale 1.51-:1.48 1.731.70 1.401.38 1.71:1.68 1.271.25 1.42-1.40
Anzahl einzelner Reflexe 51357 35536 65186 37129 86999 63118
Ryym{ %[ 5.8(25.5) 4.6 (20.8) 4.6(21.9) 4.1(21.2) 3.6(18.9) 5.9 (33.0)
Vollstandingkeif%] * 95.5(86.0) 99.5(99.3) 97.7(87.5) 100(100) 98.0(84.5) 99.3(97.6)
Redundanz 27(2.0) 28(2.6) 3.0(2.0) 39(36) 3.6(21) 3.1(2.6)
LR" 159 (2.7) 29.4(4.7) 22.1(3.8) 31.4(6.00 27.9(3.9) 18.5(2.4)
Verfeinerung
Verwendetes Programm  SHELXL SHELXL  SHELXL  SHELXL SHELXL SHELXL
Anisotrop verfeinert Ja Nein Ja Nein Ja Ja
LetzterRiee" 17.9 19.6 16.2 19.3 15.0 16.6
LetzterRyon” 12.8 15.3 12.2 15.3 11.6 12.9
Anzahl Wassermolekiile 260 323 292 303 304 300
Ramachandran Diagramm

Bevorzugte Regionén) 94.2 92.8 94.6 93.9 93.5 94.6

Erlaubte Regiondpo) 5.8 7.2 5.4 6.1 6.5 5.4
Durchschnittliche BVerte (&%)

Protein Atome 14.2 16.3 11.4 16.5 12.0 13.0

Wasser 27.7 28.7 25.4 28.4 26.3 26.7

Inhibitor (fragment) 28.3 28.6 31.0 20.5 21.5 23.7

Andere Ligandéeh 27.6 24.4 17.5 25.0 24.3 19.9
RMSDBindungslangefd] 0.009 0.007 0.011 0.008 0.013 0.010
RMSD Bindungswinkgl 2.7 2.4 2.7 2.5 2.8 2.7
#Wert in Klammern bezieht sich auf die hochste Auflossoigale
® die angegebenen-R/erte beziehen sich jeweils auf die gesamten Daten
¢ andere Liganden sind Glycetoid/oder DMSO

Tabelle 3.21Kristallographische Tabelle Teil 1

Fragment 306 63 291 41 284
PDB Gde 3PLL 3PB5 3PI0 3PGI 3PMU
Datensammlung und Prozessierung
Sammlungsort BL 14.3 In-house BL 14.3 In-house BL 14.2
< w) 6 0.89440 154178 0.89440 1.54178 0.91841
Raumgruppe P2 P2 P2 P2 P2
Einheitszellkonstanten

alA] 45.2 45.3 45.3 45.3 45.2

b [A] 73.1 73.0 73.0 72.8 73.7

c[A] 52.7 52.5 52.7 52.8 52.5

i wcé 109.6 109.5 109.4 109.6 109.3
AuflésungA] 40¢1.73 30¢190 40¢1.64 30¢1.90 20¢1.43
Hochste Auflosungsschale 1.761.73 1.931.90 1.671.64 1.931.90 1.451.43
Anzahl einzelner Reflexe 32328 25453 38684 25348 59547
Ryyr{ %[ 7.2(34.7) 7.2(30.0) 5.3(33.3) 6.5(28.7) 7.3(42.9)
Volstandigkeif%]® 96.4(94.7) 100(99.6) 98.0(97.2) 99.2(96.0) 99.4(98.2)
Redundan? 3.1(28) 40(36) 30(26) 36(32 3.1(2.7)
L k" 13.2(2.6) 19.0 (4.1) 20.4 (3.0) 26.7(4.3) 14.3(2.3)
Verfeinerung
Verwendetes Programm SHELXL SHELXL SHELXL SHELXL PHENIX
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Anisotrop verfeinert Nein Nein Nein Nein Nein
LetzterRiee" 22.0 22.2 18.4 21.5 18.9
LetzterRyon” 16.3 16.1 15.1 16.2 16.5
Anzahl Wassermolekiile 236 237 254 239 264
Ramachandraiagramm

BevorzugteRegione(b) 93.1 92.8 94.2 93.1 93.9

Erlaubte Regiondpo) 6.9 7.2 5.8 6.9 6.1
Durchscnittliche BVerte (A%)

Proteinatome 14.8 17.1 13.0 21.4 13.7

Wasser 24.9 27.5 25.4 30.6 24.5

Inhibitor (Fagment) 18.2 30.8 25.5 46.0 329

Andere Ligandef 22.3 32.2 24.8 40.4 -
RMSD Bindungslanggf] 0.007 0.006 0.008 0.006 0.005*
RMSD Bindungswinkgl 2.4 2.2 2.5 2.2 1.1*

#Wert in Klammern bezieht sicuf die hochste Auflosusschale
® die angegebenen-R/erte beziehen sich jeweils auf die gesamten Daten
¢ andere Liganden sind Glycetoid/oder DMSO

Tabelle3.22 Kristallographische Tabelle Teil 2

3.6.5 Diskussion

Die mit Hilfe eines Huoreszenzasierten Assays erhalteneBrgebnisse sowie die
Komplexstrukturen mit Endothiapepsiegen nahegdass dieentwickelte Bibliothekfur

ein kristallographischeBragmenscreering gut geeignet istinsbesondereda se nicht
speziell flr Aspartylproteasen, sondern fur alle mdglichen Ipibeine
zusammengestellt wurde. Trotzdem ist diese Vermutung als vorlaufig anzusehen, da
sie lediglich auf den Ergebnissen mit einem einzigen Zielprotein beruht. Fir dieses
Protein konntenelf Kristallstrukturen aus einer 3édliedrigen Bibliothek erhadin
werden. In diesem Zusammenhang ist es auch erwahnenswert, dass einer unserer
Industriepartner auf diesem Projekt die Bibliothek gegen die Phosphodiesterase PDE4
sowie die Kinase CHK1 getestet und dacht Hits (PDE4) bzwvier Hits (CHK1)
erhalten hat(D. Ullmann, T. Neuefeind, Proteros GmbH Munich, Germany, personliche
Kommunikation).

Die Loslichkeit der Fragmente in der zusammengestellten Bibliothek ist sehr
vielversprechend und unterstreicht die Wichtigkeiieser Eigenschaft. 6& der
Verbindungen eigen eine Loslichkeit von wenigstens 1ndmol/L und 76% sind
wenigstens bei Inmol/L 16slich. Die Loslichkeit ist eine fiur den Erfolg kritische
Eigenschaft, da Fragmentaals schwache Binder in verhaltnismaiig hohen
Konzentrationen in der Kristallisatiavie auch im Assay eingesetzt werden mussen.

Wie schon angedeutet wurde, ist die Zusammenstellung unserer Bibliothek nicht
konform zu der Dreierregel von Astdr. Bezug auf das Molekulargewicht, logP sowie
die TPSA stimmen wir mit dieser Regel Uberdazogen auf die freidrehbaren
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Bindungen, die Anzahl der Wasserstoffbrick®moren und besonders der
Wasserstoffbrickekzeptorendecken unsere Fragmente aber entgegen der Regel
einen erweiterten Bereich ab Hatten wir unsere Bibliothek streng nach den
Best@irankungen der Dreierregel zusammengestellt hatten wir sieben der elf
kristallographisch erfolgreicheRragmente nichtentdecken kénnenBemerkenswert

ist auch die Tatsache, dass alle vier verbleibenden, mit der Dreierregel
Ubereinstimmenden Fragmente eiremidin-ahnliche Gruppe aufweiseMit Blick auf

ein darauf aufbauendes Wirkstakésign mit anschlielenden chemischen
Modifikationen bieten diese Verbindungen lediglich einen engen Raum moglicher
Grundgeriste. ¥n einem Forschugsprojekt basierend auginer fragmenbasierten
Leitstruktursuche wird ein weit grof3erer Bereich an chemischer Diversitat erwartet.
Deshalb isteine Beschrankung auiveniger als dreiDonoren Akzeptoren sowie
freidrehbareBindungen fragwirdig.

In Bezug auf das Erweitern sowie Kkfgipfen verschiedener Fragmente ist eine
ausreichende Anzahl an synthetisch zuganglichen funktionalen Gruppen
aul3erordentlich wichtig fur die chemische SyntheNermderweise sind funktionelle
Gruppen Motive die Wasserstoffbriicken Akzeptoooder Donor Eignschaften
aufweisen. Ein Aufweiten entsprechender Kiriterien irdr den verfligbaren
Fragmentschaterweitern und fuhrt moglichweise zu héheren Hitratan bindenden
Fragmentendiedann flr ein Wirkstoffdesign zur Verfligung stehen.

3.6.6 Schlussfolgerung

De Erfolg einer Fragmentbibliothek in der Kristallisation sowie der anschlielBenden
Optimierung der Fragmente, wird nicht nur von der Zusammenstellung der darin
enthaltenen Verbindungen bestimmt. Die korrekte Auswahl experiment8kgeening
Bedingungen isgleichermalien entscheidendm sinnvolleTreffer zu entdecken. In
unserem Fall haben wir einen funktionell&ssaymit 1 mmol/L Ligandkonzentration
verwendet undeine wenigstens 4@4ge Inhibition des Proteins verlangt. Auf der einen
Seite war dieses Ketium recht erfolgreichda wir aus den resultierenden 58ssay

Hits elf Komplexstrukturen erhalten haben. Auf der anderen Seite ist es
bemerkenswert, dass keine offensichtliche Korrelation zwischen der beobachteten
Inhibitionsstarke und der Wahrscheinlidit eine Komplexstruktur zu erhalten
aufgestellt werden kann. Es ist sogar mdglich, dass noch weitere Verbindungen mit
einer noch geringeren Inhibitionsrate ebenfalls in der Lage, $inden Proteinkristall
einzudiffundieren und ihre erfolgreiche Bindyalurch eine Kristallstruktur zu belegen.
EinRankingder Fragmente anhand der Assayergebnisse scmeinHinweischarakter
zubesitzenaber in keiner Weisein verlassliclkes Kriteriumzu sein. In der Literatur gibt

es eine Vielzahl an Protokollen mit alternativ€ereeningTechniken wie z.B. SPR,
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NMR, funktionelle  biochemische Assays, Massenspektrometrie oder
Verdrangungstitrationen. Interessanterweise weisen die resultierenden Tlietén
manchmallediglicheinen minimaleUberlappng auf. Die physikalischen Grundlagen
fir diese Beobachtungen sind noch immer unklar. Nichtsdestotrotz benétigt ein
strukturbasietes Wirkstoffdesign mit einerrdgmentbasierten Leitstruktursuche gut
aufgdbste Strukturen als einen Startpunkt fir das medizinisicemische
Folgeprogramm. Normarweise ist dies eine Kristallstruktur. Die letzte Konsequenz
dieser Beobachtung kann sein, dass ein Fragmentsgrgerprimar mit
Praeinkristallen durchgefiuihrt werdenmuss Dass ein sol@s, rein kristalle
graphisches Screening prinzipiell moglich und vielversprechend ist, wurde bereits von
Astex demonstriert” RoutinemaRig und im groReren MaRstast eine solche
Strategie momentan allerdings kaum durchfihrbar. Um dle Fragmente einer
Bibliothek kristallographisch zu testen, bendtigen die meist&etups eine
weitergehendeAutomatisierung sowie einen regelmaRigeremgang zu Synchrotren
Strahlzeit. Um ein solches Konzept zu verwirklichewédre ein Ausbau der
Rontgenalagenerforderlich

Nichtsdestoweniger konnten in diesem Projekt elf Kristallstrukturen mit einem
Fragment gebunden an Endothiapepsierhalten werden. Diese Fragmentéllen
nahezu den gesamten Raum der verschiezterSpezifizitdtstaschen unadeigen
unterschiedlicheBindungsmodenDabei lassen sie siah drei Kategorien unterteilen
Direkte Bindung an die katalytischen Aspartate, eine Bindung vermittelt Uber ein
Wassermolekil sowie keine direkte Bindung an die katalytifzlagle Nebenneuen
Ideen das aktive Zentrum von é#partylproteasen zu adressierensind de
Fragmentstrukturen ebenfalls geeignet um experimentell bevorzugte Bindestellen zu
erkunden. Eine Uberlagerung aller Strukturen ermdglicht, esiogliche
Interaktionsmuster und Bindungsmotive iemnalb der Protease abzubilden.
Bemekenswerterweise nutzt Pepstatingin potenter, nichtselektiver Aspartyl
proteaseinhibitor bevorzugte Interaktionendie durch unsere Fragmente aufgezeigt
wurden, um eine potente Bindung zu erreichen.
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4  ProteinkinaseéA ¢ Einleitung

4.1 DieBedeutung deProteinkinaseA

Kinasen sid regulatorische Enzymdie an fast allen Stoffwechselwegen beteiligt sind.
Sie Ubertragendie terminale Phosphatgrupp&on ATP (Adenosintriphosphat) auf
spezifische SerinThreonin oder Tyrosin Resteandere Enzymeund regulierendamit
deren Aktivitat. Kinasen lassen sich abhdmgvon ihrem strukturellen Aufbau in
verschiedene Gruppen einsortieren. DReoteinkinaseA (synonym: cAMP abhéngige
Proteinkinasg gehort dabei in die Gruppe dAGC Kinasen. Die Bezeichnung leitet sich
von ihren drei Haptvertretern, ProteinkinaseA, ProteinkinaseG undProteinkinaseC,

ab. Diese Gruppe umfasst eine Reihe der wichtigsten intrazellularen Kinasen welche
Uber sekundéare Botenstoffe wie zyklische Nuokige, Phospholipide oder Kalzium
gesteuert fur eine Signalweiterleitung sorgeMit 63 der insgesamt 518 bekannten
humanen Kinasen ist diese Gruppe eine gié3ten**?

Die ProteinkinaseA (im folgenden PKA abgekirzt) ist aet Abstandam besten
untersuchte Kinase. Sie war eine der ersten Kinasim entdeckt wurdesowie die
erste, die sequenziert und rekombinant hergestellt wurde. Die Kristallstruktur der
katalytischen Untereinheit war die erste Struktur einer Kinase und diente damit als
Modelsystenfiir die gesamte Famili&€>*

Im menschlichen Korper istie PKAIn vielfaltigen Stoffwechselwegen involvierSie
wird durch den sekundaren Botenstoff CAMP aktiviert und leitet auf diesem Weg
Signale weiter die der Regulierung vieleum Teil grundlegemler Prozesse im
Zellzyklus, dem Stoffwechsel und der Genregulatienen. So ist sieum lediglich
einige wenige Beispiele zu nennen,B. an der Regulierung déBlykolyse des
Blutdrucks sowie des Triglycettithushalts beteiligt-****? Eine Spezifitatvird dabej
neben denverschiedenen Isoformen der regulatorischen Unteheit, in erster Linie
durch dieraumlicheFixierung an unterschiedliche AKAR&kinase-anchoringproteins,
engl.A-KinaseAnkerProteire) erreicht™*?

Lange Zeit galten Kinasafs unattraktiv fir ein Wirkstoffdesiga in allen Fallen ATP
das Substrat ist, schien es kaum mogligelektive Inhibitoren zu entwickeln.
Kristallstrukturen verschiedener KinasdRPKomplexe zeigten allerdings, daske
Bindetaschen oft noch von ATicht besetzten Platz aufweisgler stark innerhalb

der Familie variiert. Somit bieten diese Bereiche die Mdglichkeit selektive ATP
kompetitive Inhibitoren zu entwickelnDas Kinasen vielversprechende Zielproteine
darstellen beweist nicht zuletzt die Erfgsgeschichte der Entwicklung vématinib,
einem Inhibitor der Tyrosinkinase ABHder zur Behandlung derchronischen
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myeloischen Leukamie zugelassen 15t Mittlerweile gelten Kinasenals die im
industriellen Umfeld meist beforschte Enzymisias

4.2 Stuktur

Die PKA setzt sictaus zwei katalytischen(je 41kDa) sowie zwei regulatorischen
Untereinheiten (je 46kDa) zusammenin S&augetierensind von der katalytischen
Untereinheit drei Isoformen (alpha, beta und gammea)n der regulatorischewier
Isoformen bekannt (Typ | alpha, Typ llhapTyp | beta und Typ Il betajyobei von
einigen Untereinheiten noch zusatzliche Splicevarianten existietean.inaktiven
Zustand binden die beiden Kkatalytischen Untereinheiten an ein Dimer der
regulatorischen Udtereinheit, das in der Regel wiederrum an die -FAotein
Ankerproteine gebunden ist. Jede der regulatorischen Untereinheiten besitzt zwei
CAMP Bindebereiche. Die Bindung von cAMP fihrt zu einer Konformationsangerung
worauf die katalytischen Untereinheiteffreigesetzt werden(Abb.4.1). Die freie
katalytische Untereinheit kann numach der Bindung von ATP ihre Zielproteine
phosphorylierert**?

AKAP
+cAMP @ ® e o P9

R R ) R R
inaktiv aktiv

Abbildung 4.1: Aktivierung der PKA tber cAMP. Die regulatorsche Untereinheit ist mit R bezeichnet, die
katalytihe mit C. AKAP bezeichnet elPidteinAnkerprotein.

Die katalytische Untereinheien besitzen jeeine ATHBindestelle sowie eine
Substratbindestelle. Die regulatorischen  Untereinheiten  sindus  einer
Dimerisierungsregion armil-Terminus, gefolgt von eindnhibitorsequenz sowie zwei
cAMRBIndungsdomanen aufgebaut. Mit der Inhibitorsequenz bindet die
regulatorische an die Substratbindestelle der katalytischen UntereinAbliildung 4.2
zeigtlinks die Kristallstruktur der katalytischen Untereinheit alpha Komplex mit der
regulatorischen Untereinheilpha | Der regulatorischen Untereinheit fehlt dabei die
Dimerisierungsregionweshalb sich lediglich ein Hgbdimer ausbildet. Rechts ist die
NMRStruktur der Dimerisierungseinheit der regulatorischen Uaiieineit mit einer
kurzen Sequenz eines Ankerproteins (AKge2eigt*® **¥ (Ein Model des gesamten
Komplexes findet sich in dem Review von Taylor Ef3).
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Substrat

Bindestelle )
ATR w, regulatorische
Bindestelle Untereinheit

CAMR L _
Bindestelle 1 Dimerisierungsregion

der regulatorischen
Untereinheit

katalytisché

Untereinheit
cAMR

Bindestelle 2

Abbildung 4.2: Links: Komplex der katalytischen Untereinheit glpha)mit einer, am NTerminus
verklrzten regulatorischerntereinheit alpha (rot), basierend auf PD8ode: 2QC§.4Q I Rechts: Die
Dimerisierungsregion (als Dimer, orange und gelb) der regulatorischtemdihheit im Komplex mit
einem AKARPeptid(grau), basierend auf PB®de: 2DRN.

Ser338

kleine :
Domane <
\
( / /o

Scharnierregion

Glycinreiche
Schleife

Sen39

grol3e
Domane

Abbildung 4.3: Die katalytische Untereinheit alpha der cAMP abhé&ngigen lderasiausin Komplex
mit einem UbergangsstandAnaloga und Magnesium (beide orange) iid (pink), basierend auf
PDBGode 1L3R*? Die kleine Domane ist dunkelblau eingefarbt, die groRe hellblau. Die Sahegiie
ist gelb dargestellt, die glycinreiche Schlegeund das DF®otiv in griin Zudem sind die
phosphorylierten Aminoséauren grau hervorgehoben.
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Da n dieser Arbeit die katalytische Untereinheit verwendefrd, ist diese in
Abbildung4.3 nochmals im Detail dargestelBie ist aus einer grof3en und einer kleinen
Domane aufgebautweldhe durch die sggenannte Scharnierregion verbunden sind.
Am Nterminalen Ende weist das Protein einen Myristinséigest auf(nicht im Bild,
da im Kristall die ersten ca. 13 Aminoséauren normalerweise ungeordnet vorliddes)
Weiteren finden sich imaktiven Protein bis zu ki phosphorylierte Aminosauren:
Serl139,Thr197 sowieSer338 Thrl97 ist Teitler so genannten Aktivierungshleife
Wahrend de Phosphorylierung an dieser StalieBakterien autokatalytiscktattfindet,
erfolgt sie bei S&ugetieren durch PDK1 oder eine PDighnliche Kinase
(Phosphoinositiecabhangige Hkasel, eine so genannte Master Kinase). Die
Phoshorylierungbewirkt eine Konformations&nderung und damit Aktivierudgs
Enzymg!*

Apoenzym

glycinreiche — Y

Schleife e, =N <«—MitAMP

(/ mit PKI
«— Mit ATRAnalogon und PKI
Asnl71

katalytische -

Schleife

Abbildung 4.4: Position der glycinreichen Schiefativ zur katalytischen Schleife verschiedenen
Komplexstrukturenln blau ist das Apoenzygezeigt (PDEode: 1J3|lf)45, in orange der Komplex mit
Adensosinmonophosph&tBKX}*?, in griin der Komplex mit PKI (1Jt0J) in rot der Komplex mit
einem ATPAnalogon und PKI (1L§Ifﬁ. Zur besseren Orientierung sind zusétzlich eikigénosauren
der katalytischen Schleife dargestellt. Die Abbildung orientiert sich an einer &hnlichen Abbildung von
Taylor et af**®

Die ATP Bindestelleefindet sichzwischen den beiden Domandsindet ATPbewegen
sich die Doménen zueindar, wodurch de glycinreiche Schleifdie ATPBindestelle
halb verschlieBtNach der Bindungles Substrats schlie3t sich sieeSchleifenoch
weiter und ermdoglicht so die Katalyseélat kein ATP Molekll gebunden, fihrt die
Bindung eines Peptids an die Substratbindestallgenfalls zu einem teilweisen
SchlieBen der glycinreichen Schldifdbildungs.4)™*d

In Kristallisationsexperimenten wi die Substratbindestelle meist durch ein PKI
Bruchstick PRroteinkinase Inhibitor) besetzt und damit das Protein in einer
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halbgesclossenen Position fixiert. PKI ist ein nattrlich vorkommendes PKA
inhibierendes Protein das die typische SubstratsequenArgArgGly-Ser/Thrlle
besitzt wobei das Seribvzw. Threonin durch ein Alanin ersetgind Dadurch kann PKI
zwar effektiv an PKAen, nicht aber als Phosphatgrupp@ikzeptor fungieren.

Zusatzlich zu den hier dargestellten Strukturelementen sind auch weitere Bereiche mit
regulatorischen Funktionen bekannt. So gibt es z.B. aermhinus noch eine
Bindestelle fur AKinaselnteraktiongproteine (AKIP) sowie am -T&rminus ein
Erkennungsmotiv fur PDK1*?. Erwahnenswert ist auch noch das ARE&iv, ein
hochkonservierter Bereich in der Nahe der Aktivierungsschleife (Aminoséuren 206
208)1144

4.3 Bindung von ATP und Mechanismus

Abbildung4.5 zeigt die Bindung von ATP in der Bindetasche anhand der Kristallstruktur
der PKA im Komplex tmhTP und PK}*? ATP bindet zusammen mit zwei Megium
lonen, welche die Phosphatgruppen des AMblekils koordinieren und deren
negative Ladungqugleichen Die vergleichsweise niedrige Affinitdt von ATP alleine
(Ke= 120 pM) wird durch die Anwesenheit von Magnesium signifikant gesteigert
(Kn=4.2 pMm)1+>2

ATP, Adenosintriphosphat, setzt sich aus einem Adeninrest, Rilbiosencker sowie
drei Plosphatgruppen zusammen. Der Adeninrdshdet Uber zwei Wasserstoff
briickenan die Scharnierregiosowie an Thr183Der Ribosebaustein interagiert neben
den beiden Glutamaten 127 und 170 auch mit dem Argit@st des Substrat®ie
Phosphatreste werden dah Lys72, Asn171, Asp184, LysdB8kt oder Uber diedort
gebundenen Magnesiumionen koordinietAsp184 ist Teil des DRotivs, einer in
allen Kinasen hochkonservierten Struktuier53 an der Spitze der glycinreichen
Schleife bindet sowohl an die Akptoraminosdure des Substrats als auch das
Phosphat des AT@PKI besitzt an dies@telle lediglich ein Alanin anstelle eines Serin
oder ThreoniARest$. Aspl166 bindet an die Hydroxygruppe der Akzeptoraminosaure
und Ubernimmt die Rolle der katalytischen Baskuf diese Weise kann der
Hydroxysauerstoff der Aktzeptoraminosdure dasPhosphat direkt nucleophil
angreifen*® Der geschwindigkeitsbestimmende Schritt der Katalyse ist die
Freisetzung von ADRlie wesentlich von der M- Konzentration der Umgebung
abhangt!**?
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Abbildung 4.5: PKA imoKiplex mit MRATP undPKI (PDEbde: 1ATP). Die Kohlenstoffatome der
katalytischen Untereinheit sind weil3 eingeférbt, die von ATP braun und die von PKI blau. Die beiden
Manganlonen $nd als lila Kugeln dargesteftter Kristallwuchsmit Mg *-lonen, die kurz vor der
Datensamming durch die schwereren Mhlonen ausgetauscht Wurdeﬁ‘“’]

4.4 Inhibitoren

Prinzipiell bietet die PKAIr potentielle Inhibitoreneine Vielzahl an Angriffspunkten.
Die meisten flr Kinasen entwickelten Inhibitoren binden als A®Rpetitive
Inhibitoren in der ATFBindetasche. *****3  Dariiber hinaus kann auctdie
Substraterkennungsstelle als Angriffspunkt genutzt werd&m wurden bereits
Verbindungen synthetisiert welche sowohl die ATBindetasche wie auch die
Substraterkennungsstelle adressierétf Neben der katalytischen Untereintiekann
auch die regulatorische Doméarads Angriffspunkt dienerHier bieten sich die cAMP
Bindestelle ebenso wie die AKBihdestelle als mdgliche Ziele an.

Als Zielprotein fur die Arzneistoffentwicklung ist die PKAgaurfd ihrer vielfaltigen
Bedeutung in grundlegenden physiologischen Prozessen eher ungeeignet. Da die PKA
die mit Abstand am besten untersuchte Kinasedgtnt sieoft als Modell fir Kinasen.
Anhand der PKA lassen sich mit verhaltnismaRig wenig Aufweneé Rrinzipien
testen, um sie spater auf andere krankheitsrelevante Kinasen zu tbertragen.

In dieser Arbeit dient die PKA als Mdgdeotein, um zu zeigendass es moglich ist
ausgehend von einem kleinen Sondenmolektl hochaffine Inhibitoren aufzubauen.
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5 ProteinkinaséA ¢ Ergebnisse

Wahrend die Projekte auf Endothiapepsin darauf ausgerichtet wakem Bindemodus
verschiedener Inhibitoren aufzuklaren um damit Startstrukturen flr ein weiteres
Wirkstoffdesign zu erhalten, liegt der Fokus dieses Projekitslem Optimieren einer
solchenStartstruktur.

Im folgenden Kapitel wird daerfolgreiche Design einedfinen Inhibitors ausgehend
von dem Sondenmolekil Phenol vorgestellt.

Alle hier durchgefuhrten Arbeiten wurden mit der katalytiscladphaUntereinheitder
humaren PKA vorgenommen. Die meisten in der Literatur beschriebenen Arbeiten
beziehen sich auf das Rindeder Mausprotein. So ist, neben den im Rahmen dieser
Arbeit gewonnen Strukturen, bislang lediglich eine Kristallstruktur l@dgalytischen
Untereinheit der human PKA in der Proteindatenbank verfuglBEdRCode: 3MVJ,
Stand: 09/2011}*". Allerdingsunterscheidet sichlie humane PK&on demdesRinds

oder der Maus gewonnen Protein lediglicheimigen wenigen Aminosauren.
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5.1 Phenol alsStartpunkt fur ein sukturbasiertes Wirkstoffdesign

Von einer Sonde zu eineaffinen Liganden

Die hier dargestellten Ergebnisse sind Bestand&iles Manuskripts fur eine

t dzo £ A1} G A 2y From Brob&ktd FraghéniiaSd Lead: A Combined Approach
of Experimental and Computational De Novo Desigbas Projekt wurde zusammen
mit Tobias Cran, der die computerbasierten Methodemurchgefihrthat, angefertigt.

Im Rahmen dieser Arbeit entstanden insbesondere die Kristallstrukturen. Die-Assay
messungen wurdn in Zusammenarbeit mit unseren Kooperationspartnden Firma
Merck durchgefihrt.

Die in diesem Kapitel vorgestellte RRAenol Komplexstruktur wurdbereits in der
Publikation mit dem Titet 9 ELISNA YSy G+t | OGA @GS {AGS al LILMA
Fragmet-0 &8 SR [ S| Rer&féndicht?®® S NE &

5.1.1 Einleitung

Ein strukturbasiertes Wirkstoffdesign baut in den meisten Fallen auf eifrefifer aus

einem HighThrowghput-Screen auf. Wahrend diese Verbindungen meist bereits
anndhernd die angestrebte Grol3e eines Arzneistoffs aufweisen, wurden in den letzten
Jahrenauch dieVerwendung vordeutlich kleinererFragmentezum Screeningopular
(siehedazuauch Kapitel 1.1 und 1.2Alternativ zu den Screeninlylethoden gibt es

das Konzept des BMovoDesigns. Hier wird demitiale Ligand nicht durch ein
Screeningidentifiziert sondernvollstandigam Computer entworfenAllerdings setzt

diese Vorgehensweise ein hohes Verstandnis fur Prdtggnd Wechselwirkungen
voraus. Da diese nach dem heutigen Stand der Wissenschaft noch vergleichsweise
rudimentéarverstanden singist ein reines Dé&NovoDesign kaum durchfuhrbar.

In dieser Arbeit solexemplarischgezeigt werden, dassehr kleine Molekile, &
genannte Sonden, mit Hilfe von computergestitzten Methodgie auch bei einem
DeNovoDesign eingesetzt werden erfolgreich zu hochaffinen Liganden ausgebaut
werden konnen Das Design wird dabei durchgehend von kristallographischen
Untersuchungen beglait. Ein solches Vorgehen karsomit als ein experimentell
unterstitztes DeNovoDesign angesehen werdeildie PKA ist die mit Abstand am
besten untersuchte Kinase und dient hier als einfach zu handhabendes Is{sdein

fir diese momentan stark beforschted®einklasse.
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5.1.2 Die PKAPhenol Komplexstruktur als Startpunkt

Sonden sind sehr kleine Molekiilgie lediglich eine schwaah unspezifisca Bindung

an Proteine aufweisen. Diese Eigenschaften machetkesierig bisiahezu unmaoglich

die Bindungmit den khssischen Assayethoden naclzuweisen. Daruber hinaus
zeichnen sich Sonden dadurch aus, dass sie an eine Vielzahl unterschiedlicher Proteine
binden und somit als allgemeine Testmoleklle genutzt werden kgrurarbevorzugte
Bindebereiche innerhalb der Bindetasche aufzuzeigen. Das Ausleuchten der
Bindetasche mit Sondenmolikd Sy A&l @SNHf SveSitscoMapphgY A (
(engl: Kartierung der aktiven Stelleylas von Programmen wie z.B. GRID, MCSS,
DrugScore der SuperStar durchgefiihrt wiftf**5?

Da wir in vorhergehenden Experimenten Phenol bereits als ein Sondembkshiiizt
hatten, welchea zumindest in unseren Screenings eine Vielzahl an Protein bindet,
haben wir uns entschlosseauch eine Kristatrukturbestimmungder PKA im Komplex
mit Phenol zu versucheiNeben organischeNerbindungen wie Phenol kanauchdas
universell vorkommend&Vasser als Sonde angesehen werden.

Um einen PK#Rhenol Komplex zu erhalten wurde ein PKA Kristall fir etwa 16t&fin

in einer Losung mit 208M Phenol aufbewahrt. Zuvor wurde der Kristall fir eine
Stunde mit Glutaraldehyd vernetzt um eine bessere Kristallstabdii&rreichen. Der
so erhalteneKristall wurde anSLS (Swiss Lightusce) vermessen und lieferte einen
Datensatz mit einer Auflosung von 2.80Insgesamt konnten drei gebundene Phenol
Molekile identifiziert werden. Die entsprechenden Differelektronerdichten sind in
Abbildung 5.1 gezeig¥orhergehende Experimente mit einer Phenolkonzentration von
ledigich 10mM zeigten kein eindeutig gebundenes Phenslle im Folgenden
vorgestellten Kristallstrukturen enthalten ein PKI BruchstiRtoteinkinaselnhibitor
Aminosauren 824), welches als Pseudosubstrat an die Substratbindestelle bindet. PKI
stabilisiert das Protein in einer halboffenen Konformation und ermdglichtese
einfacheKristallisation.

In der ATHBindetasche sind zwei Phenolmolekile gebunden. Eines adressiert die
Scharnierregionindem es mit dem Carbonylsauerstoff von Glu121 und dem Rickgrat
Sickstoff von Thrl23 eine Wasserstoffbriicke eingeht. Das zweite sitzt in der
Zuckertasche und interagiert dort, analog der Hydroxygruppe des Ribosebausteins von
ATP, mit Glul27. Ein drittes Phenolmolekil befindet sich in einer hydrophoben Tasche
der kleinen Domane. Die Hydroxygruppkeses Phenolst in der Dichtenur schlecht
definiert und zeigt in das umgebende Solvens ohne eine polare Interaktion einzugehen
(auch nicht mit symmetriedquivalenten Moleki@n der Kristallpackung

RSY
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Abbildung 5.Die drei in der PKA gebundenen Phenolmolekziliglolekiile haben in deATR
Bindetasche gebunden, ein weitsin einer hydrophoben Tasche an der Proteinoberflache. In grin ist
die Differenelektronerdichte mi-DF:. bei 2.0° dargestellt PKI ist in blaug€artoonrDarstellung gezeigt

wahrend die restlichen Aminosauren weil3 eingefarbt sind.

In vielen Strukturen wa die hydrophobe Taschélie das dritte Phenol besetzton
Arg45 ausgefillt. Die hier gefundene Konformation von Arg45 findet sich allerdings
auch in Strukturen in denen die hydrophobe Tasche unbédd¢ibt (z.B. PDBode:
1ATPY*Y In Abbildung 5.2 sind zwei der méglichen Konformation von Arg45
dargestellt.

Auffallig an der hier vorgestellten Komplexstruktur ist die Konformation der
glycinreichenSchleife Abbildung 5.2 zeigt die hier gefundene sowie die geschlossene
Konformation inAnwesenheit von ATP im Vergleidie hier gefundene Position der
glycinreichen Schleife ist noch weiter geschlossen und mit der Anwesenheit von ATP
nicht vereinbar. Ser53 geht in dem RRAenotKomplex zwei Wasserstoffbriicken mit
Aspl84 ein. In der gesldssenen Form findet sich lediglich eine Interaktion zu Ala21
von PKI, in weiter getffneten Konformation geht Ser53 keine Interaktionen zum
Protein mehr ein.

Kristallographisch erwéhnenswert ist das Lys292 mit Glutaraldehyd umgesetzt vorliegt.
Dies ist auf die verhaltnismalig lange Vernetzungszeit von einer Stunde
zuriickzufahren.
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Abbildung 5.2Links:Arg45 kann die hydrophobe T anstelle des Phenols besatz Mit weil3en
Kohlenstoffatomen ist der PKRhenol Komplex dargestellt, mit roten Kohlenstoffatomen der-BRA8
Komplex. Rechts: Die Konformation der glycinreichen Schleife im Vergleich mit der bislang bekannten
am weitestengeschlossenen Konformation@egenwart von ATP. In weil} ist der Faenol Komplex
gezeigt, in lau der Komplex mit MnATP (PBde: 1ATPY*?

Zusatzlich zu dem experimentellen Ansatz wurtevorzugte Binderegion in dé&TR
Bindetaschemit HotspotX (frilher: Drugscore™y berechnet!!®? Die Karten wurden
sowohl fir einen aromatischen Kohlenstoff wie auch fir eine phenolische
Hydroxygruppeerstellt. Wie in Abbbildung 5.3 zu sehen ist, stimmen die errechneten
bevorzugten Positionen dieser Atomtypen mit den experimentell bestimmteméh
Positionen gut Gberein.

GLU121 7

.,
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Abbildung 5.3Berechnete bevorzugte Positionen flir aromatische Kohlensth#gschwarz) sowie
phenolische Hydroxygrupped.ph(rot). ProteinKohlenstoffatome sind hellbladie von Phenal violett
dargestellt.

5.1.3 Von fenol zu einem Fragment

Ausgehend von der initialen Phergindegeometriavurde mit Hilfe de<Computes
nach besser passenden Phenolderivaten mit geeigneten Substituenten gesucht. Durch



130 5 Proteinkinase & Ergebnisse

die Beschrankung auf Phenole wurde gewébhrleistet, dasadliessierung der
Scharnierregion erhalten bleibt.

Dazu wurde eindestbibliothek mit4000 kauflicha Fragmentea durchmustert. Jedes
dieser Fragmente wies ein Ring mit mehreren Substituenten auf und erfillte die
Kriterien der von Congreve et definierten Dreierregeﬁl.3] Die Fragmente wurden mit

dem Programm Fle¥® in die Bindetasche eingepasst. Dabei wurdelie
beobachteten PheneBindegeometrien wie auch digotspotXKarten als Richtlinien
bertcksichtigt.Es wurde versuchtdie Bindung de so erhaltenen bst-bewerteten
Phenolderivate afPKA mittels SPR zu validieren. Allerdings konnte auf diese Weise fur
keines dieser Fragmente (und auch nicht fur Phenol) eine Bindung nachgewiesen
werden was auf eine Affinitat jenseits vonm2M hinweist.

Funf Phenolderivate wurde fir weitere kristallographische Untersuchungen
ausgesucht. F?-Methyl-4-Acetylphenolkonnte eine Kristallstruktur erhalten werden.

2-Methyl-4-Acetylphenol wurde fur 15 Minuten in einer Konzentration vonmid in
PKA Kristalleiediffundiert. Fir eine bessere Stabilitat wurde der Kristallor fur eine
Stunde mit Glutaraldehyd quervernetzDer Datensatz wurde am SLS (SwightL
Source) gesammelt und weist eine Auflésung A0 A auf. Im Gegensatz zu Phenol
hat lediglich einMolekil in der Bindetasche gebunden. Abbildung 5.4 zeigt die
Differenzlektronerdichte sowie die Interaktionen. Die phenolische Hydroxygruppe
bildet, analog dem unsubstituierten Phenol, zwei Wasserstoffbricken zur
Scharnierregion aus. Die Methylgruppe ist Richtung einer hydrophoben Nische
orientiert. Der AcetySauerstoff bildet Uber zwei Wassermolekile eine
Wechselwirkung zu dem Ruckgrat von Aspl84 samieAminogruppe von Lys72.
Wahrend in der Phenolstruktur die glycinreiche Schleife in einer tie€hdessenen
Position beobachtet wurde, befindet sich diese Schleife hier in der halboffenen
Konformation wie sie in den meisten Kristallstrukturder PKA mit PKdngetroffen
wird.

V/ Lys72
Glut1 || S

Tyrl22

Vall23

Abbildung 5.4Der Bindemodus von-Rlethyl-4-Acetylphenol. In griin ist die Differezlektronerdichte
mk,-DRbei 20" gezeigt.
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Der Vergleich mit der Phen#&lomplexstruktur zeigt, dass der grundsatzliche
Bindemodus wie gewinscht erhalten blieb. Die Position des Rings ist ein wenig
verschoben und durch die Anwesenheit der Acetylgruppe bildetisicleser Region
ein zu der Phenolstruktur verschiedenes Wassernetzwag{Abbildung 5.5).

- Lys72

Thrl83

Vall23

Abbildung 5.5Vergleich der Komplexstruktur voaNethyl-4-Acetylphenol (Kohlenstoffatome weil3,
Wasser rot, Interaktionen schwarz) mit der von Phenol (Kohlenstoffatome blau, Witsse
Interaktionen blau)

5.1.4 Expansion zu einer lisfruktur

Um das weitere Design zu planen wurdait HotspotXdie bevorzugten Bindestellen

fur aromatische Gruppen sowie fur Wasserstoffbriicikdaeptoren berechnet. Wie in
Abbildung 5.6 zu sehen istyurde neben den bevorzugten Bindebereichen an der
Scharnierregion unter der glycinreichen Schleife eine weitere vorteilhafte Position fur
aromatische Reste identifiziert. Auch fur WasserstoffbriieR&ngtoren finden sich in
diesem Bereich gunstige Positionen. Fur diese werden zudem in der Nahe von Lys72
gute Interaktionsmdglichkeiten vorhergesagt.

Abbildung 5.6Mit HotspotXberechnete Karten fiir aromatischReste (in schwarbei einem Level von
-100000 bis193546 (52%)) sowie fidien Atomtyp O.co2 reprasentativ fiir Wasserstoffbriicken
Akzeptoren (irrot, bei einem Level von 7500 bis 23475 (32%))
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Basierend auf diesen Informationen wurde folgende Desingstrategie erarbeitet: Ein die
Scharnierregion adressierendd’henolbaustein soll in ortho Position mit einem
hydrophoben Substituenten versehen werdenB. Methyl, Chlor, Methoxyoder ein
fusioniertes Ringsystem)Ein vier Atome langer Linker in pafosition soll den
Abstand zu der mitHotspotX gefunden Binderegion fir aromatische Reste
Uberbriicken. Am Ende soll dieser Linker eine Carbonylgruppe aefwem mit Lys72

zu interagieren. Diese Interaktion orientiert sich an dem in der Komplexstruktu?-mit
Methyl-4-Acetylphenolgefunden Wassermolekilvelches die Interaktion zwischen
dem Liganden und Lys72 vermittelt, sowie der HutspotXgefundenen Bindstelle an
dieser PositionDabei solltedas entstehende Grundgerust chemisch zuganglich und die
benotigten Bausteine in moglichst vielfaltigen Variationen erhaltlich sein.
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Abbildung 5.7Schematische Darstellung der Design Strategie

Als zentrale Gruppe haben wir uns fir substituierte Hydrazone entschigdemTeil
unterhalb der glycinreichen Schleife sowie bei Lys72 kann dann von verschiedenen
Phenylessigsaurederivaten reprasentiert werd®er Hydrazoiinker wird durch ein
Hydrazin eingefuhrtdas mit dem Carboxylat der Phenylessigeumgesetzt wird.
Diese monosubstituierten Hydrazide konnennsahlieend mit verschiedenen
4-Hydroxybenzaldehyden, der Baustgivelcher die Scharnierregicadressiertzu den
gewlnschten Hydrazonen reagieren. Diese verhaltnismafRig einfache Synthestrategie
bietet somit die Mdglichkeit die Bausteine unter der glycinreichen Schleife und an der
Scharnierregiominfach zu variieren.

Um die erste Serie zu synthedierenwurden die besten Verbindungen mit unserem
kirzlich vorgestellten KNOBLE Ansatz ausgeWahlEs wurden etwa 200 mégliche
Kandidaten am Computezusammengestellund mit FlexX in die ATBindetasche
eingepasst. Diefinf am besten bewerteten Verbindungen wurden anschliel3end
synthetisiertund auf ihre Aktivitat gegen die PKA getdstn einem SPRssay wurden
Affinitaten zwischerl und 120 uM bestimmt (Tabelle 5.Dalei ist zubeachten dass
die Verbindunga aufgrund de Doppelbindung der Hydrazongruppds E/ZGemisch
vorliegen, wobei aus sterischen Grunden lediglich fir d&md@ntiomer eine Bindung
an das Proteimngenommen wird.
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ID Struktur
[1UM] [keal]

A
SB47 /©A ?\Q 70 0.27
HO
/O

OH
H
N
SB65 @A OV\Q 35 0.28
HO
/O

SN
fsaa
SB66 " . T\Q >100
| P!

oad
|
SB67 o ?\Q 15 0.26
0

OH
H
SN
SB68 @C Y\Q 6.5 031
HO
/O

Tabelle 5.1Die mittels SPR bestimmten Affinitdten der ersten 5 Verbindungen. Zuséatzlich ist die- Ligand
effizienz(LE)angegeben(Die Ligandeffizierizt ein Mal die Affinitat inverhaltnis zur Molekulgrbﬁéﬁﬁl

Von zwei dieser Verbdungen SB47 und SB68elang es eine Kristallstruktur zu
erhalten.Die Ligandkonzentration beino&king betrug in beiden FalletD mM wobei

auf ein vorheriges @rvernetzen der Kristalle verzichtet werden konnier Kristall

im Komplex mit SB47 wurde aBLS (Swiss Ligliugce) vermessen und erreichte dort
eine Aufldsung von 58 A, wahrend der Datensatz des Kristalls im Komplex mit SB68
am BESSYB¢érliner Elektronenspeicherrif@esellschaft fir Synchrotronstrahlung
aufgenommen wurde und eine Auflésuagn 1.60A zeigt In der Komplexstruktur von
SB47 konnte in der Nahe der Bindetasche noch ein gebundenes Molekil
L-(+)}2,3Butardiol aus der IKolésung identifiziert werde§Abbildung 5.9)
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Abbildung 5.8Der Bindemodus von SB47 (oben) sowie SB68 (unten). In grin ist jeweils die
Differenzelektronendichte mFDR bei 3.0 angegeben.

Abbildung 5.9: Position des Butandiols.

Die Verbindungendieser Serie unterscheiden sich lediglich durch die Substitution am
Ringsystemwelches die Scharnierregion adressi€yabei wird diese Region von SB47
und SB68 wie erwartet vergleichbar zu Phenol und-Nethyl-4-Acetylphenol
angesprochen. SB47, welchas der metaPosition keinen Substituenten aufweist,
erreicht im Assay eine Affinitat von 70uM. Das Einfiihren einer zuséatzlichen
Hydroxygruppe in der metRosition fihrt zu einer Affinitatssteigerung um den
Faktor2 (SB65 35uM). Eine weitere Methylgruppsteigert die Affinitdt nochmals auf
einen Wert von & uM. Anhand der Kristallatkturen von SB47 sowie SB68 zeigt sich,
dass durch die Einflhrung der Hydroxygruppe Uber ein Wasser vermidiek
zusatzliche Interaktion zu dem Ruckgratstickstoff vonl188raufgebaut wird. Die
metastandige Methylgruppe hingegen scheint gut geeignet zu sein um die hydrophobe
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Nische neben der Scharnierregion auszufillen. Eine Methoxygruppe an dieser Stelle
scheint einer Bindungntgegenzusteher{SB66, > 100uM). Computesimulationen

legen nahe, dass dieser Rest der Bindetaschenicht die bevorzugtezu dem
Phenylring koplanare Orientierungannehmen kann.Fir den Naphtylrest (SB67,
15uM) legen diese Simulationen nahe, dass dieser zu grofinstdie hydrophobe
Tasche opmal zu besetzen.

Die Interaktionen der Liganden in den beiden Kristallstrukturen, sl auf die des
variierten Phenolrests nahezu identisch und entsprechen denerwarteten
Bindemodus. Sgeht der Carboylsaterstoff eine Interaktion mit Lys72in undder
zweite hydrophobe Ring bindetvie erhofft, in der Region der glycinreichen Schligife
wo erden durchHotspotXvorhergesagten bevorzugten Bindebereich fur aromatische
Kohlenstoffe gut augllt. Die Uberlagerung der -Rlethyl-4-Acetylphenol
Komplexstrukir mit der SB4-Komplexstruktur zeigt neben einerguten
Uberstimmung beider Adressierung der Scharnierregion, dass sich der Carbonyl
sauerstoff von SB47 nahezu exakt (Q.éntfernt) an der Position befindgan welcher
sich in der 2Methyl-4-AcetylphenolKomplexstruktur das Wasser befindetas die
Interaktion zwischen dem Fragment uhgs72 vermittelt (Abbildung 5.1nks). Die
rechte Seite vombbildung 5.10zeigt dievon HotspotXerstellten Konturkartenauf
Grundlage der SB4Romplexstruktuy wobei de Ligandvor der Berechnung entfernt
wurde. Die gute Ubereinstimmung mit dem Liganden unterstreicht die Vorhersagekraft
dieser Methode.

*((:Glulzl %@72 /,
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Abbildung 5.10Links: Uberlagerung derMethyl-4-Acetylphenol Komplexstruktur (blaue
Kohlenstoffatome) mit der SB4&omplexstruktur (weiRe Kohlenstoffatom&echts: Die mitotspotX
berechneten Konturkarten fir aromatische Kohlenstoffe (schwarz) sowie Wasserstoéfbriick
Akzeptoren (rot). SB47 ist hier mit griinen Kohlenstoffatomen dargestellt.

Phe54

Wird die Affinitdt des Liganden ohne eine mettindige Substitution (SB47) mit den
verschieden substituierten Liganden dieser Serie verglichen, so kann eine
Affinitatssteigeruyg von dem zweistellig in den einstellig uM Bereich beobachtet
werden. Sait wurde durch ein optimales Substitutionsmuster eine
Affinitdtssteigerung um etwa den Faktor 10 erreicidie Ligandefienz konnte
gleichzeitig von 0.27 auf31 kcal/molpro Schweréom gesteigert werden.
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5.1.5 Ausbau der ersten Leitstrukturen

Um die Affinitat weiter zu steigerrietet es sich arAsp184 durch einen geeigneten
Substituenten zu adressiere@afir eignet sich z.B. das Einfigen einer Aminogruppe
am Ligandeywelche dann eine Salzbriicke mit dem Protein ausbilden kothtedies

zu erreichenkann eine primare Aminogruppe am Grundgerustingefugt werden
Abbildung 5.11zeigt die gewtlnschte zusatzliche Interaktion. Die neu eingefuhrte
Aminogruppe sollte in der ba sein eine Salzbricke zu dem benachbarten Glu184

auszubilden.
Glul21 Z'/v‘

Vall23

Glul84

Abbildung 5.11Die Designidee des zweiten Synthesezyklus. Mit wei3en Kohlenstoffatomen ist die SB47
Komplexstruktur gezeigt. Mit griinen Kohlenstoffen ist der geplante neue Ligand dargestellt. Durch die
zusatzliche Aminogruppe soll eine Salzbriicke zu Glu184 gebildetnvErié Interaktionen von SB47B

sind rotdargestelltdie geplante Salzbriicke ist schwarz gezeigt.

Fur die vielversprechendsten Bausteim@n Adressieremler Scharnierregion wurden
entsprechende AmiubDerivate synthetisiert. Das Einfluhren der Aminogruppe
generiere ein neues Stereozentrum. Durch das Computegoamm FlexX wurden die
SPherylglycinDerivate als die aktiven Verbindungen vorhergesagt. Da die Synthese
hierzu die entsprechendenh-Aminosduren bendtigt war die Verfugbarkeit des
Startmaterials ein ausschlaggebender Punkt. Aus diesem Grund haben wir in der
nachfolgenden Serie auf die met#dndige Mehoxygruppe der Phenylessigsaure
verzichtet und fir beide Sterecisomere die unsubsituierten Verbindungen
synthetisiert. Auf diese Weise konnten enantiomerenreid@isgangsverbindungen
verwendet werden

In Tabelle 5.2 sindhittels SPR bestimmtaffinitaten der synthesierten Verbindungen
wiedergegebenlLeider konnte die Affinitat nichtwie erhofft, gesteigert weden und
liegt immer noch im einstellig miémolaren Bereich. Allerdings konnie den meisten
Féllen die Ligandeffizienzerbessertwerden. So zeigt die Gegenuberstellung zweier
vergleichbarer Verbindungez.B. dass die Affinitat von SB47 zu SB191 vquvrauf
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3,4 UM gesteigert werden konnte. Die Ligandeffinzienz verbesserte sich dabei von 0,27
auf 0,38. Ebenso konnte die Affinitdt von SB65 ingkeh zu SB192 von 8 auf

24 uM erhoht werden bei einer zeitgleichen Steigerung der Ligandeffizien0\aéh

auf 037. Von Verbindugen SB68 auf SB193 konnte m#t @u >1QuM allerdings keine
Affinitatssteigerung beobachtet werden.

Die Ligandeffizienz wurde durch emeduziertes Molekulargewichtbei einer leicht
verbesserterAffinitat (aufgrund des Weglasserder Methoxygruppe sowie Einfiihren
der Aminogruppe) gesteigertDamit bietet diese Serie einewmielversprechenden
Ansatzpunkt obwohl die neu eingefiihrte Aminogruppe nicht den gewiinschten Effekt
hinsichtlich eineAffinitatssteigerungaufweist.

Name Struktur Kp LE
[UM] [kcal]
9y NH;CI'
\N/N
SB190 g OJ\© 38 031
HO ’
y NHz Cl”
SB191 /@AN/va@ 34 0.38
\C\)
HO
OH 9y NH;CI'
SB192 @AN/N%@ 24 0.37
HO ©
y NH; CI°
~ N
SB215 N 1.8 0.38
HO ©
Br
E y NH;CI
SB222 /@AN/N%@ >10
HO ©

H
SB193 /CC\N/NVK@ >10
HO ©

Tabelle 5.2Mittels SPR bestimmte Affinitaten der Verbindungen der zweiten Serie. Von SB222 sowie
SB193 konnte kein genauer Wert bestimmt werden, da der Sattigungsbereich nicht erreicht wurde.
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Von zwei Verbindungen dieser Serie, SB193 sowie $B@dkng es eine
Kristallstruktur zu erhaltenBeide Verbindungen wurden jeweils in einer Konzentration
von 10mM in PKAKristalle eindiffundiertwobei auf ein vorheriges quervernetzen der
Kristalle verzichtet werden konnte. Die Datenséatze wurden am SLS (swiss light source)
gesammelt und erreichten fur SB193 eine Auflésung von R.20wie fiir SB215
1.88A. Abbildung 5.1Zeigt den Bindemodus sowie die Differenzelektronendichte der
beiden Liganden.

Lys168 s
/7 Asp184 4 ‘]\ .

Aspl84¢ Z
- k\ e°78

‘é;lulZl Thr1§3

4 B A
5/ IS v,.,/,,;.«,'m.-.,
A A
O K
R RY
‘!-".»‘«'é_rf

Abbildung 5.12Bindungsmodi von SB215 (oben) sowie SB193 (unten). In griin ist die Differenz
elektronendichte mDF. bei 3 wiedergegeben. Wahrend links ein Uberblick iiber den gesamten
Bindungsmodus gezeigt ist, sind rechts die Interaktionen der neu eingeflhrten Aminogruppe dargestellt.

Die beiden Kiristallstrukturen ze#m, dass der prinzipielle Bindungsmodus,
insbesondere dieAdressierung der Scharnierregion erhalten gdidie ist. Die neu
eingefihrte Aminogruppe bildewie erhofft, eine Wasserstoffbriicke zu Asp184 und
ist zusatzlich an einem Wassernetzwaxielches Lys168 und Thr51 verbindet beteiligt.
Allerdings wird aufgrund dieser neuen Interaktion die Wechselwirkung zu Lys72
deutlich abgeschwachtWie in Abbildung 5.13zu sehen, ist die Position des
Grundgerists der neuen Serie verglichen mit den ersten Verbindungen in Richtung
Aspl84 verschoben. Dadurch verlangedgich der Abstand zwischen der
Carbonylgruppe des Liganden und LysifRden Komplexstrukturen von SB47 sowie
SB68iegt dieser Abstand mit 2Aim optimalen Bereich. In der Komplexstruktur von
SB215 ist dieser Abstamaif 33 A verlangertin der Strukta mit SB193 auf 3.A. Auch
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der aromatische Ring unterhalb der glycinreichen Schleife wurde teilweise aus seiner
Position verdrangtum die neue Interaktion zu Asp184 zu ermdglichen.

Abbildung 5.18Vergleich der Komplexstrukturen mit SB#éi3eKohlerstoffatome), SB193 (rote
Kohlenstoffatome) und SB21blgueKohlenstoffatome)

Fur die Verbindungen der ersten Serie haben wir angenommen, dass ein Grof3teil der
Affinitat aus der Wasserstoffbriicke zu Lys72 sowie den atisofeen Interaktionen

des Phenyings der Phenylessigsaure resultieBei denLiganden der zweiten Serie
werden nun diese beiden Interaktionen abgeschwaahth die neue Salzbriicke zu
Aspl84 zu ermdglichen. Nichtsdestotrotz konnten ,waufgrund der leicht
verbesserten Affinitdt sowie der fidenden Methoxygruppe und des damit kleineren
Molekulargewichtsdie Ligandeffizienatwasverbessern.

5.1.6 Einfuhrung eines Abstandshalters

Um die Vorteile der Verbindungen der ersten Serie (gute Positionierung der
Carbonylgruppe sowie des Phenylessigshausteins) mit denen der zweiten Serie
(gute Adressierung von Aspl84) zu verbinden wurde ein Abstandsh&perc€y
zusatzlich zu dein der zweiten Serie eingefihmeAminogruppe eingeflgt. ASpacer
wurden sowohl Bausteine mit einem wie auch zwei zusatzlichen Kohlenstoffatomen
eingesetzt. Auf diese Weise sollte erreicht werden, dass die primare Aminogruppe
Aspl84 adressieren kann und gleichzeitig das Grundgerigie in der ersten Serie
beobachteteoptimale Positioreuriickkehrerkann.

Zur Adressierung der Scharnierregion wurden ledigliclvidigersprechendsten ortho
BromPhenol sowie ma-HydroxyPhenol Motive aus der vorhergehenden Serie
berticksichtigt.Das Sustituionsmuster des zweiten Pheniyigs wurde bislang nicht
optimiert. Der Beitrag des MethoxSubstituenten der ersten Ligandewar, wie
anhand der zweiten Serie zu erkennen, nicht Uberzeugend. Aus diesem Grund wurde
ein metastandiger Chlorsubstituent eingefihrt. Diese scheint geeigneezuisn eine
Chlor -Interaktion mit Phe54 einzugehen.
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Die enantiomerenreine Synthese der Verbindungen dieser Serie erwies sich als
problematisch. In der letzten Serie konnten die als Startmaterial benétigten
h-Aminosauren kauflich erworben werden. So mesdediglich die E/fsomerie

O0SNNO1 &aAOKGATG 6SNRSYyd® 5AS FTNNI RASUNKASNI @2
‘-Aminosauren waren hingegen nicht kommerziell verfugli2a. die Synthese nicht

zwischen den Isomeren unterscheidet, liegen diese Verbindumgesinem Gemisch

vor, welches neben der E/Z Isomeaech beide Orientierungen degu eingeflhrten

chiralen Zentrura beinhaltet. Lediglich fudie Darstellung vorHDO1 konnte eine
isomerenreine Ausgangsverbindung verwendet werden.

Die mittels SPR ermitten Affinititen dieser Serie sind in Tabelle 5.3
zusammengefasst.

Ko LE
[uM] [keal]

Name Struktur

+ -
NH; ClI

SB274 0.23 041

NH Cl~

VQ@ 011 041

SB288

NH3 CI~

NH3 CI -

VC@ 0.36 0.38

SB298

+ -
NH3 Cl

HDO1 11 031

Begg
Be
Ben
Neant
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b
NHj ClI

OH |
SB287 /@A\N/N H 0.33 0.39
HO ©
Cl
NH3 Cl
SB297 "o 0.87 0.38
jTpa
HO

OH
SB273 /@A\N/“T/(\@ 0.85 0.36
HO ©

Tabelle5.3: Die mittels SPR bestimmten Affinitaten der Verbindungen der dritten Serie sowie deren
Ligandeffizienz.

Fur alle Verbindungen konnte wie erhofft im Vergleich zu den Inhibitoren der zweiten
Serie eine Affinitatssteigerung beobachtet werden. Ein Vedjleder Affinitaten
innerhalb dieser S& ist auf Grund demnicht aufgeklartenZusammensetzung der
Diastermmerengemische schwierigrotzdemlasstsich erkennen, dass die Einfiihrung
des metaChlor Substituenten im Vergleich zu den unsubg&iten Verbirdungen
einen Affinitatsgewinn bring{z.B. SB274 23tM zu SB288 116M). HDO1 weist im
Gegensatz zu den anderen Verbindungewelche racemisch vorliegemur eine
Orientierung am chiralen Zentrum ag&Konfiguration) Das HDO1 mit 11uM eine
deutlich niarigere Affinitdt als das racemische Analogon SB@ZBOnM) aufweist
zeigt die entscheidende Bedeutung der richtigen igmrhtionan diesem Zentrum. Da
die RKonfiguration klar bevorzugt ist und die Zlsomere wahrscheinlich nicht
nennenswert zur Bindum beitragen kann der Grolteil der Affinitat einer derer
Verbindungen des Enantiomerengemisches zugeschrieben werden. Es kann
angenommen werden, dass diese aktive Verbindung hochaffin iseumedAffinitat im
niedrignanomolaren Bereich aufweist.

Von zwei Verbindungen dieser Serie, SB298 und SB302, konnte eine Kristallstruktur
erhalten werden. Da bei dem Versuch die Liganden in einen PHKistall
eindiffundieren zu lasserdie Kristalle selbst nach vorherigen Quervernetaanh bei
niedrigenLigardkonzentrationenzerstort wurden, wurden @& Verbindungen mit dem
Protein lokristallisiert. Die Ligandkonzentration wahrend der Kristallisation betrug
dabei 2mM. Die Kristalle benétigten mawei Wochen deutlich l&anger als gewohnlich

bis sieeine ausreiclende Grol3e aufwiesen. Die resultierenden Datensatze wiesen im
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Falle von SB298 eine Auflésung 20oB3A, im Falle von SB302 eine Auflésung von 2.38
A auf. Sowohl SB298 wie auch SB3fitzen einen auszwei Methylengruppe
bestehenden Spacer Verbindungenmit lediglich einer Methiengruppe wurden
ebenfalls zur #&kristallisation angesetzt, allerdings wurdehier keine Kiristalle
erhalten.

SB302 unterscheidet sich von SB298 lediglich durch den@tdta SubstituenterDer
Bindungsmodus sowie die Differenzdlekendichte der beiden Véindungen sind in
Abbildung 5.14u sehen.

Aspl8 f
. Asnl71

Asp184
7 Thige o /?} Asn171
={Glu121 &
28 K Aspl84

Abbildung 5.15Der Bindemodus von SB298 (oben) sowie von SB302 (unten). Links ist jeweils der
gesamte Bindemodus abgebildet wahrend rechts die Interaktionen der Aminogruppe im Detail
dargestellt sindDie zweite Konformation der Aminogruppe von SB298 ist dunkelrot hggtioben.In
griin ist die Differenzelektronendichte bei 3.gSB298) bzw. 2.0(SB302) gezeigt.

In beiden Komplexstrukturen findet sich dagsBmerdes LiganderDer grundsatzliche
Bindemodus wurde atrcin dieser Serie erhalten. Salrassieren sowohl 38 wie

auch SB302 die Scharnierregion Ubére phenolische Hydroxygruppe. Die
Carbonylfunktion bildetwie erhofft, eine Wassserstoffbriicke zu Lys72 raihem
idealen Abstand von 2&. Die Aminofunktion findet sich in der Komplexstruktur von
SB298 in zwei Konformationen. Die zwWbdesetzte Orientierung befindet sich sowohl

zu Aspl84 wie auch zu Asnl71 in einem Wasserstoffbrickenabstand. Die zweite
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Konformationliegt zu 46% vor In dieser Positionnteragiert das Aminmit Thr51.In

der Komplexstruktur von SB302 findet sich nur eine Orientierung der Aminogruppe in
Richtung von Aspl184 und Asnl171. Allerdings ist die Auflésung mitA2:38
mittelmaflig und die Differertektronendichtefir den die Aminogruppe tragenden
Teil nur schlecht definiertso dass nicht ausgeschlossenen werden kann, dass nicht
dennocheine weitere Orientierung vorliegt. Werden zwei Orientierungen analog der
SB29& omplexstruktur angenommen und anschlielend deBmsetzung verfeinert
ergibt sich eine Besetzung von 71 % zu 29 %. Da die zuséatzliche Orientierung nur
schwach besetzt und vor allem in der Dichte nicht eindeutig zu erkennen ist, wurde
lediglich eine Konformation dieses Amins der abschlieBenden Verfeineng
berticksichtigt. Der neu eingefuhrte me@hlor Substituent von SB302 bildetie
erwartet, eine Chlof -Interaktion mit Phe54 aus.

Das Bromatom an dem die Scharmégion adressierenden Phenol ist in der SB298
Komplexstruktur lediglich zu 77 % besetkies ist wahrscheinlich auf eine partielle
Abspaltung durch die wahrend der Datensatang am Synchrotron verwendete
hochenergetische  Rontgenstrahlung  zurickzufuhren. Das  Abspalten  von
Bromsubstituenten durch Synchrotronstrahlungurde bereis in der Liteatur
beschrieber®®

In der Komplexstruktur von SB302 findet sich zusatzlich zu dem Liganden in der ATP
Bindetasche ein weiterer Ligand an der Positi@an welcher in der Phenol
Komplexstruktur das dritte Phenolmolekbieobachtet wurde (Abbildung 56). Der
Inhibitor besetzt die hydrophobe Tasche mit seinem Chidostituierten Aromaten
wahrend der restliche Ligand lose an die Proteinoberflache assosiievwobei keine
polaren Interaktionen identifiziert werden konnen(auch nicht mit einem
symmetried@uivalenten Molekil) Insgesamt ist die Differeredektronendichte dieser
zusatzlichen Verbindung sehr schlecht definiert. So ist neben dem phenolischen
Ringsystem auch der die Aminogruppe tragende Rest kaum zu erkermien.
Besetzung des Liganden wurdef &4 % verfeinert. Das Bromatom konnte in der
anomalen Dichtekarte als anomaler Streuer beobachtet werders entscheidenau

der Positionierung des Liganden beigetragen Esmit kanninsgesamt die gewahlte
Ligandposition als sehr wahrscheinlich angesehwerden. Trotzdem kann,
insbesondere im Anbetracht der Tatsacklass der eingesetztelnhibitor als Gemisch

aus mehreren Verbindungemorlag, nichtvoéllig ausgeschlossen werden, dasin
anderes als das im Moddderticksichtigte Derivagebunden hat. Ausliesem Grund
wurde vorerst auf das Deponieren dieser Struktur in der Proteindatenbank verzichtet.
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Abbildung 5.8: Ein zweites Molekil SB302 hat an der Stelle gebunden an welcher in der P&kol
Komplexstruktur das dritte Phenol zu sehenwar. Ingéiii RAS S5AFTFSNBYIT St ST GNRYySYF
gezeigt.

Abbildung 5.17zeigt eine Uberlagerung der Verbindungen der drei Serien. Es ist zu
erkennen, dass der Ligand der zweiten Serie zugunsten der Salzbricke zu Aspl184 aus
seiner optimalen Position verdrangt wde. In der dritten Serie konnte nun, durch
Einfuhrung eines Spacgr die urspringliche Positionierung des Inhibitors
wiedererlangt werden bei gleichzeitiger Beibehaltung der Interaktion zu As{ilig4.
Positionen der Grundgerluste der Verbindungen der aerstend dritten Generation
stimmen nahezu perfekt tberein.

Aspl84
Lys72

Abbildung 5.7: Uberlagerung der SB4Zomplexstruktur (weilRe Kohlenstoffe), der SB193
Komplexstrutur (rote Kohlenstoffe) sowie der SB&@8nplexstruktur (griine Kohlenstoffe).

Kristallographische Tabellen

Ligand Phenol HMA SB47 SB68 SB215
PDB @de 3NX8 300G 30VvV 3POO 30WP
Datensammlung und Prozessierung

Sammlungsort SLS SLS SLS BESSY SLS

< w) 6 1.000 1.000 1.000 0.91841 1.000

Raumgruppe P212121 P212121 P212121 P212121 P212121

Einheitszellparameter
a[A] 72.2 72.2 75.8 72.9 72.9



